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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva vlivem steriliza¢nich metod na vybrané nanovlakenné
materialy, vyuZivané jako nosiCe pro tkanové inZenyrstvi. Jako zkoumané materialy
byly zvoleny polymery: polykaprolakton (PCL), kopolymer kyseliny mlécné a
kaprolaktonu (PLCL) a polyvinylidenfluorid (PVDF). Vzorky téchto materialti byly
vysterilizovany pomoci autoklavu, ethylenoxidu pfi teplotdch 37°C a 55°C, kyseliny
peroxooctové, y-zareni, plasmové sterilizace (pristroje Laoken®, STERRAD®) a
desinfikovany pomoci ethanolu a ultrafialového zareni.

Byla provedena reSerSe shrnujici poznatky o tkanovém inZenyrstvi, elektrostatickém
zvlaknovani, jednotlivych materidlech, jednotlivych typech sterilizace a nakonec o vlivu
sterilizacnich metod na materialy vybrané pro tcely této prace.

Vliv sterilizacnich metod na vybrané polymerni materidly byl hodnocen pomoci
pozorovani makroskopickych zmén, dopad sterilizace na morfologii vlaken vzorku byl
hodnocen pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), termodynamické
vlastnosti byly hodnoceny pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) a zmény
v molekulové hmotnosti byly zhodnoceny gelovou permeacni chromatografii (GPC). Na
zavér bylo provedeno in vitro testovani vzorkt buiikami 3T3-SA.

Na zakladé vysledk téchto testi byl hodnocen vliv sterilizace na nosice pro tkanové
inzenyrstvi. Z vysledkt prace je patrné, Ze nékteré typy sterilizace ovliviiuji vlastnosti
vlakennych nosi¢l pro tkanové inZenyrstvi do takové miry, Ze mohou byt povazovany

za nevhodné.

Klicova slova: polykaprolakton, kopolymer kyseliny mlécné a kaprolaktonu,
polyvinylidenfluorid, sterilizace, tkanové inZenyrstvi, vlakenné nosice pro tkanové

inZenyrstvi



Abstract

This bachelor‘s paper deals with impact of different sterilization methods on selected
electrospun materials used as scaffolds for tissue engineering. For this work PCL
(polycaprolacton), PLCL (kopolymer of lactid acid and caprolacton) and PVDF
(polyvinylidenfluorid) were chosen as object of study. Mentiond material were
subjected to folowing sterilization and disinfection methods: autoclaving, sterilization
with ethylenoxid in 37°C and 55°C, peracetic acid sterilization, y-radiation and plasma
sterilization (Laoken® and STERRAD® machines), ethanol and ultraviolate
disinfencion.

Research  of tissue engineering, electrospinnig, PCL, PLCL, PVDEF, different
sterilization methods and about impact of these methods on selected material mentiond
above was done.

Several tests were carried out to evaluate impact of sterilization on scaffolds: DSC
(differential scanning calorimetry), GPC (gel permeative chromatography) and in vitro
tests with 3T3-SA cell line. Macroskopic changes in morfology were evalueted and also
microscopic changes were evaluated using SEM (scanning electron microscopy).

Based upon these test conclution was made to determine impact of sterilization on
scaffolds for tissue engineering. Results indicate that some methods of sterilization
effect properties of electrospun scaffolds to that degree, that they might not be used in

tissue engineering.

Key words: polycaprolacton, kopolymer of lactic acid and caprolacton, polyvinyliden

fluorid, sterilization, tissue engineering, scaffold
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Uvod

Tkanové inZenyrstvi je rychle se rozvijejici obor medicinského inZenyrstvi, jehoZ cilem
je vyroba umélych organi, vhodnych k transplantaci. Vyuziva se k tomu tvz. nosici
(anglicky scaffoldii), na které nasledné nasedaji bunky a vytvari tak Zivouci organ.
Nosice byvaji Casto tvoreny elektrostaticky zvlaknénymi polymery.

Je Zadouci, aby se takovy nosic¢ po Case v téle pacienta uplné rozlozil, z toho divodu

jsou pro vyrobu nosicii preferovany biodegradabilni materialy.

Jako kazdy medicinsky material, také nosi¢ musi byt pfed stykem s bunikami sterilni.
Cilem této prace je prozkoumat zmény, které proces sterilizace vyvolava v materialu
elektrostaticky zvlaknéného polymerniho nosice a zhodnotit zda-li tyto zmény ovlivni

jeho pouZitelnost v oblasti tkanového inZenyrstvi.

13



1. Tkanové inzenyrstvi

Koreny tohoto védniho oboru sahaji daleko do minulosti a souvisi s snahou lékart
nahradit poSkozené casti lidského téla. Prvni zminka o nahrazeni casti lidského téla
jinou Zivou tkani pochazi ze 16. stol. Chirurgie jako celek zaznamenala prudky rozvoj v
poloviné 19. stol., kdy byla objevena anestezie. S rozvijejici se chirurgii se zacinaly ve
vétsi mife objevovat pokusy o nahrazeni poskozené tkané. V tomto odvétvi se ustalilo
nékolik zékladnich pristupti, prvni spociva v tom, Ze poSkozena tkan je nahrazena tkani,
které méla ptivodné jinou funkci, ale pochazi ze stejného organismu. Jak se ale ukazuje
tento pristup ma i nékolik problémi, tkan na novém misté zacina biologicky reagovat,
coz miZze vést k odmitnuti orgdnu a dalSim komplikacim.

Druhy pristup spociva v nahradé poSkozené tkané, tkani ziskanou od darce. Tento
postup je dobfe prozkoumany, podarilo se eliminovat mnohé problémy, jak naptiklad
imunitni reakci organismu, ktery prijima darovanou tkan. Nicméné hlavnim problémem
zlstava alarmujici nedostatek darovanych organti.

Na tuto potfebu se snazi odpovédét tkanové inZenyrstvi. (Lanza et al. 2007) Cilem
tkanového inZenyrstvi vytvorit umélou nahradu za poSkozenou tkan. V tkanovém
inZenyrstvi se uplatiiuji prevazné dva postupy: prvnim pristupem je tzv. nebunécny
pristup, ktery spocivd v aplikace samotného nosice bez bunécné slozky. Druhym
pristupem je aplikace nosiCe s vhodnou bunécnou kulturou. Rozvoj tkanového
inZenyrstvi byl v poslednich létech podporen pokrokem ve vyzkumu kmenovych bunék.

(Luka4s 2009)

2. Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani je metoda pro vyrobu polymernich nanovlaken. Vyhodou
tohoto procesu je moznost ovladani rozmeéri vlaken a sily vrstvy nastavenim vhodnych
parametrt. Elektricky zvlaknéné materialy nachézeji uplatnéni v Siroké Skale aplikaci

od vyuZiti v citlivych senzorech, pres filtraci po vyuZiti v tkanovém inZenyrstvi
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(Merritt et al. 2012).

Strukturu materidlu, ktery pomoci elektrostatického zvladknéni ziskame je mozZné
ovlivnit také sloZenim zvlakniovaciho roztoku. VyuZiti niZsi koncentrace roztoku vede
ke vzniku kuli¢ek na vldknech a ke vzniku vldken s vétSim priimérem. Po prekroceni
urCité hodnoty koncentrace tyto kulicky vymizi a vznikaji ten¢i vldkna formujici
Typicky proces elektrostatického zvlaknovani probiha nasledujicim zptisobem: kapicka
roztoku polymeru je vytlaCena na hrot kapilary za aplikace vysokého napéti mezi
hrotem kapilary a uzemnénym kolektorem. Vlivem tohoto napéti se na kapicce formuje
tzv. Taylortiv kuzel (RoZek et al. 2008). Taylortv kuZel je kuzZelovity ttvar na povrchu
kapaliny, ktery vznika v nenewtonovskych kapalinach jako disledek aplikace kritického
potencialu, ktery je charakterizovan tak, Ze jakékoli dalSi zvy3Seni tohoto potencialu
povede k poruSeni rovnovahy elektrostatické sily a povrchového napéti (Yarin et al.
2001). Elektricka sila, zptisobena pfitomnosti vysokého napéti, se stava natolik velkou,
Ze je schopna prekonat povrchové napéti kapicky a od kapicky se smérem ke kolektoru
zveda tenky proud nabitého roztoku. Z roztoku se zacina vyparovat rozpoustédlo a na
kolektor dopada jiZ vlakno zvlakiiovaného materialu.

Zefektivnéni celého procesu se podafilo vyvinout na TUL (Technickd Universita
Liberec). Tato technologie byla patentovana jako technologie Nanospider®. Tento
vyuZziva misto jednotlivych kapicek roztoku valec, jehoZ povrch je pokryty roztokem
zvlanovaného materialu. Na hladiné tohoto roztoku vznikaji vlivem vysokého napéti ve
velkém mnozZstvi Taylorovy kuZely, které slouZi jako zdroj tvorby vlaken. Tenké proudy
roztoku jsou unaseny smérem ke kolektoru, na kterém se tvori vlakna (RoZek et al.

2008).

3. Charakteristika zkoumavych polymeri

3.1. Polykaprolakton

Polykaprolakton byl objeven ve 30. letech 20. stoleti. Tento polymer se pripravuje

pomoci otevieni Fetézce cyklické molekuly e-kaprolaktonu. Tato reakce miiZe probihat
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celou fadou mechanismt napf. anionové, kationové koordinacné. Mozna je i priprava
pomoci radikalové rekce, pfi které dochazi k otevieni kruhu 2-methylen-1-3-dioxepanu.
Pomoci vhodné zvoleného zptisobu pripravy je mozné Fidit vlastnosti vzniknuvsiho
polymeru. Polycaprolakton je dobre rozpustny, hydrofobni, semikrystalicky polymer s
teplotou skelného prechodu -60°C a bodem tani v rozmezi 59°C az 64°C (Woodruff a
Hutmacher 2010). Biodegradibilita polykaprolactonu byla poprvé pozorovana v roce
1973 (Sinha et al. 2004). K uplnému rozpadu polymeru v téle mtiZe dojit aZ po 3 nebo 4
letech (Woodruff a Hutmacher 2010). Jeho Spatnd mechanickd odolnost je casto
kompenzovana pomoci vytvareni kopolymerti napr. s kolagenem, sacharidy Cci
polymlécnou kyselinou, nebo wvytvarenim rozlicnych kompozitnich materialt s
bioaktivnimi latkami. Také nevynika priliS dobrymi vlastnostmi v oblasti bunécné
adheze. Vyhodou tohoto materialu je snadné zpracovani a Siroké spektrum vyuZiti pro

pripravu tkanovych nosict (Hajiali et al. 2017).

3.2. poly(mlécna kyselina-co-kaprolakton)

PLCL je kopolymer L-kyseliny mlécné a e-kaprolaktonu. Tento kopolymer nachazi,
diky dobré biokompatibilité, vyuZiti v tkanovém inZenyrstvi (Mo et al. 2004). Jeho
vyhodou oproti homopolymeru polymlécné kyseliny je nizsi krystalinita, ktera zkracuje
dobu degradace. Krystalické lamely mohou také zptisobovat vétsi reakci organismu. Na
druhou stranu pokles krystalinity negativné ovliviiuje fyzikalni vlastnosti (napf.
Youngtiv modul) materidlu (Penning et al. 1993). Krystalinitu ovliviiuje mimo jiné
zpracovani kopolymeru nap¥. v pripadé elektrostatického zvlaknéni dochazi k tiplnému
vymizeni krystalinity a to zejména LLA sekvencich. Pokud je vSak kopolymer v
pribéhu dalSiho zpracovéani zahfivan k teploté blizké teploté skelného prechodu a
ponechan pomalu chladnout, miiZze dojit k opétovnému vzniku krystalinity v LLA
sekvencich (Mo a Weber 2004).

Vlastnosti kopolymeru jsou vyrazné ovlivnény sloZenim kopolymeru (viz tabulka 1)

(Penning et al. 1993).
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Tabulka 1: Tato tabulka popisuje nékteré fyzikdlni vlastnosti kopolymeru
kyseliny mlécné s primési komonomeru uvedeného v tabulce. (Penning et al.
1993)

Comonomer Mole fraction T, (°C) 1. (°C) AHJg™Y)

57 191 88

None -
g-caprolactone  0.10 41 178 51
e-caprolactone  0.20 38 174 38

3.3. Polyvinylidenfluorid

Polyvinylidenfluorid (PVDF) byl poprvé syntetizovan v proce 1944 polymeraci
vinylidenfluoridu (Dohany et al. 1971). V soucasnosti se vyuZiva zejména suspenzni a
emulzni polymerizace. Suspenzni metoda se vyznacuje vySSim vyskytem struktury
,head-to-tail“, ktera ma za nasledek vyssi stupenl krystalinity (Teng 2012). Strukturni
jednotka PVDF je -CH,-CF,-. Vodik a fluor pfitomny v fetézci mezi sebou vytvareji

silné nevazenbné interakce (Dohany et al. 1971).

Jedna se o semikrystalicky polymer. Krystalinita tohoto polymeru stoupa aZ do 4. tydne
po zpracovani a muZe dosdhnou az 65%. Takto prudky nardst pak miZe zptisobit
mechanické poSkozeni materialu (Teng 2012). PVDF se vyskytuje v nékolika
krystalickych fazich, které zavisi na metodé pripravy a ndasledného zpracovani.
Krystalickd faze pak ovliviiuje hustotu a teplotu tani polymeru.(Dohany et al.
1971) Gregorio (1994) udava, Ze existuji celkem Ctyfti krystalické faze tohoto polymeru:
a, B, y a 6. Faze a je nejbéZznéjsi faze. Je charakteristicka tim, Ze je nepolarni. Velmi
podobna « fazi je § faze, ktera je ji ve vSem podobnd, vyjma toho, Ze je polarni. Pfechod
z a faze do & faze byva vyvolan silnym elektrickym polem. Faze 8 je rovnéz polarni a je
ze vSech fazi PVDF technicky nejvice vyuZivana, protoZe se u ni projevuji nejsilnéji
pyroelektrické a piezoelektrické vlastnosti. Faze 3 miZe byt z o faze pripravena napr.
pomoci mechanického taZeni folie. Faze y je také polarni a miiZe byt pripravena napf.
krystalizaci z roztoku dimethylsulfoxidu (Gregorio, Jr. a Cestari 1994). Teplota tani
PVDF se pohybuje mezi 155-192°C (Teng 2012). PVDF také disponuje

piezoelektrickymi vlastnostmi (Kawai 1969).

PVDEF je charakteristicky vysokou mechanickou a chemickou odolnosti. Odola vétSiné
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kyselin, silnych bazi i latkdm se silnymi oxidac¢nimi ucinky. Podléha pouze oleu a silné
zasaditym primarnim amintim. Silné polarni latky jako napf. ketony ptisobi v disledku
svoji absorbce zméknuti materialu (Dohany et al. 1971).

Vlivem ionizujiciho zafeni méiZe dojit k sitovani polymeru. Cim je davka ionizujiciho
zateni vysSi tim vice je polymer zesitovany. Mira zesitovani pak ovliviiuje rozpustnost
polymeru. JiZ davka o velikosti 2 Mrad (20 kGy) zptisobi pokles rozpustnosti na 74% z
pivodni hodnoty. Davka o velikosti 590 Mrad (5,9 MGy) pak zptisobi pokles
rozpustnosti aZ na 4% piavodni hodnoty. Také mechanické vlastnosti polymeru mohou
byt ovlivnény ionizujicim zafenim. P¥i davce 1000 Mrad (10 Mgy) klesa sila v tahu na

25%. Na PVDF nema Zadny vliv ultrafialové zareni (Dohany et al. 1971).

PVDF naléza vyuziti ve stavebnictvi jako povrch exteriéri, v elektrickych zafizenich
jako izolacni material nebo jako konstrukéni soucast letadel v podobé tepelné
smrstitelnych trubicek (Teng 2012). Ve zdravotnictvi naléza uplatnéni jako material na
stehy, nebo jako nosi¢ pro tkanové inZenyrstvi pri vyvoji umélych cév (Schellenberg et

al. 2014).

4. Prehled typ( sterilizace zvolenych pro ucely

této prace

4.1. Sterilizace obecné

Definice sterilizace, fikd, Ze sterilni pfedmét je takovy na jehoZ povrchu byly usmrceny
vSechny formy mikrobialniho Zivota (Baume et al. 2016). Usmrceni mikrobu v tomto
piipadé chapeme jako poskozeni natolik zavaZné, Ze se mikroorganismus neni schopen
rozmnoZit (Dempsey a Thirucote 1988). V praxi vSak sterilizace nikdy neprobéhne
dokonale ana povrchu predmétu zistavd urcité procento Zivotaschopnych
mikroorganism.

Pro hodnoceni sterility se proto zavadi jednotka nazyvana troven zajisSténi sterility
(SAL), kterou je mozZno interpretovat jako pravdépodobnost, Ze je predmeét nesterilni

(Baume et al. 2016) , nebo jako pravdépodobnost preZiti konkrétniho mikroorganismu v
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populaci (Rutala 1996). Udava se bud’ v ¢iselné podobé (Baume et al. 2016), nebo jako
zaporny dekadicky logaritmus tohoto ¢isla (Rutala 1996)

Aby mohl byt pfedmét povazovan za sterilni musi SAL dosahovat alespori 10° ,
respektive 6 v pripadé logaritmického vyjadreni (Baume et al. 2016; Rutala 1996).

Dalsi veli¢inou vyuZivanou k hodnoceni nékterych typt sterilizaci je tzv. D-hodnota (D-
value). Ta je definovana jako cas, Ze ktery se pocet mikroorganismu snizi o jeden Fad

(viz graf 1.).(Baume et al. 2016)
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Graf 1. : Graf zndzornujici definici D-hodnoty (Baume et al. 2016)

Obecné uznavana pravidla pro sterilizaci medicinského materialu jsou ta, které vytvorit

Earle H. Spaulding. Zavadi 3 kategorie medicinskych predmeéti:
e kritické

¢ semikritické

e nekritické
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Kritické predméty jsou ty, které se pouZivaji na nejrizikovéjSich mistech a vstupuji do
kontaktu s tkanémi nebo cévnim systémem. Radi se mezi né napf. chirurgické nastroje
a implantaty. Tyto predméty musi byt sterilni. Preferovanou steriliza¢ni metodou je
sterilizace vlhkym teplem (autoklav), popripadé oSetfeni pomoci ethyleoxidu.
Semikritické predméty, jsou ty které prichdzi do styku s poSkozenou kizi nebo
s mukdézni membranou. Takové predméty musi byt pouze dezinfikovany. Dezinfekce je
proces podobny sterilizaci. Je definovana jako odstranéni veskerych vegetativnich
mikroorganismt, nicméné nelikviduje bakterialni spory.

Posledni kategorii jsou predméty nekritické, které prichazeji do styku se zdravou kizi,
kterd velmi Ucinné zabranuje infekci. Mezi tyto predméty patfi Siroka Skéala véci od
rukavu pro méreni tlaku aZ to nocni stolky nebo podlahy v nemocnicich (Rutala 1996).
Tabulka dva shrnuje vybrané typy sterilizace a desinfekce, kterymi se tato prace zabyva
a déli je podle prislusnosti k témto dvéma procestim.

Tabulka 2 rozdéluje postupy jimizZ se tato prace zabyva, podle to zde jde o steriliza¢ni
nebo dezinfek¢ni postup.

Tabulka 2: Typy sterilizace, jimiZ se zabyva tato prdce rozdélené podle toho
zda se jednd o sterilizace nebo desinfekci

sterilizacni médium |typ
autoklav sterilizace
ethylenoxid sterilizace

kyselina peroxooctova |sterilizace
plasma a na plasmé

zaloZené technologie sterilizace
y-zareni sterilizace
ethanol desinfekce
ultrafialové zareni desinfekce

4.2. Sterilizace vihkym teplem

o7 es

vyuziti ohné a vody k ocistovani predmétd. (Dempsey a Thirucote 1988). Prvni zminky

ve védecké literatufe se pak zacinaji objevovat na pocatku 19. stol.(Ayliffe et al. 2004).
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Sterilizace pomoci vlhkého tepla se da rozdélit na dva zakladni typy: sterilizace pomoci
varici se vody za atmosférického tlaku. Tento typ sterilizace je velmi dostupny, jeho
nevyhodou je ale pomérné nizka dosaZena teplota, ktera negativné ovliviiuje jeho
ucinnost. Oproti tomu druhy typ, vyuZiti nasycené pary za zvySeného tlaku je, diky
vySSi dosaZené teploté a velmi dobré prostupnosti pary skrz prekazky, velmi ti¢innym
steriliza¢nim postupem (Dempsey a Thirucote 1988). Sterilizace pomoci nasycené pary
je v soucasnosti hodné vyuZivanou sterilizacni metodou.

Nasycena para s sebou nese tzv. latentni teplo, které preda sterilizovaného predmétu,
kdyZ para zkondenzuje na povrchu. Tento proces nijak nesniZuje teplotu ve steriliza¢ni
komorte. Oproti tomu vyuZiti prehiaté pary je méné efektivni, protoZe k predavani tepla

dochézi v mnohem delSim case (Ayliffe et al. 2004).

Sterilizacni cyklus 1ze rozdélit do tfi kroki:

1) zahrati, kdy sterilizacni komora autoklavu dosahne teploty potfebné ke zptisobeni
smrti mikroorganismu.

2) Vystaveni mikroorganismii této teploté.

3) Chladnuti sterilizovaného predmétu (Dempsey a Thirucote 1988).

V soucasnosti jsou pouZivany dva zakladni sterilizacni mddy: vystaveni teploté 121°C
po dobu 15 min, nebo aplikace teploty 134°C po dobu 3 minut (Baume et al. 2016).
Vztah teploty a potfebného tlaku shrnuje tabulka 3.

Tabulka 3: Zavislost tlaku potrebného pri sterilizaci na poZadované teploté
(Ayliffe et al. 2004).

Steam pressure
Temperature (°C) kPa psi
121 103 15
126 138 20
134 207 30

Celkovy cas sterilizacniho cyklu vcetné vysouSeni a chladnuti se pohybuje okolo 25-

28 min.(Ayliffe et al. 2004).

21



Pred vystavenim predmétu sterilizacni teploté je nutné zajistit vakuum ve sterilizacni
komore. Pritomnost vzduchu ptisobi negativhé na teplotu ve sterilizacni komote
a prispiva, ke zhorSeni prostupnosti predmétu pro paru, tak sniZzuje efektivitu celého
procesu (Dempsey a Thirucote 1988).

Zajisténi vakua je dileZité zejména pri sterilizaci poréznich materiali (Ayliffe et al.
2004).

Mechanismus likvidace mikroorganismti spocCivd v rozloZeni vodikovych vazeb v
molekulach jejich DNA (Dempsey a Thirucote 1988) , nebo v hydrolyze rozlicnych
molekul, esencialnich pro mnoZeni organismu (Baume et al. 2016).

Vyhodou tohoto typu sterilizace spociva v rychlosti a nizkych nakladech (Dempsey a
Thirucote 1988), cenénou vlastnosti je velmi dobra prostupnost pary do predmétti a také
to, Ze nezanechava zadné toxické zbytky. Nevyhodou je vysoka teplota, kterd mize
pisobit na nékteré materialy, a ptisobit hydrolyzu kovalentnich vazeb materialu (Dai et
al. 2016).

4.3. Sterilizace pomoci ethylenoxidu

Tento typ sterilizace se fadi mezi plynové sterilizace. Prvni zminka o sterilizaci plynem
pochazi z eposu Odyssea, kde se piSe o sterilizaci mistnosti pomoci spalovani siry. Dalsi
zminky pochazeni z 18. stol. kdy je doloZena sterilizace provizorni marnice v dobé
epidemie pomoci plynného chloru. Sterilizace pomoci ethylenoxidu se zacala vyuZivat
v 60. letech minulého stoleti.

Sumarni vzorec ethylenoxidu je C,H4O. Je to bezbarvy plyn s etherickym zapachem.
Bod varu je 10,8°C. Ma priblizné 1,5 krat vétsi hustotu nez vzduch, se kterym se Spatné
misi. Nicméné se vzduchem miize vytvorit vybusnou smés ato jiz od 3 % obsahu
ethylenoxidu.

Za pritomnosti katalyzatoru mtize polymerovat. Vhodnymi katalyzatory pro tuto reakci
mohou byt napf. kovy, svétlo nebo teplo. MiiZze se samovolné rozkladat na methan,
ethan nebo oxid ulicity.

Sterilizace pomoci ethylenoxidu je velmi ucinna. (Ayliffe et al. 2004) Pisobi na velké

mnozstvi druhti organismi od bakterii pres houby az po viry (Dai et al. 2016), jediny
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patogen, ktery je proti ethylenoxidu zcela rezistentni, jsou priony (Ayliffe et al.
2004) (Priony jsou patogeny pusobici mnoZstvi zavaznych onemocnéni napr. Creutz-
Jakobovu nemoc. Jedna se o patogeny bez nukleovych kyselin skladajici se vyhradné z
proteinu (Prusiner 1998).

Ethylenoxid se fadi mezi alkylacni sterilizacni chemikalie (Ayliffe et al. 2004). Jeho
ptsobenim dochazi k nevratné alkylaci thiolovych, karbonylovych, hydroxylovy,
aminovych i amidovych skupin. (Dai et al. 2016). Mechanismus ptisobeni ethylenoxydu

na mikrobialni buriku ilustruje obrazek 1.

o’ OH
/\ |
(R—) + HyC—C—H ———pm CH,—CH,—R

NUCLEQPHILE ALKYLATED NUCLEOPHILE
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i 2 T 1 [
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Obrdzek 1: (a) obecny zdpis reakce EtOx s nukleofilem (b) reakce EtOx s konkrétnimi
chemickymi skupinami v molekulach mikrobidlnich bunék (Dempsey a Thirucote 1988)

Timto mechanismem je ethylenoxid (EtOx) schopen denaturovat proteiny, enzymy, ale
také nukleova kyseliny(Ayliffe et al. 2004).

Alkylace proteinti a nukleovych kyselin je zavisla na nékolika faktorech, které mohou
byt vyuzity ke zefektivnéni procesu sterilizace. Jedna se predevsim o teplotu, jak udava
Dempsey (1988). Efektivita procesu roste s teplotou exponencialné (Dempsey a
Thirucote 1988). Primérna teplota v pribéhu cyklu se pohybuje od 40 do 50°C . DalSim
dilezitym faktorem je vlhkost, ktera slouZi jako katalyzator alkylace. Udéava se, Ze pro

uspésnou sterilizaci je tfeba relativni vlhkost alesponi 30%. P¥i niZSich vlhkostech se
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mohou vyskytovat dehydratované spory, které maji oproti normalnim sporam mnohem
vétsi rezistenci proti EtOx (Dempsey a Thirucote 1988).

Velmi mala a malo polarni molekula snadno prostupuje velkym mnoZstvim materialti
(Ayliffe et al. 2004), a to dokonce to té miry, Ze je mozZné sterilizovany predmét
ponechat v plastovém obalu a provadét sterilizaci pres tento obal. Jako bariéra,
zabranujici uniknuti EtOx miZe poslouzit napf. kov nebo sklo. Také povlaky soli a
zneCiSténi biomolekulami na bazi proteind zabrafiuje priichodu EtOx (Dempsey a
Thirucote 1988).

EtOx je vysoce toxicky (Baume et al. 2016), je klasifikovan Mezinarodni agenturou pro
vyzkum rakoviny, jako karcinogenni latka, pokud ptisobi ve velkych koncentracich po
dlouhou dobu (Ayliffe et al. 2004). Pfiznaky akutni otravy mohou byt napt. dychaci
obtiZe, zvraceni a priijem, chronick4 otrava ma potencionalné mutagenni ucinky, mtize
zpusobit dychaci obtiZe a zmény chovani. Je-li pritomen zbytkovy EtOx v implantatu,
miZe zptsobovat hemolyzu (Dempsey a Thirucote 1988).

V pribéhu sterilizace se EtOx adsorbuje do sterilizovaného predmétu. Adsorpce je
pfimo umeérnad tloust’ce predmétu, koncentraci EtOx a casu, pro ktery je predmét
vystaven pusobeni EtOx (Ayliffe et al. 2004). Z tohoto diivodu je nutné sterilizovany
predmét nechat projit tzv. desorpci, ktera se realizuje odvétravanim EtOx ze
sterilizovaného predmétu. Rychlost uvolnéni EtOx roste s teplotou. Je-li sterilizovany
predmét ponechan vétrat pri pokojové teploté, doporucuje se doba vétrani alesponi 5 dni.
K urychleni procesu lze specialni pristoroj. PouZiti plastového obalu pfi sterilizaci
sniZzuje rychlost adsorpce, ale zaroven zpomaluje i proces nasledného odvétrani
(Dempsey a Thirucote 1988).

EtOx se pouZziva bud v Cisté formé, ktera ma fadu nevyhod (vybuSnost a vyssi miru
polymerizace), nebo ve smési s jinym plynem. Dfive se vyuZivali freony, ale protoZe se
od jejich vyuzivani z ekologickych divodl upustilo, vyuZiva se v soucasnosti smés s
oxidem uhlic¢itym (10% EtOx a 90% CO.). Oxid uhli¢ity zamezuje nebezpeci vybuchu a
sniZuje rychlost polymerace.

RozliSujeme dva druhy sterilizacnich cykli:

* vakuovy

* szvySenym tlakem
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Vakuovy cyklus ma tfi faze. V prvni fazi je v komote vytvoreno vakuum, dochazi k
zahrati komory na poZadovanou teplotu. V této fazi je vstrikovana vodni péra, aby se
zvysila relativni vlhkost. Nasleduje faze vystaveni predmétu ucinkim EtOx, tato faze
trva alespon hodinu. V posledni fazi je predmét nékolikrat ,,promyt“ pomoci
filtrovaného vzduchu.

Steriliza¢ni cyklus se zvySenym tlakem, na rozdil od vakuového, vZdy pouziva smési
EtOx s oxidem uhlic¢itym. Sterilizace se provadi za vyssSiho tlaku, nez je atmosfericky
po dobu 30-120 min. Vyhoda této metody spociva ve vylouCeni moZnosti vzplanuti

EtOx, nicméné je zde nebezpeci prosakovani EtOx z pristroje (Ayliffe et al. 2004).

4.4.PAA kyselina peroxooctova

Kyselina perooxoctova (PAA) ma vzorec CH;COOOH, bod varu je 110°C. Je to latka
velmi silného a nepfijemného zapachu. Je charakteristickd oxidac¢nimi vlastnostmi,
kvtli kterym zptisobuje korozi vétSiny kovi. Od koncentrace 5 % se stava horlavou a
nad 56 % dokonce vybuSnou (Ayliffe et al. 2004). Typickou vlastnosti kyseliny
peroxooctové je neomezena misitelnost s vodou (Crow 1992). Ve vodném roztoku se
kyselina peroxooctova nachazi v rovnovaze s peroxidem vodiku a kyselinou octovou
(viz obrazek 3.). Tuto rovnovahu je moZné posunout ve prospéch PAA sniZenim pH
(Ayliffe et al. 2004).

MozZnost vyuZiti této kyseliny ke sterilizaci byla poprvé objevena v roce 1951
(Greenspan a MacKellar) (Ayliffe et al. 2004), nicméné v nemocni¢nich zafizenich se
zacina vyuZivat aZ v Sedesatych létech minulého stoleti (Malchesky 2008).

Ke sterilizaci se vyuZiva roztok o koncentraci 500-10000 ppm v destilované vodé. Doba
pisobeni kyseliny nutnad pro sterilizaci je v rozsahu 15 s-30 min (Rediguieri et al.
2016b). Yoganarashima (2014) wvyuziva roztok kyseliny peroxooctové s 20 %
ethanolem, kviili zlepSeni smacivosti bakterialnich spor timto roztokem.

Pfesny mechanismus ucinku kyseliny peroxooctové nebyl zatim objevem. Mezi
teoreticky navrhované mechanismy patfi napf. naruSeni stény buiiky a zabranéni
transportu latek pres bunécnou membranu pomoci oxidace (Crow 1992). Objevuje se

také nazor, Ze kyselina peroxooctova rozrusuje S-H a S-S vazby v proteinech a
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enzymech a zptisobuje tak jejich denaturaci (Malchesky 2008). Jiny navrh mechanismu
spociva v oxidaci proteinti a enzymi a to jak na bunécné membrané tak piimo uvnitf
buriky.

Obecné je sterilizace kyselinou peroxooctovou uzndvana jako velmi Gcinna, a to
dokonce vice nez sterilizace pomoci peroxidu vodiku. U¢innost sterilizace se nezhorsuje
organickym zneciSténim, také enzymy nejsou schopny odbourat kyselinu
peroxooctovou (Ayliffe et al. 2004). Efektivitu sterilizace ovliviiuje celd fada faktort:
koncentrace, pH, teplota, vlhkost (Dai et al. 2016). Optinalni relativna vlhkost je 80 %.
Kyselina peroxooctova priliS dobfe neprostupuje materialem.

Da se vyuZit jak sterilizace pomoci vodného roztoku, tak pomoci vypart kyseliny
peroxooctové, ale vétsi uplatnéni naléza sterilizace pomoci roztoku.

Kyselina peroxooctovad degraduje na kyslik, kyselinu octovou a vodu, nezanechava
Zadny toxicky zbytek a je tedy velmi vstficna k Zivotnimu prostfed. Samotna kyselina
peroxooctova je jen slabé toxicka, zptisobuje podrazdéni oci a kiize (Ayliffe et al. 2004).
Nejvétsi nevyhodou kyseliny peroxooctové jsou jeji silné oxidacni ucinky, nicméné
existuji technologie, které se s timto problémem vyporadavaji pomoci pridani specialni

antikorozni chemikalie (Crow 1992).

4.5.Plasmova sterilizace a metody sterilizace zalozené

ha plasmé

Steriliza¢ni ucinky plasmy poprvé objevil vroce 1968 Menashi, prvni prakticka
aplikace byla stejnym autorem (ve spolupraci s Aschamem) navrZena o 4 roky pozdéji.

Plasma byva oznacovana jako 4 skupensky stav vedle pevného, kapalného a plynného.
Ve stadiu plasmy se nachazi 99 % hmoty v celém vesmiru (Ayliffe et al. 2004). Plasma
je tvotfena iony plynu a volné pohyblivymi elektrony, podle definice, plasma neobsahuje
zadné neutralni Castice. Nutno podotknout, Ze tuto definici ,,plasma“ vyuZivané pro
sterilizaci nespliuji, spravné oznaceni by mélo byt ,,ionizovany plyn“. Tento se sklada z
iond, elektronti, ale také z nenabitych ¢astic jako jsou napf. radikaly nebo jednotlivé

atomy prvkd a dokonce i molekuly. Sterilizacni plasma se také nékdy oznacuje jako
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studené plasma, protozZe jeho teplota se pohybuje okolo 50°C. To je zptisobeno tim, Ze
dochazi pouze k urychleni elektront, jejichz stfedni rychlost pak odpovida teploté okolo
11500 K. TézZké iony zistavaji neurychleny, takZe vyslednd naméfena teplota je
mnohem nizsi. VySsi tlak ve sterilizacni dutiné zarovenl zvySuje teplotu plasmatu.
K tomuto jevu dochazi, protoZe vyssi tlak znamena vyssi koncentraci ¢astic v objemu,
tim se zvySuje pravdépodobnost kolizi elektronii s iony. Pfi téchto srazkach elektrony
predavaji Cast svoji energie iontim a tim je urychluji. Vysledkem je stoupajici teplota
celého systému.

Technicky se studené plasma pripravuje z plynu buzenim pomoci aplikace elektrického
pole, které mize byt bud stejnosmérné nebo radiofrekvencni, pripadné mikrovinné.
Plasmovy vyboj pak neni staly, ale pulzujici, coZ umoZiuje lépe kontrolovat teplotu
a predejit prehrati plasmatu.

Z hlediska polohy plasmového vyboje a sterilizované predmétu se rozliSuji dva typy
sterilizace: sterilizace v plasmovém vyboji a tzv. flowing afterglow. Sterilizace ve
vyboji je rychlejsi, teplota je vSak vysSi ataké mutze dochazet k plasmovym
modifikacim povrchii. Flowing afterglow spociva v odnosu ionizovanych €astic do vétsi
vzdalenosti od vyboje, kde pak dochazi ke kontaktu se sterilizovanym predmétem.
Vyhodou flowing afterglow je, Ze nedochézi k plasmovym modifikacim povrchi. To se
déje, protoZe soucasti tohoto proudu Castic jsou prevazné neutralni ¢astice (Moisan et al.
2001).

Mechanismus ptisobeni plasmatu na mikroorganismy a jejich spory se doposud
nepodafilo uspokojivé vysvétlit (Dai et al. 2016). Moisan (2002), tvrdi, Ze vysledny
mechanismus Uucinku plasmatu na mikroorganismy vznika sloZenim 3 dil¢ich
mechanismt. Prvni diléi mechanismus spoc¢ivd v poSkozeni DNA mikroorganismt
pomoci UV, ktera vznika v plynu, kvili excitaci atomii a molekul a jejich nasledné
relaxace pomoci vyzareni fotonu. Druhy dil¢i mechanismus spociva v odStépovani
jednotlivych atomti z molekul mikroorganismu pomoci UV svétla (tzv. fotodesorpce).
Posledni dil¢i mechanismus spoc¢iva v adsorpci radikalt vzniklych v plasmatu na povrch
mikroorganismu a jejich nasledného uvolnéni v podobé nizkomolekularni, obvykle
plynné, latky. Schéma celého mechanismu viz obrazek 2 (Moisan et al. 2002).

Moisan et al. (2002) také uvadi, Ze pritomnost UV je schopna katalyzovat proces
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rozkladu molekul mikroorganismu pomoci radikali. Na efektivitu celého procesu ma

vliv tlak, teplota a energie budiciho pole (Dai et al. 2016).
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Obrdzek 2: Schéma mechanismu piisobeni plasmatu na mikroorganismus.
Jednotlivé faze jsou zakresleny do grafu krivky preZiti mikroorganismii
(Moisan et al. 2002)

Plasmova sterilizace nezanechava Zadné toxické zbytky na predmétu (Baume et al.
2016). Vyhodna je zejména pro biodegradabilni nosicCe pro tkanové inZenyrstvi, protoZe
je nizkoteplotni a plasmova tprava povrchu vytvari vyhodnéjsi prostfedi pro nasedani
bunék (Dai et al. 2016). Plasma také likviduje endotoxiny (Ayliffe et al. 2004) a je
schopna si poradit i s priony.

Hlavni limitaci je vyrazné klesajici ucinnost s rostouci tloustkou spor. Tloustka
negativné ovliviiuje jak tacinek UV tak ucinek radikald. Nejvétsi potize vznikaji tam,
kde se spory mikroorganismi shlukuji (Moisan et al. 2001).

Pro plasmovou sterilizaci existuji dvé hlavni komercné dostupné technologie: Plazlyte®
a Sterrad® (Ayliffe et al. 2004). Obé dvé technologie uiplné nespliuji definici plasmové
sterilizace, protoZe operuji s plyny, které sami o sobé zptisobuji sterilizaci. Plasmova
faze slouZzi zejména k odstranéni zbytkovych toxickych latek z sterilizovaného
predmétu.

Technologie Plazlyte vyuZiva jako steriliza¢ni medium smés 5 % kyseliny peroxooctové
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s 22 % peroxidu vodiku ve vodé, ktera je vstiiknuta do vakuované komory, takze dojde
k jejimu vypareni. Mikroorganismy pak slouZi jako kondenzacni zarodky pro vznikly
plyn. Kyselina peroxooctova je nasledné odstranéna a komora je naplnéna smeési
kysliku, argonu a vodiku. V této smési pak probéhne plasmovy vyboj. Typicky cyklus
trva 60 min (Moisan et al. 2001).

Ukazalo se vSak, Ze tato metoda poSkozuje nékteré 1ékarské nastroje tak, Ze pak ptisobi
zdravotni komplikace pacienttim a proto byla stazena z trhu (Ayliffe et al. 2004).
Technologie Sterrad® vyuZiva jako sterilizacni medium koncentrovany roztok peroxidu
vodiku (58 % vol.) ve vodé. Mechanismus je obdobny jako v pfipadé vySe popsané
technologie Plazlyte®. Peroxid vodiku je injektovan do vakuované komory, vypafi se,
kondenzuje na povrchu mikroorganismi. V tomto pripadé, ale dochéazi k zaZehnuti
plasmového vyboje pfimo v plynu peroxidu vodiku. Typicky cyklus trva 75 min
(Moisan et al. 2001). Priibéh sterilizacniho cyklu shrnuje obrazek 3.

Kompatibilita technologie Sterrad® je horSi neZ v pripadé sterilizace ethylenoxidem
(pouzitelny pro mensSi spektrum material). Je citlivy na zneciSténi povrchu, ale
nezanechava toxické zbytky.

Technologie Sterrad® je v Evropé dostupna od roku 1992 (Ayliffe et al. 2004).
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Obrdzek 3: Priibéh sterilizacniho cyklu technologie Sterrad® (Moisan et al.
2001)
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4.6. sterilizace y-zafenim

Od roku 1964, kdy byl sestrojen prvni komercné dostupny y-sterilizator (Dempsey a
Thirucote 1988), se tento typ zareni vyuZiva pro sterilizaci materialt, které jsou citlivé
na zmeénu teploty.

Mechanismus likvidace mikroorganismi spociva v odstépeni elektronti z molekul
pomoci y-zareni, to vede bud’ k poSkozeni molekuly (DNA, enzymy) nebo (hlavné v
pripadé vody) ke vzniku radikali, které nasledné napadaji DNA a proteiny.

Jako generator y-zafeni se pouziva pfevazné radioaktivniho isotopu ®Co, ktery lze
nalézt volné v pfirodé, nebo vzacné isotopu '*’Cs, ktery je jednim z odpadnich produktti
jadernych elektraren.

®Co pfi svém rozpadu emituje jeden elektron a dva fotony o energiich 1,33 MeV a
1,17 MeV. Jeho polocas rozpadu je 5,3 roku, coZ v praxi znamend, Ze intenzita
kobaltového zdroje klesne o 10 % rocné.

¥7Cs emituje pouze jeden foton (0,66 MeV) a jeden elektron. Jeho polocas rozpadu je
30 let.

Sterilizace se provadi ve specialni stinéné komore, aby nedochazelo k tniku radiace do
okoli. RozliSujeme dvé moZnosti provedeni: prvni zahrnuje dopravnik, na kterém
Predméty jsou umistény do malé vzdalenosti od zdroje, jejich poloha se méni po
urcitych ¢asovych intervalech, aby dosSlo k rovnomérnému prozareni predméta (Ayliffe
et al. 2004). Neni-li zdroj pouZivan uklada se na dno bazénu s vodou, ktery ma hloubku
okolo 6 m. Na hladiné této vodni 14zné je pak mozné pozorovat tzv. Cerenkovovo zafeni
(Dempsey a Thirucote 1988).

Mira citlivosti mikroorganismt na y-zarenim se znacné liSi a to jak mezi druhy, tak
v ramci stejného druhu. Obecné se da fict, Ze nejodolnéjsi jsou priony s D-hodnotou
(davka potiebna k usmrceni 90 % populace) 50 kGy, dale jsou velmi odolné viry, jejichz
D-hodnota je 5 kGy (v pripadé nejodolnéjSich). Pro srovnani smrtelna davka zareni pro
clovéka je 10 Gy. Velka mira rezistence je také pozorovana u enzymd.

Standardni sterilizacni davka je, ve vétSiné statdi, 25 kGy (Ayliffe et al. 2004).

Efektivita celého procesu je znacné ovlivnéna biologickym zneciSténim (pocCtem

mikroorganismil) vzorku (Baume et al. 2016). Efektivita je také ovlivnéna piitomnosti
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vody, vysuSené spory byvaji mnohem vice rezistentni (Ayliffe et al. 2004).

Charakteristickou vlastnosti y-zareni je dobra priichodnost materidlem (Baume et al.
2016). Jednd se o metodu velmi rychlou, jednoduchou a efektivni, ale je ziejmé, Ze
pisobenim zafeni na material, dochazi k rozlicnym chemickym reakcim, které pak

vedou ke zménam vlastnosti materialu (Dai et al. 2016).

4.7. Alkoholova dezinfekce

Z alkoholti se k dezinfekci vyuZivaji zejména ethanol a isopropanol. Obecné se ale da
Fici, Ze efektivita uc¢inku alkoholu vzrista se vzristajici délkou jeho uhlikatého Tetézce.
Co se tyCe konstituce je nejvyhodnéjsi vyuzivat alkoholy s hydroxylovou skupinou na
primarnim uhliku. U¢innost hydroxylové skupiny pak klesa, je-li umisténa na
sekundarnim uhliku. NejmarkantnéjSi pokles pak pozorujeme na hydroxylové skupiné
na terciarnim uhliku.

Alkoholy ucinkuji na pomérné Siroké spektrum mikroorganismt, nejsou vsak schopny
deaktivovat bakterialni spory ani priony (Camelia Burcea et al. 2013).

V mechanismu inaktivace mikroorganismi zlistavaji nejasnosti, ale
nejpravdépodobnéjsi je souhrn tfi dil¢ich mechanismii: denaturace proteinti, rozklad
proteinti a inhibice metabolismu (Springthorpe a Sattar 1990).

Dezinfekce isopropanolem se provadi pomoci vodného roztoku o koncentraci 60 %-
70 % (v./v.). K dezinfekci ethanolem se vyuZiva 70 % (v./v.) vodny roztok, ktery se
ukazal jako nejefektivnéjSi (Camelia Burcea et al. 2013). Doba vystaveni ethanolu je
alespon 5 min (Chambers et al. 2006).

Biologické zneciSténi vzorku nema a dezinfekcni ucinky ethanolu Zadny vliv (Sopwith
et al. 2002).

V nemocnicich se ethanol vyuziva predevsim k dezinfekce semikritickych predmétt
(Sopwith et al. 2002) a k dezinfekci rukou. Pro tento ucel povaZzuje za dostacujici vodny

roztok ethanolu o koncentrace 60 %-95 % (Kampf 2017).
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4.8. Dezinfekce ultrafialovym zarenim

Ultrafialové (UV) svétlo se déli do tii kategorii, podle ti¢inku na lidskou pokozku: UVA
o vlnové délce 400-315 nm zpusobuje opaleni, UVB (315-280 nm) zpisobuje zpaleni a
UVC (280-200 nm) poskozuje DNA, zpiisobuje mutace a miiZe vést aZ k bunécné smrti.
Toto zareni se vyuZiva na dezinfekci. Maximalni absorpce UV v DNA je pri vlnové
délce 254 nm.

Mechanismus ptisobeni UV spociva v excitaci DNA, ktera pak reaguje za vzniku tzv.
fotoproduktd (viz obrdzek 4). Vyssi koncentrace fotoprodukti pak vede k bunécné
smrti.

Rezistence jednotlivych mikroorganismti proti UV se riizni a je zavisla na schopnosti
jednotlivych druhii rozkladat fotoprodukty a tak si opravovat DNA, pricemZ spory jsou
charakterizované vyssi rezistenci nez viry, Nejvice rezistivni jsou priony (Ayliffe et al.
2004).

Desinfekce UV svétlem se provadi tzv. germicidni vybojkou. Jedna se v podstaté o
zarivku, které ovSem chybi vrstva luminoforu, ktery v bézné zarivce zajiStuje konverzi
UV svétla na svétlo viditelného spektra. Zafivka pracuje na principu excitace rtut'ovych
atomt (v plynném stavu), které pak emituji UV svétlo o vinové délce 250 nm a 185 nm.
Svétlo o vinové délce 250 nm je absorbovano DNA a zpiisobuje jeji poSkozeni. Svétlo
o vinové délce 185 nm miize reagovat s kyslikem za vzniku ozonu, ktery pak vytvari
radikaly. Ty pak reaguji s molekulami mikroorganismu a zefektiviiuji cely proces
(Dempsey a Thirucote 1988).

Vzhledem k tomu, Ze UV svétlo Ize snadno odstinit (pomoci skla nebo plastii), nachéazi
vyuZiti zejména v Cistych prostorach, kde je tfeba likvidovat mikroorganismy pfitomné
ve vzduchu nebo se pouziva k dezinfekci kapalin (vody) a povrchi (Ayliffe et al. 2004;
Dempsey a Thirucote 1988).
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5. Vliv sterilizace na polymery vybrané pro ucely

prace

5.1.Vliv sterilizace vihkym teplem na vybrané polymery

ProtoZe nosice pro tkanové inZenyrstvi byvaji pomérné teplotné nestabilni, dochazi
vlivem vysoké teploty k totalnimu rozloZeni jejich ptivodni struktury (Baume et al.
2016).

Sterilizace autoklavem se obecné hodnoti jako nevhodna pro biodegradabilni polymery,
protoZe vlivem vlhkosti dochézi k hydrolyze jejich fetézci.

V pripadé polykaprolaktonu dochazi k uplnému roztaveni (teplota tani PCL je okolo
60°C). (Rediguieri et al. 2016).

5.2.vliv sterilizace ethylenoxidem na vybrané polymery

Sterilizace pomoci EtOx nepiisobi zmény ve smacivosti a hrubosti povrchu. V pripadé
elektrostaticky zvlaknéného PCL doSlo ke sniZeni kontaktniho uhlu na 85°
(Yoganarashimha et al. (2014) udava, Ze kontaktni thel nesterilizovaného
elektrostaticky zvlaknéného PCL se pohybuje okolo 120° ), ale zaroven doslo ke sniZeni
pevnosti. Redigueri et al. (2016) udava, Ze vzorek byl po sterilizaci EtOx tak krehky, Ze
nebylo mozné kvantitativné vyhodnotit jeho mechanické vlastnosti (Rediguieri et al.
2016). Baume et al. (2016) naproti tomu uvadi, Ze sterilizace pomoci EtOx neméni
strukturu elektrostaticky zvlaknéného polymeru a jeho mechanické vlastnosti méni jen
malo. Upozorniuje také na problém nasledného odvétravani zbytkového EtOx, kde se
doporucuje nechat material vakuovat pfi 50°C po 48 h. To zpiisobuje (zejména v
pfipadé PCL) zmény v jeho 3D usporadani, vlivem pomérné vysoké teploty muze

dochazet k redukci plochy materidlu ((Baume et al. 2016).
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5.3.vliv sterilizace kyselinou peroxooctovou na vybrané
polymery

Rediguieri et al. (2016) piSe, Ze v pripadé sterilizace elektrostaticky zvlaknénych nosici
z PCL kyselinou peroxooctvou dochazi k redukci rozméri nosice a také k lamani vlaken
(Rediguieri et al. 2016). Morfologie vlaken se méni zejména pouZijeme-li roztok PAA v
destilované vodé. V tomto pripadé dochazi k vyraznému zvétSeni jejich priméri a ke
vzniku rozlicnych defekt. Naopak pouziti kyseliny peroxooctové v 20 % ethanolu ve
jen k nepatrnému zmenSeni prumérd vlaken (Yoganarasimha et al. 2014). Od
koncentrace PAA 5000 ppm byly pozorovany zmény v hydrofilité elektrostaticky
zvlaknénych nosic¢. Kontaktni dhel poklesl ze 120° na 55° v destilovand vodé,
respektive na 0° za pouZziti kyseliny PAA v 20 % ethanolu (Rediguieri et al. 2016;
Yoganarasimha et al. 2014). Zménu mechanickych vlastnosti shrnuji tabulky 2-3. Z
uvedenych tabulek vyplyva, Ze zména mechanickych vlastnosti je v pripadé PAA o
koncentraci 5000 ppm v 20 % ethanolu je vramci statistické chyby. ProtoZze PAA
v destilované vodé prakticky rozloZila morfologii nosice, Yoganarashimha et al. (2014)
nezkoumali mechanické vlastnosti takto sterilizovanych vzorkl
(Yoganarasimha et al. 2014). Zménu Youngova modulu pri sterilizaci PAA v 20 %
ethanolu o rtznych koncentracich shrnuje graf 2. Podobné shrnuje, pro stejné typy
sterilizaci, napéti pfi prasknuti graf 3.

Dai (2016) odkazuje na nékolik zdrojt, které maji pochybnosti o aplikaci tohoto typu
sterilizace na elektrostaticky zvlaknéné nosice pro tkanové inZenyrstvi in vivo (v Zivém
organismu), z divodu pritomnosti kyselych zbytkd, které mohou negativné ovlivnit
jejich biokompatibilitu (Dai et al. 2016).

Nékteré studie hovori o chemickych zménach nosicCe, které maji pozitivni dopad na

bunécnou adhezi (Rediguieri et al. 2016).
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Graf 2: Graf Youngova modulu pro PCL pro nekolik typti sterilizaci. Kontrolni
nesterilizovany vzorek je oznacen Ctrl. Pro srovndni je uvedena jesté zména
modulu pro sterilizaci pomoci 80 % ethanolu (Yoganarashimha et al. 2014)
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Graf 3: ProdlouZeni, ve kterém dochdzi k pretrZeni. Jednotlivé typy sterilizaci jsou
znaceny stejnym zptisobem jako v grafu 2. (Yoganarashimha et al. 2014).
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5.4.vliv plasmové sterilizace na vybrané polymery

Plasmova sterilizace méni v pripadé elektrostaticky zvlaknéného PCL kontaktni dhel.
Tato zména neni ale tak vyraznd, aby méla néjaky dopad na buné¢nou adhezi. Nékteré
vyzkumy poukazuji na to, Ze bunécna adheze se po plasmové sterilizaci jeSté zlepSila
(Rediguieri et al. 2016). Technologie Sterrad® zvySuje hrubost povrchu nosict pro
tkanové inZenyrstvi a to azZ o 100-200 % (Baume et al. 2016).

Dai (2016) uvadi, Ze v pripadé sterilizace pomoci plasmy reaktivnich plyni mize
dochazet k sitovani a naslednému poklesu pevnosti elektrostaticky zvlaknéného

materialu.

5.5.Vliv y-zafeni na vybrané polymery

y-zéreni zplisobuje vyrazné zmény ve struktufe polykaprolaktonu, kopolymeru
kaprolaktoru a kyseliny mlécné (Odelius et al. 2008) i polyvinylidenfluoridu (Katan et
al. 1998). Mechanismus ptlisobeni na tyto polymery je ve vSech ptipadech stejny: vlivem
ionizujiciho zéafeni dochazi k Stépeni fetézci a vzniku radikdli. To vede ke vzniku
mezimolekularnich vazeb a k sitovani polymeru (v pfipadé vySe zminénych polymert
probihaji oba déje soucasné) (Odelius et al. 2008; Katan et al. 1998).

Ke Stépeni fetézce dochéazi hlavné na kvarternim uhliku, sitovéani pak byva disledek
odstépeni vodikového atomu z uhlikatého fetézce polymeru (Rediguieri et al. 2016b).
Co se tyCe vlivu na mechanické vlastnosti elektrostaticky zvlaknéného nosice, jsou
sitovani a Stépeni Fetézce protichtidné mechanismy. Sitovany polymer je ma vétsi
pevnost v tahu, ale zaroven ztraci odolnost proti narazu a stava se tak kiehc¢im, také
doba jeho degradace se prodluZuje. Naopak polymer se fetézci zkracenymi vlivem
Stépeni ma nizZsi pevnost v tahu a doba jeho degradace se zkracuje (Baume et al. 2016).
Schopnost polymerniho elektrostaticky zvlaknéného nosice se natahovat je sniZena v
obou pfipadech. Vlivem y-zafeni miiZe také dochézet ke zméndm krystalinity,

hydrofility nebo barvy (Rediguieri et al. 2016).

37



5.5.1 Polykaprolakton

Obecné vzato jsou elektrostaticky zvlaknéné nosice z PCL velmi citlivy na radiaci.
Nizké davky radiace zptisobuji prevazné Stépeni fetézce, se zvySujici se davkou zacina
prevladat sitovani fetézcl polymeru (Baume et al. 2016). y-zareni zplisobuje vyrazné
snizeni pevnosti v tahu pro elektrostaticky zvlaknéné PCL ato az na 68 % putivodni
hodnoty. Toto sniZeni neni zavislé na davce radiace. Od 20 kGy se vyrazné zacina ménit
molekulova hmotnost. Charakteristické je také sniZeni krystalinity a nardst T, (vzrista o
2°C v rozmezi davek 20-40 kGy). Nedochazi k Zadnych chemickym zménam, ve
smyslu vzniku novych chemickych skupin a to aZ do davky 65 kGy. Nazory na zménu
Youngova modulu se v literatufe rtzni. Pro zajiSténi dostatecné pravdépodobnosti
sterility je v pripadé PCL nosicCe alesponl 35 kGy (Rediguieri et al. 2016).

Ukazuje se, Ze elektrostaticky zvlaknéné PCL s vySsi krystalinitou si 1épe zachovava
mechanické vlastnosti, protoZe v krystalickych oblastech polymeru dochazi k velmi
rychlé rekombinaci vznikajicich radikald. To je mozné diky malé vzdalenosti
jednotlivych fetézcti od sebe (Odelius et al. 2008).

V priibéhu ozafovani mutzZe vlivem absorbce fotoni dochézet zahfivani vzorku
(Rediguieri et al. 2016).

Sterilizace y-zafenim nema vliv na bunécnou adhezi v pripadé elektrostaticky

zvlaknéného PCL (Bhaskar et al. 2017).

5.5.2 Kopolymer kyseliny mlé€né a kaprolaktonu

Zmény v molekulové hmotnosti elektrostaticky zvlaknéného kopolymeru PLCL vlivem
y-zéreni vystihuje graf 4.

Vlivem y-zareni na elektrostaticky zvlaknéném PLCL dochazi ke sniZeni krystalinity.
Teplota skelného prechodu (Ty) se priliS neméni, ale teplotni stabilita se zlepSuje.

Stejné jako v pripadé PCL, elektrostaticky zvlalnéné kopolymery s vyssi krystalinitou
podléhaji menSim zménam mechanickych vlastnosti (Odelius et al. 2008).

Je zajimavé, Ze, jak podotyka Odelius et al. (2008), zména mechanickych vlastnosti neni
natolik signifikantni, aby ovlivnila pouZitelnost materialu ve vétSiné aplikaci

souvisejicich s tkanovym inZenyrstvim.
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Graf 4: Graf molekulové hmotnosti ozdrenych kopolymert vyjddrené v procentech
puvodni molekulové hmotnosti. Kopolymery jsou znaceny pismennou znackou (L-
kyselina mlécnd, C-kaprolakton) a Ccislem pred pismeny, které znaci procentudlni
zastoupeni monomeru v polymeru (Odelius et al. 2008). V praci byl pouzit kopolymer s
70 % zastoupenim kyseliny mlécné a 30 % zastoupenim kaprolaktonu.

5.5.3 Polyvinylidenfluorid

Vliv y-zéfeni na fluorované polymery je dan jejich chemickym sloZenim: je-li na
uhlikovém Tetézci navazan vodik, mtzZe dojit k jeho odStépeni a naslednému vzniku
dvojné vazby, ktera pak reaguje s ostatnimi Fetézci. Tak muZe dochazet k sitovani
polymeru. V mistech, kde je navazan fluor dochazi zpravidla k $tépeni fetézce. Stépeni
fetézce podporuje pritomnost atmosféry s obsahem kysliku pfi ozafovani. Z chemické
struktury PVDF je zfejmé, Ze v jeho pripadé miiZeme pozorovat oba vySe popsané jevy.
Pomér Stépeni ku sitovaci reakci je 6:5. V y-zafenim sterilizovaném filmu PVDF byl
také pozorovan systém konjugovanych dvojnych vazeb, vzniklych odStépenim vodikt
z uhlikatého Tetézce. Krystalinita filmu PVDF po sterilizaci y-zafenim vzrista, ale nijak
vyrazné. Klesa pevnost v tahu a také houZevnatost (Katan et al. 1998).

y-zéreni také muize zptisobovat prechod mezi jednotlivymi krystalickymi fazem PVDEF,

coZ se muZe projevit ve zméné polarity materialu (Aarya et al. 2009).
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5.6. Vliv ethanolové desinfekce na vybrané polymery

Dezinfekce ethanolem neptisobi Zadné zmény na elektrostaticky zvlaknéném PCL. V
piipad€, Ze pouZijeme 80 %, kontaktni tihel PCL se sniZi. V pfipadé pouZiti 75 % nebo
méné koncentrovaného roztoku k tomuto jevu nedochazi. Dezinfekce 80 % ethanolem
neméni morfologii vlaken.

Dezinfekce ethanolem pozitivné ovliviiuje morfologii nasedajicich bunék.
Elektrostaticky zvlaknéné PLCL vlivem 70 % ethanolu ztraci pevnost, ale vzriistd mu

krystalinita (Rediguieri et al. 2016).

5.7.Vliv dezinfekce UV na vybrané polymery

Neékteré polymery jsou citlivé na UV svétlo. Reaguji na néj podobné jako na y-zareni
tzn. dochézi k sitovani a Stépeni Fetézcd. Mezi takové polymery patfi napf. PLCL
(Odelius et al. 2008) nebo PCL (Baume et al. 2016).

Je-li elektrostaticky zvlaknéné PLCL ozareno UV zafenim po dobu 1 h dochazi poklesu
jeho cCiselné stfedni molekulové hmotnosti o 35 % a o redukci pevnosti v tahu o 28 %.
Utinek UV zéfeni zavisi zejména na Case jeho ozafovani (Odelius et al. 2008). Je-li
elektrostaticky zvlaknéné PLCL ozafovdano po dobu 8 h dochazi k vytvoreni folie
(Rediguieri et al. 2016). Odelius (2008) také upozornuje, Ze na spolehlivou sterilizaci
3D nosice pro tkafiové inZenyrstvi je tfeba ozarovat alespon 2 h.

Oproti tomu morfologie elektrostaticky vytvorenych vldken PCL zistava UV zafenim
nezménéna. UV dezinfekce podporuje rtst bunék lépe nez dezinfekce ethanolem

(Rediguieri et al. 2016).
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Prakticka c¢ast

6. Pouzité materialy

VSechny materidly byly zvlaknény pomoci pristroje pro elektrostatické zvlaknovani
Nanospider™ 1WS500U na katedfe Netkanych textilii na Technické univerzité v Liberci.
Vldkna byla sbirdna na netkanou textilii typu spun bond. Jednotlivé parametry
zvlaknovaciho procesu shrnuji tabulky 5-7.

PCL o molekulové hmotnosti 45000 g/mol byl zakoupen od spolecnosti Merck KGaA
(Némecko). Tato spolecnost dodala také PVDF o molekulové hmotnosti 180000 g/mol.
Kopolymer PLCL o sloZeni 70 % kyseliny mlé¢na a 30% kaprolaktonu byl zakoupen ve
spolecnosti Corbion n.v. (Nizozemi).

Chloroform, etanol, kyselina octovd, dimetylacetamid (DMAC) a aceton byly
zakoupeny od spolecnosti Penta Chemicals.

PCL o koncentraci 16 % (hmotnostni zlomek) byl rozpustén v rozpoustédle skladajicim
se z chloroformu, ethanolu a kyseliny octové v poméru 8:1:1. PCL byl rozpustén zcela
za pokojové teploty.

Roztok PLCL o koncentraci 10 % (hmotnostni zlomek) byl pfipraven za pouZiti
stejného rozpoustédla, jako PCL, rovnéZ za pokojové teploty.

Polyvinylidenfluorid byl rozpustén pfi teploté 47°C v smési rozpoustédel o sloZeni
DMAC/aceton v poméru (8:2), tak aby vznikl roztok o hmotnostni koncentraci 26 %.
Timto zpisobem byly pfipraveny dvé sady vzorki. Prvni sada tvofena jednim vzorkem
pro kaZdou kombinaci material-typ sterilizace o velikosti 10x10 cm byla vyuZita
vyhradné k hodnocené zmén v morfologii vzorku (makroskopické a mikroskopické).
Druha fada sestavala z 15 vzorkl pro kazdou kombinaci material-typ sterilizace. Tyto
vzorky mély rozméry jamek na 24 jamkové kultivacni desti¢ce. Dvanact z téchto vzorka
bylo vyuZito na testovani in vitro, po jednom vzorku pak na skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM), diferencni skenovaci kalorimetrii (DSC) a na gelovou permeacni

chromatografii.
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Tabulka 4: Zvldknovaci parametry PCL

Vzdalenost mezi elektrodami [mm)] 250

Napéti [kV] Elektroda 1 Elektroda 2
-15 +30

Rychlost pfevijeni podkladové textilie | 20

[mm/min]

Rychlost pohybu parony (EMW) [mm/s] | 493

Teplota [*C] 23

Relativni vlhkost vzduchu [%] 30

Tabulka 5: Zvldkriovaci parametry PLCL

Vzdilenost mezi elektrodami [mm) 230

Napéti [kV] Elektroda 1 Elektroda 2
-19 +39

Rychlost pfevijeni podkladové textilie | 55

[mm/min]

Rychlost pohybu patrony (EMW) [mm/s] | 320

Teplota [*C] 22

Relativni vihkost vzduchu [%0] 28

Tabulka 6: Zvlakriovaci parametry PVDF

Vzdalenost mezi elektrodami [mm] 207

Napéti [kV] Elektroda 1 Elektroda 2
-22 +46

Rychlost pfevijeni podkladové textilie | 18

[mm/min]

Rychlost pohybu patrony (EMW) [mm/s] | 287

Teplota [°C] 22

Relativni vihkost vzduchu [%4] 32
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7. Sterilizace

7.1. Autoklav

Sterilizace vSech materialii pomoci autoklavu Icanclave E118 [class N] byla provadéna
standardnim cyklu pfi 121°C a 103 kPa po dobu 15 min na katedfe Netkanych textilii
na Textilni fakulté, TUL.

7.2. Ethanol

Na ethanolovou sterilizace byl pouZit absolutni ethanol, zakoupeny od firmy Penta,
ktery byl v laboratofi narfedén destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 70 %.
Vzorky byly ponofeny do takto pfipraveného roztoku a vystaveny jeho tcinkiim po
dobu 30 min. Nasledné byly vzorky urCené pro in vitro testovani oplachnuty PBS (z
angl. Phosphate Buffered Saline- fosfatovy pufr). Vzorky urcené pro SEM, DSC a GPC

byly oplachnuty destilovanou vodou.

7.3. Ethylenoxid

Oba typy sterilizace pomoci ethylenoxidu (pfi 37°C a 55°C) v Ustfedni vojenské
nemocnici v Praze. Pouzit byl sterilizator od firmy 3M; Steri Vac 5XL se 7 hodinovym
pracovnim cyklem. Soucasti sterilizacniho baleni byl bioindikator, ktery byl nasledné

prezkouman, kvtli ovéreni tcinnosti sterilizacniho procesu.

7.4.Kyselina peroxooctova

Kyselina peroxooctova o koncentraci 36 % byla zakoupena od Delta Chem s.r.o.
Nasledné byla naredéna na koncentraci 5000 ppm objemovych pomoci 20 % roztoku
ethanolu (roztok ethanolu pripraven rfedénim absolutniho ethanolu od spolec¢nosti Penta

pomoci destilované vody). Nasledné byly vzorky ponoreny do tohoto roztoku a
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ponechany jeho tc¢inkim po dobu 15 min. Na zavér byly vzorky urceni pro in vitro
testovani oplachnuty PBS. Ostatni vzorky byly oplachnuty destilovanou vodou. Tento

sterilizacni postup byl proveden podle Yoganarasimha et al. 2014.

7.5. Gamma zareni

Sterilizace pomoci y-zareni byla provedena firmou Bioster a.s. se sidlem ve Veverské
BitySce na pristoji dodané firmou Atomic Energy of Canada (nyni Nordion
International). Certifikovana davka zareni, které vzorek prijal byla alespoii 29 kGy.

Nejistota méfeni davky byla stanovena +3,4 %.

7.6.Plasmova sterilizace v Krajské nemocnici Liberec

Sterilizace pomoci plasmy byla v KNL provedena pomoci pfistroje Laoken® od firmy
Vistex. Tento sterilizator, stejné jako v pripadé technologie STERRAD®, vyuZiva
plasmu na bazi peroxidu vodiku. Rozdil mezi obéma sterilizatory je hlavné v pribéhu
sterilizacniho cyklu pri sterilizaci predméti s dutinou nebo poréznich materiala:
Laoken® tesSi obtiznou dostupnost dutiny/pori pomoci dvojnasobného vstfikovani
peroxidu. STERRAD® oproti tomu vyuZiva tzv. boostry, které se prikladaji na dutinu a
v pribéhu sterilizac¢niho cyklo vstfikuji peroxid pfimo do dutiny (Dolezalova, 2018-

osobni sdéleni).

7.7.STERRAD®

Sterilizace technologii STERRAD® byla provedena v Ustfedni Vojenské Nemocnici
(dale UVN) pomoci pristroje Sterrad 100S. BliZsi specifikace této technologie viz kap.
4.5.

44



Vd

7.8. Ultrafialové zareni

Sterilizace UV zarenim byla provedena na fakulté Netkanych Textilii, fakulté Textilni,
TUL. Jako zdroj UV zéareni byla pouZita rtutova vybojka instalovana ve flowboxu typu
Bioair topsafe 1.2 v laboratofich Tkanového InZenyrsti, TUL. Vzorky byly vystaveny

zareni po 30 min., pak byly otoCeny a ponechany pod zarici vybojkou dalSich 30 min.
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8. Obrazova analyza

8.1.expetiment

Fotografie vSech materiald po konkrétni sterilizaci i kontrolnich vzorkt byly pofizeny
pomoci elektronového mikroskopu Vega3 od firmy Tescan. Celkem bylo pofizeno 10
fotografii prisluSnych konkrétnimu materidlu a typu sterilizace. Nejprve byl vzorek
materialu 5 krat vyfocen z licové strany, pak bylo potizeno 5 fotografii ze strany rubové.
Fotografie byly detailné prohlédnuty a nasledné byly porovnany s fotografiemi
kontrolnich vzorkd, které byly pofizovany obdobnym zptisobem. Zmény, které byly
patrné z pozorovani fotografii pouhym okem byly podrobné popsany (viz niZe).
Priméry vlaken byly zméfeny manualné pomoci programu ImageJ a to z prvni sady
vzorku. V piipadé PCL (zvétSeni 5000x) a PVDF (zvétSeni 10000x) bylo zméfeno okolo
1000 primért pro kazdy vzorek. V pripadé PLCL (zvétSeni 5000x) se pocCet méreni
pohybuje v intervalu 382-635, protoze primér vlaken byl pomérné velky a proto v
porizenych fotografiich nebylo mozné najit dostatecné mnoZzstvi vlaken, jejichZ pramér
by mohl byt zméren.

Nameérena data byla zpracovana ve statistickém programu Graphpad Prism 7. Vystupem
ze zpracovani dat je graf, zaznamenavajici median, rozptyl hodnot (nejvyssi namérena
hodnota, nejnizsi naméfena hodnota) a statistickou chybu, pro rizné kombinace typu
sterilizace a materialu vcetné kontrolniho vzorku. Pro nékteré kombinace typu
sterilizace a materialu tento graf nebylo mozné sestrojit, protoZe sterilizace zpusobila
vznik folie a tudiZ nemohly byt zméfeny Zadné priméry vlaken. Naméfené hodnoty
byly sefazeny vzestupné a zobrazeny pomoci grafu. Z tvaru kiivky bylo zjisténo, Ze
rozdéleni priméru nanovldken neni normalnim (Gausovym) rozdélenim. Statisticky
byla data porovnana pomoci Kruskal-Wallisova testu.

Nutno podotknout, Ze pomoci zminénych 5 fotografii nemohl byt zdokumentovan cely
povrch vzorku a Ze nanovlakenny material se miZe v jednotlivych mistech liSit od mist
ostatnich napf. v priméru vldken, poctu defekti atd. Kvili této nehomogenité ma

méfeni prameérd spiSe orientacni charakter.
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8.2.Vysledky

8.2.1 Polykaprolakton

V pripadé PCL nedoslo k Zadnym makroskopickych zménam, kromé vzorkd, které byly
vysterilizovany pomoci autoklavu, technologie STERRAD® a plasmové sterilizace
provedené v KNL, kde doSlo ke vzniku folie. V pripadé ethylenoxidu prfi teploté 55°C
doslo ke vzniku folie v 50 % vzorkt druhé sady.

Kontrolni vzorky PCL jsou charakteristické velkym rozptylem primért, coz se odrazilo
v smérodatné jejich odchylce méreni (viz graf 1). Ve vSech vldkenych vzorcich se
objevuje pomérné Casté ukonceni vlakna kapénkovitym, kulovitym utvarem. Prvni série
je charakteristicka pritomnosti defekt v podobé zdufenych vldken a kulovitych ttvart
o rtizném priaméru. Cetnost téchto defekti se rfizni na jednotlivych snimcich.

V prvni sérii vzorkli miiZzeme pozorovat Casty vyskyt rozlicnych defektti a misty je
mozné pozorovat rozSifovani vlaken a pocinajici vznik folie. Zda se, Ze sterilizace
pomoci ethanolu v pripadé druhé série, zapfiCinila vyskyt kratSich usekii vlaken.
Material misty ptisobi jako potrhany. Je mozné, Ze k tomu doSlo pfi manipulaci se
vzorkem pomoci pinzety, ale uvazime-li nehomogenitu materidlu, nemtiZzeme s jistotou
urcit, zda-li tomu tak je, nebo zda-li se nejedna o néjaky lokalni defekt.

Sterilizace pomoci PAA zpisobuje lokalni rozSifeni vlédken, které prechazeji az ve
porézni folii. BohuZel bylo pofizeno pfiliS malo fotografii, aby bylo moZné usuzovat na
rozsah tohoto jevu. Na nékterych fotografiich neni pozorovatelny viibec a na jinych se
prakticky nenalézaji nedotCena vlakna.

Vzorky sterilizované pomoci technologie STERRAD® jsou charakteristické zvétSeni
kulovitych ukonceni vldken a také vznik kulovitych defektd, které nejsou viditelné
spojeny s Zadnym vlaknem. Velikosti téchto defektti se pohybuji od priblizné 1,5 pm do
4 pm v priméru. Na nékterych mistech mtzZeme také pozorovat vyrazné zdufeni
nékterych vlaken. Oba tyto jevy nejsou ale priliS Casté: kulovité ttvary se vyskytuji na
vétsiné snimkd, nicméné jejich Cetnost je v jednotkach, zdureni vlaken je pozorovatelné
pouze na nékterych snimcich a to maximalné jeden pripad na snimku.

Oproti tomu opakovani sterilizace pomoci technologie STERRAD® s druhou sadou
vzorkl prineslo vznik folie. To mohlo byt zpiisobeno dosazenim vyssi teploty v pribéhu

cyklu (jak uvadi Moisan et al. (2001) teplota v pribéhu cyklu se pohybuje okolo
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50°C).

Fotografie ostatnich vzorkl se pfi porovnani pouhym okem prili$ nelisi od fotografii
kontrolniho vzorku.

Ze statistického zpracovani méreni prameért vldken vyplyva, Ze statisticky signifikantni
odchylka primért vlaken od kontrolniho vzorku se objevuje v pripadé sterilizace
pomoci 70 % roztoku ethanolu a v pripadé sterilizace ethylenoxidem za teploty 37°C. V
pripadé sterilizace ethanolem doSlo ke zvySeni medianu o 77 nm, v pripadé sterilizace
ethylenoxidem pfi 37°C pak median vzrostl pouze o 32 nm. Ostatni sterilizacni metody
nezpusobuji statisticky vyznamnou zménu pramért vlaken.

Vyse uvedené statistické odchylky maji pouze orientacni charakter, kvili velkému
rozptylu primért vlaken a také kvili nehomogenité ptivodnich vrstev. Aby tato data
byla zcela spolehliva, bylo by tfeba provést nesrovnatelné vétsi pocet méreni.

Neékteré fotografie SEM, které bylo hodnoceny vySe jsou zobrazeny na obrazku 5.
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autoklavid

Obrazek 5: Nékolik vybranych fotografii SEM, zobrazujicich morfologii vldken PCL. Na
vSech fotografiich jsou vzorky prvni fady vzorkil. Méritko je zvyraznéno Cervenou barvou
a mad pro vsechny fotografie hodnotu 10 pm (zvétSeni 5000x)

8.2.2 Kopolymer kyseliny mlééné a kaprolaktonu

Kopolymer kyseliny mlécné a kaprolaktonu byl nachylny k deformaci. Okraje vzorki se
staCely smérem dovnitf a nedafilo se je narovnat. Sterilizace tento jev jeSté umocnila u
vSech vzorkli vyjma vzorku sterilizovaného v autoklavu a vzorku sterilizovaného

plasmou v KNL. Oba tyto vzorky se roztavily za vzniku folie.

49



Kontrolni materidly prvni i druhé sady jsou tvoreny vlakny s rozdilnym priimérem,
ktery neni tak markantni jako je tomu v pripadé polykaprolaktonu. Primér vlaken se
také jevi jako obecné vétsi nez je prumeér vlaken polykaprolaktonu. Vyskyt defektt je
ojedinély a prevazné se jedna o rozSizena vlakna.

Na vzorku sterilizovaného pomoci vysokoteplotniho (55°C) ethylenoxidu bylo
pozorovano pocinajici taveni vldken a jejich spojovani v porézni folii, tento jev neni v
piipadé vysokoteplotniho ethylenoxidu tak markantni jako v pripadé plasmové
sterilizace provedeni v KNL, kde jsou vlakna mnohem vice roztavena a pory ve
vznikajici folii jsou tudiZ mensi.

Studium fotografii pfineslo protichtidné vysledky v ptipadé technologie STERRAD®.
Prvni sada vzorki zistala po tomto typu sterilizace nezménéna, naproti tomu druha fada
vzorkd se chovala podobné jako vzorky sterilizované v KNL tj. je pozorovatelny
pocatek taveni vlaken a jejich slévani ve folii. Tento proces je ale v pocatecnim stadiu,
takZe pory mezi jednotlivymi slitymi vlakny jsou pomérné velké.

Porovnanim fotografii elektronové skenovaci mikroskopie ostatnich vzorki s
kontrolnim vzorkem nebylo mozné zjistit dalSi zmény v morfologii vlaken. Také vzorky
z prvni a druhé sady vzorkt jsou srovnatelné.

Ze statistického porovnani dat vyplyva, Ze k statisticky signifikantni zméné prameért
vlaken doslo v pripadé vsech typi sterilizaci. Rozdil mediand se pohybuje od 0,35 pm
pro sterilizaci pomoci ethylenoxidu pti 55°C po 3,5 pm pro sterilizaci pomoci plasmy v

KNL.
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Obrazek 6: Vybrané fotografie PLCL SEM. Na vsech fotografiich jsou vzorky z prvni
rady vzorku. Meritko je zvyraznéno Cervenou barvou a md pro vsechny fotografie
hodnotu 10 pym (zvétseni 5000x).

8.2.3 Polyvinylidenfluorid

Vzorky PVDF mély, podobné jako tomu bylo v pfipadé PLCL tendenci se deformovat,

okraje se pak stacely smérem dovnitf, v roztoku a zejména pfi manipulaci (vytaZeni
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vzorku z roztoku) dochazelo k pomackani vzorku, které vedlo k redukci plochy vzorku.
Pro testovani in vitro byly vybrany vzorky s co nejméné redukovanou plochou.

Vladkna PVDF (kontrolni vzorek) jsou charakteristickd velmi malym primérem ve
srovnani s PLCL a PCL. Kviili lepsi moZnosti méfeni byla tato vldkna focena s vétSim
zvétSenim (10000x). Ve vzorcich se vykytuje velké mnoZstvi defektli v podobé velmi
vyrazné rozsifenych vlaken a vyraznych kulovitych defektt, jejichZ primér dosahuje az
desitek pm. Oba dva defekty se objevuji zpravidla nékolikrat na kazdém snimku.

U Zadného vzorku PVDF nedoSlo k roztaveni vlaken a vzniku folie. Také u Zadného
typu sterilizace neni mozZné pozorovat markantni rozdily oproti kontrolnimu vzorku.

Ze statistické analyzy namérenych praméra vldken wvyplyva, Ze k statisticky
signifikantni zméné nedoSlo pouze v pripadé y-zafeni, plasmové sterilizace a
technologie STERRAD®. Odchylky mediand pro vzorky se statisticky signifikantni
zménou se pohybuji od 8 nm pro sterilizaci pomoci UV zareni do 25 nm pro sterilizaci

pomoci ethylenoxidu.
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Obrdazek 7: Vybrané fotografie PVDF SEM. Na vsech fotografiich jsou vzorky z prvni fady
vzorkil. Meritko je zvyraznéno Cervenou barvou a md pro vsechny fotografie hodnotu
5 pum (zvétSeni 5000x).

8.3. Shrnuti

Vysledky méfeni zmén prameéra vlaken elektrostaticky zvlaknénych nosict z vybranych
polymeri jsou zpravidla nepriikazné kviili nehomogenité vzorki.
Kombinace materiald a typu sterilizace u kterych byl zaznamenan vznik folie nebyly

nadéle testovany, protoZe samotna skutecnost vzniku folie je dostate¢na podminka pro
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urceni takovéto kombinace elektrostaticky zvlaknéného materidlu a typu sterilizace,

jako nevhodné pro tkanové inZenyrstvi.

9. Hodnoceni molekulové hmotnosti

9.1. Experiment

Zména molekulové hmotnosti byla zkoumana pomoci gelové permeacni chromatografie
(GPC). Vsechny vzorky po rtznych typech sterilizace byly zvaZeny na analytickych
vahach. Vzorky PCL po rlznych typech sterilizace byly rozpustény v THF
(tetrahydrofuran). Vzorky PLCL byly rozpustény v rozpoustédle o sloZeni CHCl;a THF
v objemovém poméru 1:7. Vzorek PVDF byl rozpustén v soustavé rozpousStédel o
slozeni DMAA (1,3-dimethylamylamin) a THF v objemovém poméru 1:7. VSechny
vzorky byly rozpustény v takovém mnozZstvi rozpoustédla, aby koncentrace vysledného
roztoku byla 1 mg/ml. GPC byla nasledné provedena v laboratofich CXI, TUL
Mgr. Vitem Novotnym na pristoji typu Dionex Ultimate 3000 HPLC s diode array
detektorem a ELSD detektorem Varian LC-385.

Pro méreni PCL a PLCL byla pouZzita kolona Phenomenex Phenogel 1E4 délky 30 cm s
vnitfnim primérem 4,6 mm a velikosti ¢astic 5 pm a mobilni fazi byl Cisty THF. Pritok
mobilni faze ¢inil 1 ml/min.

Méreni PVDF bylo provedeno na koloné typu Phenomenex Phenogel 1E5 délky 30 cm
s vnitinim primérem 4,6 mm a velikosti Castic 5 pm. Mobilni faze byla tvorena THF s
pridavkem 1 % dimethylacetamidu. Rychlost priitoku mobilna faze byla 1 ml/min.
Chromatogramy vzorkl byly zaznamenéavany pri vinové délce 200, 210, 220 a 250 nm
a pomoci ELSD detektoru po dobu 23 minut. Teplota nebulizéru ELSD detektoru byla
nastavena na 80 a Evaporatoru na 80°C. Pritok dusiku ¢inil 1,3 I/min. Teplota
kolonového kompartmentu byla nastavena na 30°C. Bylo nastfikovano 30 pl vzorku.
Zména molekulové hmotnosti byla hodnocena podle posunuti maxima chromatogramu,

které predstavuje nejvice zastoupenou molekulovou hmotnost ve vzorku (posunuti
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maxima smeérem vpravo znaci pokles molekulové hmotnosti vzorku). Prepocitani
graficky presentovanych dat na ¢iselné hodnoty molekulové hmotnosti nebylo mozné z

divodu nedostatku vhodnych standardti na TUL.

9.2.Vysledky

9.2.1 Polykaprolakton

Molekulova hmotnost PCL byla zmeéfena pomoci GPC. Vysledky méfeni byly
presentovany pomoci grafu zdavislosti odezvy pristroje vyjadiené jako mnoZstvi
,counti“ na case. Viz graf 5.

Meéfeni zmén molekulové hmotnosti vzorku PCL pro riizné druhy sterilizaci ukazalo, Ze
k Zadnym vyraznym zmeénam molekulové hmotnosti nedochéazi. Pouze v pripadé
sterilizace pomoci y-zareni, byla zaznamenana nepatrné sniZzeni molekulové hmotnosti.
K markantni zméné molekulové hmotnosti doSlo v pripadé sterilizace kyselinou

peroxooctovou, ktera molekulovou hmotnost sniZila.
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Graf 5: Chromatogram 1: PCL

9.2.2 Kopolymer kyseliny mlécné a kaprolaktonu

Molekulova hmotnost PLCL byla zméfena obdobnym zpiisobem jako molekulové
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hmotnost PCL. Vysledky méfeni byly prevedeny do formy grafu, ze kterého bylo
nasledné usuzovano, zda-li se molekulova hmotnost zmeénila.

Meéfeni molekulové hmotnosti vzorkii PL.CL pro rtizné druhy sterilizace ukazalo, Ze ve
vétSiné pripadli nedochazi k Zadnym zménam, kromé sniZeni velikosti maxima grafu,
které znaci ubytek materialu oproti navazené hmotnosti, coz mize byt zpisobeno napr.
kontaminaci vzorku nizkomolekularni latkou, kterou pristroj nebyl schopen zaznamenat.
Nejspise se ve vétSiné pripadi jednalo o zbytky sterilizacniho media, nebo o0 monomery
vzniklé v disledku ¢astec¢né depolymerace polymeru v priibéhu sterilizace.

Ke sniZeni molekulové hmotnosti doSlo v pripadé elektrostaticky zvlaknéného vzorku
PLCL hned ve 3 pfipadech: nepatrné sniZeni molekulové hmotnosti je moZné pozorovat
u vzorku sterilizovaného UV zafenim. Sterilizace y-zafenim zpisobila vyznamné
sniZeni molekulové hmotnosti a také, jako tomu bylo i v pripadé PCL, kyselina
peroxooctova zpusobila vyrazné sniZeni molekulové hmotnosti a rozloZeni

molekulovych hmotnosti. Tyto zmény jsou patrné z grafu 6.
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Graf 6: Chromatogram 2: PLCL
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9.2.3 Polyvinylidenfluorid

Molekulovd hmotnost PVDF byla zméfena a data byla presentovdna ve formé
chromatogramu. Chromatogramy PVDF pro rizné typy sterilizace jsou ukazany v
grafu 7.

Z uvedeného chromatogramu vyplyva, Ze molekulova hmotnost PVDF se nezménila pro
Zadnou ze zkoumanych sterilizaci.
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Graf 7: Chromagram 3: PVDF

9.3. Shrnuti

Z namétenych chromatogramt vyplyva, Ze nejcitlivéjsi je na zménu molekulové
hmotnosti PLCL, jehoZ molekulova hmotnost byla zménéna hned 3 typy sterilizace (y-
zareni, UV zafeni a PAA). Naopak nejstabiln€jSi z hlediska zmény molekulové
hmotnosti se zda PVDEF, jehoZ molekulovdA hmotnost se nezménila pro Zadny ze
zkoumanych typt sterilizace.

Steriliza¢ni typ, ktery méni nejvice molekulovou hmotnost zkoumanych elektrostaticky
zvlaknénych polymert, je PAA, ktera zptisobila velmi vyraznou zménu molekulové

hmotnosti jak v pripadé PCL tak v pfipadé PLCL.
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10. Hodnoceni zmény krystalinity

10.1. experiment

K hodnoceni zmény krystalinity byla vyuZita technologie DSC (diferencni skenovaci
kalorimetrie). Vzorky vSech materialti byly zvazeny na analytickych vahéach a uzavieny
do panvicek pro DSC. Méreni DSC bylo provedeno v laboratofich Oddéleni tvareni
kovil a plasti na fakulté Strojni, TUL (Technickd Universita Liberec) panem Ing.
LuboSem Béhalkem Ph.D. na pristoji DSC1/700 Mettler Toledo. Experiment PCL a
PLCL sestaval ze dvou zahfivani za kontinualniho zaznamenavani kalorimetrickych
krivek. Vzorek byl 120 s temperovam pfi pocatecni teploté (PCL: -20°C, PCLC: -40°C).
Nasledné byl vzorek zahfivan dokud nebylo dosaZeno predem urceného teplotniho
maxima (PLC: 100°C, PLCL: 160°C). Zahtaty vzorek byl zchlazen na pocatecni teplotu
a cely cyklus byl opakovan jeSté jednou. PVDF byl zahtat z vychozi teploty 0°C na
200°C, pak byl ochlazen na 0°C a opét zahtat. Rychlost ohfevu i chlazeni byla ve vSech
pripadech 10°C/min. Experiment byl provadén v inertni dusikové atmosféie. Hodnoceni
zmén krystalinity bylo provadéno ze zaznamu 1. faze ohfev

Vysledky byly zobrazeny ve formé kalorimetrické kiivky. Oblast pod maximem
odpovidajicim teplu potfebnému k fazovému prechodu materialu byla zintegrovana,
aby byla ziskana ciselna hodnota tohoto tepla. Tyto Ciselné hodnoty byly zaznamenany
do tabulky a nasledné vyuzity k hodnoceni zmén v krystalinité polymernich vzorkl po

riznych typech sterilizace.

10.2. Vysledky

10.2.1 Polykaprolakton

Elektrostaticky zvlaknéné vzorky PCL byly analyzovany pomoci DSC. Vysledky
meéreni vCetné spocitané krystalinity jsou uvedeny v tabulce 7. Jako hodnota AHy pro
100 % krystalicky polymer byla pouZita hodnota 135,44 J/g (Crescenzi et al. 1972).
Krystalinita pak byla stanovena jako procentualni vyjadfeni konkrétni AHy proti této

hodnoté.
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Z tabulky 7 vyplyva, Ze vyznamna zména krystalinity nastala pouze pro tfi typy oSetfeni
a sice pro sterilizaci pomoci nizkoteplotniho a vysokoteplotniho ethylenoxidu a pro
ethanolovou desinfekci. Ethanolova dezinfekce krystalinitu vyrazné snizZila. Obé
ethylenoxidové sterilizace naopak hodnotu krystalinity vzorku vyrazné zvysily.

Ke zméné kryslatinity doSlo také v pripadé sterilizace y-zafenim, UV zafenim a
technologie STERRAD®), tyto rozdily jsou ale tak malé, Ze z nich neni moZno usuzovat

na zménu krystalinity, mizZe se jednat pouze o chybu méfeni.

Tabulka 7: Zmeény krystalinity pro vzorky PCL po riiznych typech sterilizace v
porovnani s kontrolnim vzorkem. AH,, znaci energii potfebnou k roztaveni vzorku,

T,, znaci teplotu tani.

AH, [J/g] T, [°C] Krystalinita [%]
kontrolni vzorek 81,46 60,2 60,14
EtOH 63,28 63,3 46,72
EtOx 37 92,55 62,3 68,33
EtOx 55 73,61 66,2 54,35
Gamma 88,3 62,4 65,19
PAA 83,28 61,3 61,49
STERRAD 87,48 63,0 64,59
uv 87,16 62,1 64,35

Teplota tani se u vétSiny vzorka priliS neposunula, jedinou vyjimku tvofi vzorek, ktery
byl sterilizovany pomoci vysokoteplotniho ethylenoxidu. V tomto ptipadé se teplota tani

posunula témeér o 6°C.
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Graf 8: Kalorimetrické krivky PCL. Jednotlivé typy sterilizace jsou znaCeny ndpisem
ve stejné barvé jako je barva prislusné krivky.

10.2.2 Kopolymer kyseliny mlééné a kaprolaktonu

Analyza DSC byla provedena i s elektrostaticky zvlaknénymi vzorky PLCL.
Kalorimetrické kiivky naméfeni na diferencnim skenovacim kalorimetru ukazuji, Ze
PLCL je amorfni polymer, tudiZ hodnoceni krystalinity v jeho ptipadé neni relevantni.
Na vSech krikach byly pozorovany dvé maxima, ale ani po konzultaci s Ing. Béhalkem

PhD. nebyl autor schopen urcit jejich vyznam. Kalorimetrické kfivky jsou vidét na

grafu 1.
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Graf 9: Kalorimetrické krivky PLCL. Jednotlivé typy sterilizace jsou znaceny ndpisem
ve stejné barveé jako je barva prislusné krivky.

~r,

Z kalorimetrickych krivek (graf 9) byla vypocitana teplota skelného prechodu. Viz
tabulka 8. Teplota skelného prechodu se sniZila u vSech vzorkd PLCL, i kdyZ u
nékterych jen nepatrné. Mezi tyto vzorky pattily: vzorek po sterilizaci y-zarenim, PAA,
UV. Vétsi zménu autor zaznamenal u vzorku po sterilizaci technologii STERRAD®.

K nejmarkantn€jsSi zméné doSlo po sterilizaci vysokoteplotnim ethylenoxidem, kde
dosahla zmeéna teploty skelného prechodu vice nez 6°C. Podobné vyrazna zména byla
pozorovana v pripadé ethanolové desinfekce. Nizkoteplotni ethylenoxid zménil teplotu
skelného ptechodu vzorku PLCL o vice neZ 5°C.

Tabulka 8: Teplota skelného prechodu pro vzorky PLCL po riznych typech sterilizaci,
porovndni s kontrolnim vzorkem.

Tg [°C]
kontrolni vzorek 20,9
EtOH 14,7
EtOx 37 15,6
EtOx 55 14,3
Gamma 19,0
PAA 20,0
STERRAD 17,1
UV 19,4
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10.2.3 Polyvinylidenfluorid

Kalorimetrické kfivky byly zméfeny také pro elektrostaticky zvlaknéné vzorky PVDF.
Vyhodnoceni téchto kiivek bylo zkomplikovano tim, Ze PVDF se vyskytuje hned v
nékolika krystalickych formach. Na kalorimetrickych krivkach byla pozorovana 2
maxima znacici dva prechody mezi fdzemi v pribéhu experimentu, viz obrazek 9. Z
tohoto diivodu neni relevantni usuzovat na krystalinitu polymernich vzorkt. Naméfené
kalorimetrické kfivky jsou patrné z grafu 10. (Na grafu neni pfili§ dobfe patrné prvni, ze

dvou maxim, o kterém se piSe vySe, ale pfi vétSim zvétSeni je toto patrné velmi dobre.)

Aendo
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Graf 10: Kalorimetrické krivky PVDEF. Jednotlivé typy sterilizace jsou znaceny
ndpisem ve stejné barvé jako je barva prislusné krivky.
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S]1[PVDF 0 Integral 324,86 m]

PVDF 0, 5,4400 mg normalized 59,72 Jg™-1
Peak 166,47 °C
Heating Rate 10,00 ®*Cmin#-1

5 Integral 10,04 mJ
normalized 1,85Jg"-1
Peak 66,87 °C

Heating Rate 10,00 *Cmin~-1
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Obrdzek 9: kalorimetrickd krivka elektrostaticky zvlidknéného PVDF, s dvéma
maximy a grafickym zndzornénim integrované oblasti pod maximem.

Pri blizSim zkoumani obou maxim bylo urcCeno, Ze prvni z nich (malo vyrazné
maximum) je dano prechodem materialu mezi dvéma krystalickymi fazemi Podle Ing.
LuboSe Béhalka Ph.D. se jedna o prechod mezi krystalickou fazi 3 a y. Autor se také
domniva, Ze neni nepravdépodobné, Ze by se ve vzorku mohla vyskytnout také § faze,
protoZe v pribéhu elektrostatického zvldkiovani byl materidl vystaven silnému
elektrickému poli. Druhé maximum pak znaci teplotu tani polymerniho materialu.
Zmény obou teplot vCetné porovnani s kontrolnim vzorkem shrnuje tabulka 9.

Z tabulky 9 je vidét, Ze hodnota teploty tani zistava pro vSechny vzorky pfiblizné
stejné. Velikost jednotlivych posunti je vétSinou mensi neZ jeden stupen Celsia. Oproti
tomu teplota fazového prechodu se zvysila v pripadé vysokoteplotniho ethylenoxidu o
necelych 13°C, nizkoteplotni ethylenoxid také zvysil teplotu fazového prechodu, i kdyz
ne tak vyrazné. K vyraznému sniZeni teploty fazového prechodu doSlo u vzorku
sterilizovaného pomoci autoklavu. Ostatni typy sterilizace nevedly ke zménam v teploté

fazového prechodu.
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Tabulka 9: Teploty fdzového prechodu a bodu tdni pro vzorky PVDF po riiznych
typech sterilizace a porovndni s kontrolnim vzorkem. T echo ,Znaci teplotu fazového

prechodu,T, znaci teplotu tani.

AHyecnod [I/8] T ieanoaC1 AHy,,, [I/g] Ty, [°CI
kontrolni vzorek 4,32 66,4 106,2 166,5
autoklav 0,45 60,5 64,1 165,3
EtOH 2,77 66,0 55,3 168,6
EtOx 37 2,64 71,3 60,5 167,2
EtOx 55 1,34 79,3 57,9 166,2
Gamma 2,22 64,3 60,4 167,5
PAA 2,21 66,5 57,7 170,0
plasma KNL 2,47 65,8 58,8 166,6

10.3. Shrnuti

Z namérenych bylo vyvozeno, Ze sterilizace pomoci ethylenoxidu (vysokoteplotni i
nizkoteplotni) ovliviiuje krystalinitu (stoupa) a teplotu tani (také stoupd) v pripadé
vzorku elektrostaticky zvlaknéného PCL, také ovliviiuje teplotu skelného prechodu
(klesa) v pripadé elektrostaticky zvlaknéného PLCL a velice vyrazné ovliviiuje teplotu
(zvySeni o necelych 13°C pro vysokoteplotni ethylenoxid) fazového prechodu v
pripadé elektrostaticky zvlaknéného PVDF.

Také desinfekce ethanolem ovliviiuje vySe zminéné charakteristiky vyjma teploty

prechodu elektrostaticky zvlaknéného PVDF.

11. TESTOVANI IN VITRO

11.1. Experiment

VSechny sterilni vzorky byly nasazeny buiikami typu 3T3-SA-mySimi fibroblasty, aby
mohla byt otestovana jejich adheze (pfilnavost) a proliferace (bunécné bujeni) a
vyhodnocena pfipadna vhodnost vyuZiti pro tkafové inZenyrstvi.

Z vrstvy vzorku byla vystfiZzena kolecka vSech typl testovanych elektrostaticky
zvlaknénych materialti. Tato kolecka takovou velikost, aby zakryla celé dno jamky v 24

jamkové kultivacni desticce. Pro kaZdou kombinaci elektrostaticky zvlaknéného
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polymeru a typu sterilizace bylo vyclenéno na in vitro testovani 12 kusia takovych to
vzorkd.

Vzorky byly nasazeny 1 ml roztoku s burikami typu 3T3-SA zakoupenymi od firmy
ATCC o koncetraci 10%/ml. Buiiky byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco's
modified eagle medium) od firmy Biosera s 10 % ptidavkem fetalniho bovinniho séra
(FBS) zakoupeného od firmy Biosera, dale bylo do media pfidéno 1 % glutaminu
rovnéZz od firmy Biosera a také 1 % antibiotik o sloZeni: penicilin, streptomycin,
amfotoicinB. VSechna antibiotika byla zakoupena od firmy Lonsa Biotech.

Trvani experimentu bylo stanoveno na 7 dni.

11.1.1 Metabolické testy

Metabolicka aktivita byl zméfena pomoci tzv. MTT testu. Nejprve byl pfipraven roztok
MTT (3-(4,5-dimethythiazol-2-y1)-2,5-difenyltetrazolium bromid) od firmy Amresco o
koncentraci 2 g/l v PBS (fosfatovy pufr). Nasledné byl smichan s DMEM s pridavkem
dalSich latek jak bylo popsano vyse.Vzorky byly inkubovany po dobu 4 h pti 37°C.
Vzniklé krystalky byly rozpuStény pomoci isopropanolu. Absorbance byla zméfena na
spektroskopu Tecan Spark pfi vinové délce 570-650 nm pozadi bylo odecteno od
hodnoty zmétené pri 570 nm. Naméfena data jsou presentovana pomoci grafu. MTT

testovani bylo provadéno po 1 a 7 dnech od nasazeni bunék.

11.1.2 Fluorescenéni mikroskopie

Nejprve byly buriky 2x oplachnuty PBS, néasledné byly fixovany 2,5 % glutaraldehydem
po dobu 15 min pfi 4°C. Buiiky byly opét dvakrat proplachnuty PBS. Nasledné byl
prida 0,1 % roztok Tritonu X-100 v PBS/PBA a 0,1 % roztok BSA (z angl. Bovise
serum albumin-hovézi sérovy albumin). Vzorky byly vystaveny ptisobeni téchto
chemikalii po dobu 5 min, oplachnuty PBS a obarveny phalloidinem (barvi cytoplasmu
na zeleno) zfedénym 1:1000. Po 30 min. byly vzorky oplachnuty v PBS. Nasledné bylo
pfidano DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) o stejné koncentraci jako phalloidin. DAPI
barvi na modro DNA (deoxyribonukleova kyselina-nositel genetické informace) bunék.
Po 5 min. byly vzorky oplachnuty PBS.

Fotograrafie takto obarvenych vzorki byly snimény fluorescen¢nim mikroskopem
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Nikon ECLIPSE Ti-E/B. Pro tcely vyhodnoceni bunécné adheze byly pofizeny dvé
fotografie, jedna zobrazujici zelenou cytoplasmu, druhd zobrazujici modra jadra. Tyto
dvé fotografie byly softwarové spojeny a presentovany v praci. Pro foceni téchto
fotografii byl pouZit objektiv zvétSujici 20x.

Pro ucely pocitani bunék v jednotce plochy bylo pofizeno vidy deset fotografii pro
kaZdou kombinaci materidlu a typu sterilizace. Tyto fotografie byly pofizeny za pouZiti
objektivu s desetindsobnym zvétSenim. Potizené fotografie byly analyticky
vyhodnoceny pomoci programu MATLAB®, vysledky byly statisticky zpracovany
(urena primérna hodnota méfeni a vyhodnocena chyba jakoZto standardni smérodatna
odchylka méfeni) a presentovany v podobé grafu.

Hodnoceni proliferace, ergo pocitani bunék na vzorku bylo provadéno 1. a 7. den
experimentu. Fotografie pro hodnoceni bunécné adheze bylo pofizovany 7. den

experimentu.

11.1.3 Skenovaci elektronova mikoskopie

Vzorky byly promyty PBS. Fixace probéhla v 2,5 % roztoku glutaraldehydu po dobu
15 min. pfi 4°C. Dal$im krokem bylo odvodnéni vzorkd pomoci tzv. ethanolové fady.
Vzorky byly postupné maceny po dobu 5 min. v roztocich ethanolu se vzristajici
koncentraci. PouZity byly v Fadé nasledujici koncentrace roztoku ethanolu: 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 96 % a absolutni ethanol. Vzorky byly nalepeny na terciky a pozlaceny. Z
pozorovani vzorki elektronovym mikroskopem Vega3 SB Tescan byly pofizeny
fotografie. Tato metoda byla pouZita stejné jako fluorescenc¢ni mikroskopie k hodnoceni
adheze bunék (1 den po nasazeni bunék) a jejich proliferace po 7 dnech od nasazeni

buniék.

11.2. Vysledky

11.2.1 Polykaprolakton

MTT
Vysledky méfeni metabolické aktivity bunék 3T3-SA jsou vyneseny v grafu 11. Z
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tohoto grafu je patrné, Ze po jednom dnu od nasazeni bunék byla metabolicka aktivita
bunék na vSech vzorcich velmi podobna.

Po 7 dnech od nasazeni buné€k se ukazalo, Ze nejvétsi metabolickou aktivitu maji buniky
na vzorku sterilizovaném v 70 % ethanolu a na vzorku, ktery byl ozaren y-zarenim.
Tento jev miiZe byt zptisoben zvySenim smacivosti vzorku. Pomérné vysoka hodnota
metabolické aktivity byla naméfena u vzorku sterilizovaného PAA, ale stale je vyrazné
niZzSi neZz je tomu u vzorku sterilovaného ethanolem nebo y-zafenim. Hodnoty
metabolické aktivity bunék na vzorcich sterilizovanych UV a ethylenoxidem, a to jak
nizkoteplotnim tak vysokoteplotnim, se nemohou ani z daleka rovnat metabolické
aktivité na vzorcich sterilizovanych ethanolem nebo y-zafenim. Vzorek sterilizovany

PAA je svoji metabolickou aktivitou také prevysuje.
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Graf 11: Metabolicka aktivita bunék 3T3-SA na vzorcich sterilizovanych pomoci
riiznych sterilizacnich metod pro 1 a 7 den od nasazeni bunék.

Fluorescencni mikroskopie

Po 7 dnech od nasazeni bunék, tyto pokryvaly ve vétSiné pripadi polovinu plochy
vzorku. Na vzorku oSetfeném nizkoteplotnim ethylenoxidem se vyskytuji burky
kulovitého tvaru. To naznacuje, Ze se buiikky nemohly prichytit a nejsou tedy tak vitalni
jako buriky na jinak sterilizovanych materidlech. Pokryti vzorkd bufikami znazoriuje

obrazek 8.
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Obrdzek 8: Fotografie fluorescencni mikroskopie pro vzorky PCL: zelené Cdsti je phalloidinem
obarvend cytoplasma, modrd jsou jadra obarvend DAPI. Obrdzky jsou oznaceny zkratkami

jednotlivych typu sterilizaci. Fotografie méritko zobrazuje pouze délku méritka, které prestavuje
50 pm.

Pocty bunék byly kvantifikovany pomoci skriptu pro program MATLAB, ktery spocte
vSechna modre obarvena jadra. Vysledky tohoto méfeni shrnuje graf 12.
Pomérné vysoky pocet bunék vykazuje vzorek ozareny y-zafenim. Naopak wviibec

nejniZsi pocet bunék maji vzorky po sterilizaci UV a nizkoteplotnim ethylenoxidem.
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Graf 12: Pocty bunék na jednotku plochy 1. a 7. den experimentu pro PCL a
ruzné druhy sterilizaci vcetné chybovych tsecek.

Elektronova mikroskopie

Fotografie potizené elektronovym mikroskopem po 1 dni od nasazeni bunék jsou
ukazéany na obrazku 9. Na vétSiné vzorkt, dokonce i na vzorcich s morfologii folie, se
nachazely dobfe rozprostrené buriky. Pouze buiiky na vzorku oSetfeném nizkoteplotnim
ethylenoxidem se nachazeji spiSe buiky kulovitého charakteru. Vysledek tohoto
pozorovani dobfe koresponduje v pozorovanim provedenym pomoci fluorescen¢ni

mikroskopie.
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Obrdzek 9: Fotografie SEM materidlu PCL po 1 dni od nasazeni bunék pro riizné typy
sterilizace. Méritko je zvyraznéno Cervenou barvou a jeho délka je ve vSech pripadech

10 pm.
DalSi pozorovani bunécnych kultur sedmy den experiment prineslo zjisténi, Ze se buniky
na vzorcich po vSech typech sterilizace mnoZi a vznikaji oblasti se souvislou vrstvou

bunék. Pozorovani provedené 7. den experimentu dokumentuji fotografie na obrazku
10.

33IMITA

Obrdzek 10: SEM PCL po 7 dnech experimentu pro riizné typy sterilizace. Meritko je
zvyraznéno Cervené a je ve vSech pripadech 50 pym.
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11.2.2 Kopolymer kyseliny mlééné a kaprolaktonu

MTT

Vysledky méreni metabolické aktivity bunék 3T3-SA na vzorcich PLCL po 1 a 7 dnech
od zacatku experimentu jsou shrnuty v grafu 13. Z tohoto grafu je patrné, Ze buiiky s
nejvétsi metabolickou aktivitou po jednom dni experimentu byly buriky na vzorku
oSetfeném pomoci y-zareni. Metabolicka aktivita bunék na ostatnich vzorcich byla
srovnatelna.

Sedmy den experimentu prinesl zjiSténi, Ze metabolicka aktivita bunék na vzorku
sterilizovaném y-zafenim klesla v porovnani s prvnim dnem experimentu. Tento trend
nebyl pozorovan na Zadném jiném vzorku. Nejvyssi metabolickou aktivitu vykazaly
buiiky na vzorku sterilizovaném pomoci UV, nicméné tato hodnota neni priliS spolehliva
vzhledem k obrovské statistické chybé méfeni, aby mohl autor z téchto dat vyvodit
néjaké zaveéry, musel by experiment opakovat. Buiikky na ostatnich vzorcich vykazuji
podobné metabolické aktivity, i kdyZz wvzorek sterilizovany vysokoteplotnim

ethylenoxidem, gammou a technologii STERRAD® ponékud zaostavaji.

0.9
0.8
0.7

0.6 M etoh

0.5 W etox_37

etox_55
0.4
B gamma
0.3
M paa
0.2 sterrad
I I
0, i v
]
1. den 7. den

potet dni od nasazeni bunék

ahsorbance (570-650 nm)

=

Graf 3: Metabolicka aktivita interpretovand jako mira absorbance pro vzorky PLCL
po rtiznych typech sterilizaci.
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Fluorescencni mikroskopie

Sedmy den experimentu byly porizeny fotografie vzorki s buinikami obarvenymi
phalloidinem a DAPI. Z fotografii (obrazek 11) bylo zjiSténo, Ze souvisla vrstva bunék
vznikla na vzorku sterilizovaném pomoci technologie STERRAD®. Ostatni vzorky
byly burikami pokryty alesponi na poloviné plochy. Na vzorku oSetfeném y-zarenim byly

pozorovatelné pouze jednotlivé se vyskytujici buriky.

Obrdazek 11: Fotogrdfie z fluorescencniho mikroskopu pro vzorky PLCL: zelené
casti je phalloidinem obarvend cytoplasma, modrd jsou jadra obarvend DAPI.
Obrdazky jsou oznaceny zkratkami jednotlivych typti sterilizaci. Fotografie méritko
zobrazuje pouze délku méritka, které prestavuje 50 pym.
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pocet bunék [Limm®2]

Pocty bunék spoctené pomoci skriptu pro program MATLAB shnuje graf 14. Toto
méreni je charakteristické velkou statistickou odchylkou (chybové tsecky v grafu 2). To
naznacuje, Ze pokryti vzorki burikami neni zdaleka homogenni.

Prvni den experimentu byly pocty bunék velice nizké, vétSinou se pohybovaly v fadu
desitek bunék, velikost chyby méteni téchto dat je srovnatelné se zmérenou hodnotou. Z
toho plyne, Ze tato data nemaji priliS velkou vypovédni hodnotu.

Sedmy den experimentu se ukazalo, Ze nejvice bunék se nachazi na vzorku
sterilizovaném technologii STERRAD®. Pocet bunék na tomto vzorku prevySuje
primérnou hodnotu poctu bunék na ostatnich vzorcich az trojndsobné. Neobvykle maly

pocet bunék byl zaznamenan na vzorku sterilizovaném y-zarenim.
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Graf 14: Pocet bunek na vzorcich PLCL po 1 a 7 dnech experimentu pro rtizné typy
sterilizaci vCetné zndzornéni chyby, kterd byla stanovena jako smérodatnd odchylka
statistického souboru.

Skenovaci elektronova mikroskopie

Prvni den experimentu byly pozorovany dobre adherované buiiky na vzorcich
sterilizovanych ethanolem, y-zafenim a technologii STERRAD®. Také na vzorek
sterilizovany nizkoteplotni ethylenoxidem byly pFichyceny buriky, tyto ale nebyly prilis

dobre rozprostrené. Stejné pozorovani bylo provedeno v ptipadé vzorku sterilizovaného
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UV. Vzorek oSetfeny y-zaZenim byl pokryt pouze slabé prichycenymi burikami.
Zakulacené bunky byly pozorovany v pripadé sterilizace vzorku vysokoteplotnim
ethynoxidem. Ilustracni fotografie z elektronové mikroskopie z prvniho dne

experimentu viz obrazek 12.

Obrdzek 12: Fotografie bunék 3T3-SA na vzorcich PLCL oSetfenych rtiznymi sterilizacnimi
postupy po prvnim dni experimentu. Méritko vsech fotografiich je zvyraznéno Cervené a jeho
délka je ve vsech pripadech 10 pm.

Sedmy den experimentu bylo pozorovana proliferace bunék na vSech wvzorcich.
Jednotlivé buiiky byly pozorovatelné na vzorku oSetfeném PAA. Na ostatnich vzorcich
bylo moZzné pozorovat nékolik oddélenych oblasti se souvislym povlakem bunék.

Neékteré fotografie z tohoto pozorovani jsou uvedeny na obrazku 13.
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Obrdzek 13: Fotografie SEM bunéek 3T3-SA na vzorcich PLCL po rtiznych typech sterilizace.
Meéritko je zvyraznéno Cervené a jeho délka je ve vsech pripadech 50 pm.

11.2.3 Polyvinylidenfluorid

Metabolicka aktivita

Po prvni dni experimentu byla metabolicka aktivita na vSech vzorcich srovnatelna.
Jedinou vyjimkou byl vzorek sterilizovany pomoci plasmy v KNL, jehoZ buiiky maji
znatelné mensi metabolickou aktivitu jiZ od prvniho dne experimentu.

Sedmy den experimentu doSlo k dalSimu sniZeni metabolické aktivity tohoto vzorku,
takZe je tato ve srovnani s metabolickou aktivitou bunék na ostatnich vzorcich vskutku
miziva. Nejvétsi hodnotu metabolické aktivity vykazuji bunky na vzorku sterilovaném

PAA. Také buriky ze vzorkll oSetfenych pomoci autoklavu a ethanolu maji vysokou
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absorbance [1]

metabolickou aktivitu. Buniky na ostatnich vzorcich maji metabolickou aktivitu nizZsi.
Jeji hodnota je velmi podobna pro vzorky sterilizované vysoko a nizkoteplotnim
ethylenoxidem, y-zarenim, technologii STERRAD® a UV zafenim. Vysledky

representuje graf 15.
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Graf 15: Metabolicka aktivita bunék 3T3-SA na vzorcich PVDF po riiznych typech
sterilizace.

FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Fotografie fluorescencni mikroskopie po sedmi dnech experimentu s barvenim
phalloidin-DAPI jsou ukazany na obrazku 14. Builkky se mnoZi na vSech vzorcich. Na
vzorcich sterilizovanych pomoci vysokoteplotniho i nizkoteplotniho ethylenoxidu a
autoklavu jsou pozorovatelné shluky bunék. Na wvzorcich oSetfenych y-zarenim,
ethanolem, PAA, UV zafenim a také technologii STERRAD® byly pozorovany
souvislejsi vrstvy bunék. Na vzorku sterilizovaném plasmou v KNL se objevily pouze

Spatné prichycené kulovité buriky.
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Obrazek 14: Fotografie fluorescencni mikroskopie PVDF: zelené casti je phalloidinem
obarvena cytoplasma, modrda jsou jadra obarvend DAPI. Obrdazky jsou oznaceny zkratkami
jednotlivych typii sterilizaci. Fotografie méritko zobrazuje pouze délku méritka, které
prestavuje 50 um.

Prvni den experimentu byl poCet bunék na jednotku plochy na vSech vzorcich pro
riznych typech sterilizace priblizné stejny. Nejvice bunék bylo na vzorku oSetfeném vy-
zarenim a na vzorku sterilizovaném v ethanolu. Oproti tomu nejméné bun€k bylo na na

vzorku sterilizovaném plasmou v KNL a na vzorku oSetfeném nizkoteplotnim EtOx.
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Po sedmi dnech experimentu se pocet bunék na vzorku sterilizovaném v KNL jeSté
nehomogenitou pokryti vzorku bunikami. Naopak nevice bun€ék bylo napocitano na
vzorku oSetfeném technologii STERRAD® a PAA. Ostatni vzorky nesou méné bunék,
jejichZ pocty jsou mezi sebou srovnatelné. VSechna méfeni jsou zatiZena velkou
statistikou chybou, ktera je zptisobena nehomogenitou rozloZeni bunék na vzorku, ktera
pak putisobi velké rozdily v poctu bunék na jednotlivych fotografiich.

Vysledky méfeni poctu bunék na jednotku plochy representuje graf 16.
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Graf 16: Pocet bunék 3T3-SA na jednotku plochy pro vzorky PVDF po riiznych
typech sterilizace.

Elektronova skenovaci mikroskopie

Po prvnim dni experimentu se ukazalo, Ze buiiky se prichytily na vzorky sterilizované
pomoci ethanolu, y-zafeni a UV zafeni. Ostatni typy sterilizace zptisobily vyskyt
zakulacenych bunék, které nebyly rfadné prichyceny k podkladu. Fotografie z tohoto

pozorovani viz obrazek 15.
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Obrdzek 15: Buriky 3T3-SA na vzorcich PVDF pro ruzné typy sterilizaci po prvnim
dni experimentu. Méritko je zvyraznéno Cervené a jeho délka je 10 um ve vSech
pripadech.

Po sedmi dnech experimentu bylo zjiSténo, Ze buiiky nevytvaii souvislou vrstvu na
Zadném vzorku. Na vSech vzorcich se nachazeji pouze oddélené kolonie bunék nebo

jednotlivé pfisedlé buiiky. Fotografie z tohoto pozorovani viz obrazek 16.
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Obrdzek 16: Buriky 3T3-SA na vzorcich PVDF pro riizné druhy sterilizacnich technik
sedmy den experimentu. Cervené Sipky ukazuji vyskyt bunék na fotografie. Méritko je
zndzornéno Cervenou barvou a jeho délka odpovidd 50 pm pro vSechny fotografie.
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12. DISKUSE

12.1. Obrazova analyza

Relevantni vysledky pfineslo pozorovani makroskopickych zmén polymert pouhym
okem s cilem zjistit, zda-li dochazi k vytvoreni folie, taveni vlaken nebo k redukci
plochy vzorku. Folie vznikly v pfipadé vzorki PCL a PLCL pro sterilizaci pomoci
autoklavu, to koresponduje vysledky praci Redigueri at al. (2016) a Baume et al. (2016).
K vytvoreni folie doslo také v pripadé sterilizace nosi¢i u PCL a PLCL plasmou v
KNL. Vzorek PCL z druhé fady vzorki se zménil ve folii také po sterilizaci technologii
STERRAD®. Z tohoto hlediska se PVDF jevi jako stabilnéjsi neZ PLCL a PCL, protoZe
zadna ze sterilizacnich technik nevedla k roztaveni vzorku a vytvoreni folie. PVDF je
ale nachylné k pomackani. To miZe byt zplsobeno pritomnosti tenkych vlaken a také
nizké plosné hmotnosti testované vrstvy. PLCL bylo nachylné na staceni okrajti smérem
do stfedu vzorku. Tyto jevy mohly v pripadé PLCL a PVDF vést k redukci plochy
nékterych vzorkd, coZz mohlo vést ke zkresleni nékterych provedenych experimentd. S
polykaprolaktonem se pracovalo ze vSech materialti nejlépe protoZe drZel ptivodni tvar a
nedochazelo k redukci plochy vzorku z diivodu mackani, vyjma vzorkt, které byly
sterilizaci zménény ve folie. V pripadé téchto vzorki byla plocha redukovéana velmi
vyrazne.

Na fotografiich SEM byly patrné nékteré rozdily mezi jednotlivymi typy sterilizace a
kontrolnim vzorkem, ale vzhledem k nehomogenité materialu nelze urcit, zda se jedna
jen o lokdlni zmény struktury nebo jestli se morfologie skutecné meéni. Jediné co je
autor z tohoto pozorovani schopen vyvodit, je to Ze vlakna PLCL méla nejvétsi primeér,
byla pomérné homogenni z hlediska jejich priméru a defekty se vyskytuji jen vzacné,
oproti tomu vldkna PVDF byla z vlaken vSech polymert nejtenci a vyznacuji se velkym
poctem kulovitych defektli. Polykaprolakton je charakteristicky velkym rozptylem
prumért vlaken. Defekty se na elektrostaticky zvlaknéném PCL vyskytuji, ale nejsou

tak Casté jako v ptipadé PVDF.
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Zajimavy je fakt, Ze nékteré vzorky prvni sady vykazali jiné chovani viici technologii
STERRAD® (PCL a PLCL) a sterilizaci pomoci PAA (PCL) neZ vzorky druhé sady.
Trochu svétla do této problematiky vneslo porovnani vzorku PCL sterilizovaného
pomoci PAA elektronovym mikroskopem. V priibéhu tohoto pozorovani bylo mozné
sledovat, Ze roztaveni vzorku bylo Castecné. Je tedy mozné, Ze protichidné vysledky
(PCL-PAA a PLCL-STERRAD®) jsou zptisobeny pravé nehomogenitou materialu
nebo nerovnomérnym pusobenim sterilizacni metody. Tato teorie ovSem selhava pro
kombinaci PCL-STERRAD®, kde byl vznik folie pozorovatelny pouhym okem v
makroskopickém méritku. To se mohlo stat diky tomu, Ze teplota v pribéhu sterilizace
plasmou se pohybuje okolo 50°C (Moisan et al. 2001). Hodnota této teploty je tedy
pomérné blizko teploté tani PCL, ktera se pohybuje okolo 60°C (Woodruff a Hutmacher
2010). Vlivem nahodného zvySeni teploty je moZné, Ze doslo k roztaveni materialu.

Data ziskana pomoci méfeni primért jsou zatiZena prili§ velkou chybou pramenici z
velkych rozdili v primérech vlaken. Statisticka chyba je zpravidla tak velika, Ze pokud
by byla urcena jako relativni, pohybovala by se ve stovkach procent. Kvtli velikosti
statistické chyby jsou nékteré grafy velmi neprehledné a necitelné. DalSim zdrojem
chyby méfeni primért vlaken je nehomogenita vzork, které se mohou liSit primérem
vlaken, mnozstvim defektti, ale i tim, jestli se vytvorila folie nebo ne. Z divodu
pritomnosti tak velké chyby neni moZné z takto namérenych dat cokoli s alespon

relativni jistotou vyvodit.

12.2. Hodnoceni zmén molekulové hmotnosti

Z pozorovani zmén molekulovych hmotnosti je patrné, Ze nejvétsi vliv na tuto vlastnost
polymeru (PLCL a PLC) ma PAA (viz graf 5 a 6). Nezanedbatelny vliv na molekulovou
hmotnost elektrostaticky zvlaknénych polymerti ma také sterilizace pomoci y-zareni,
kterd zménila molekulovou hmotnost u PCL a PLCL (viz graf 5 a 6). Ke zméné
molekulové hmotnosti PVDF y-zarenim ale nedoSlo (viz graf 7), to je v rozporu s
poznatky nabitymi z literatury, jmenovité od Katan et al. (1998), ktery uvadi, Ze v
pripadé ptisobeni y-zéreni na PVDF dochézi k sitovani a Stépeni polymeru, cozZ by mélo
byt vidét na kiivce chromatogramu.

Ostatni typy sterilizace maji jen nepatrny nebo Zadny vliv na molekulovou hmotnost.
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Jedind zména pozorovatelna na chromatogramech byl sniZeni hmotnosti polymeru,
ktery dorazil na kolonu. Z konzultace této problematiky s Mgr. Vitem Novotnym ale
plyne, Ze tento jev bylo moZné ocekavat, ale jeho pri¢ina neni uspokojivé vysvétlitelna.
Z grafii 5-7 vyplyv4, Ze nejstabilnéjsi z hlediska molekulové hmotnosti je PVDF a
nejméné stabilni je z tohoto hlediska PLCL.

12.3. Hodnoceni termodynamickych viastnosti

Obecné se da fici, Ze nejvice termické chovani vybranych polymeri méni sterilizace
pomoci EtOx pri 55°C. Vlivem této sterilizacni metody doSlo k vyzna¢nému posunuti
termickych charakteristik vSech zkoumanych polymerti, vyjma teploty tani PVDEF.
Sterilizace pomoci nizkoteplotniho ethylenoxidu také méni termické charakteristiky
testovanych polymernich nosic¢t pro tkaniové inZenyrstvi i kdyZ ne tak vyrazné. Pficinu
tohoto jevu si autor zatim nedovede vyjasnit.

Termicky nejstalejsi se jevi byt PVDF i kdyZ teplota prechodu krystalické faze, ktera je
v pripadé tohoto polymeru pomérné pohybliva, mize hrat dileZitou roli v ovlivnéni
adheze a proliferace bunék na materialu. NejvétSi zménu prodélala teplota skelného
prechode elektrostaticky zvlaknéného PLCL, ktera byla ovlivnéna vSemi typy
sterilizacnich postupd.

Podle vysledki DSC by se PCL a PVDF daly charakterizovat jako semikrystalické
polymery (viz kapitola 3). PLCL by se pak dal charakterizovat jako polymer amorfni.
To koresponduje s praci Mo a Weber (2004), ktefi pisi, Ze v pribéhu elektrostatického
zvlaknovani krystalinita PLCL klesa k nule. Je-li polymer zahraty na teplotu skelného
prechodu a pomalu chladne miZe krystalinita stoupat (Mo a Weber 2004). Vzhledem k
velmi nizké teploté skelného prechodu zkoumaného polymeru je nepravdépodobné, Ze

by doslo k opétovnému vzrtistu krystalinity.

12.4. Testovani in vitro

Testovani in vitro se skladalo z MTT testu a hodnoceni bunécné adheze a proliferace s
cilem urcit ideadlni kombinaci elektricky zvlaknéného materiélu a typu sterilizace.

Nejvétsi metabolické aktivity, ktera je mirou Zivotaschopnosti bunék, byla naméfena pro
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material PCL sterilizovany pomoci y-zareni a desinfikovany pomoci ethanolu. Hodnota
metabolické aktivita vyjadrend jako mira absorbance dosahovala hodnoty 0,9. Vzorky
PLCL, které byly pokryty bunkami s nejvétsi metabolickou aktivitou (EtOH, UV a y-
zareni) dosahovaly hodnoty absorbance pouze 0,5. Vzorek PVDF, ktery byl pokryty
buiikami s nejvétSi metabolickou aktivitou (vzorek sterilizovany PAA), dosahoval
absorbance 0,25. Vzorky PVDF mély hodnoty metabolické aktivity obecné velmi nizké,
po prvnim dni se hodnota absorbance pohybovala okolo 0,1, coZ je zhruba hodnota
chyby méreni (viz kapitola 11). V pripadé vzorku PVDF sterilizovaného pomoci plasmy
v KNL (technologie Laoken®) se tato hodnota 7. den experimentu pfiliS nezménila.
Takto nizké hodnoty bunécné aktivity mohou naznacovat, Ze PVDF sterilizované
pomoci technologie Laoken® viibec nepodporuji bunécnou adhezi a proliferaci. Tuto
domnénku potroruji i vysledky s¢itani poc¢tu bunék na mm? kde ma tento vzorek také
extrémné nizké hodnoty.

Vysoké poCty bunék byly naméreny na vzorku PCL sterilizovaném pomoci y-zareni a
dosahovaly hodnoty 1000 bunék/mm? takto vysoky vysledek miZe byt zpisoben
zvySenim hydrofilicity povrchu. JeSté vyssi pocCet bunék byl zaznamenan na vzorku
PLCL sterilizovaném technologii STERRAD® a dosahuje hodnoty 1400 bunék/mm?. Je
tfeba si ale uvédomit, Ze tento vzorek byl ¢astecné roztaveny, takZe by byl pro tkanové
inZenyrstvi nepouZzitelny. PoCty bunék na ostatnich vzorcich téchto dvou polymert jsou
az na vyjimky srovnatelné. Takovou vyjimkou mutZe byt napf. vzorek PLCL
sterilizovany pomoci y-zareni. PoCet bunék na tomto vzorku nepresahuje ani prvni ani
sedmy den hodnotu statistické chyby méfeni. To by mohlo naznacovat, Ze tato
kombinace materidlu a sterilizace priliS nepodporuje rist bunék. Proti této hypotéze
hovori metabolicka aktivita bunék na tomto vzorku. Na druhou stranu, z vyhodnocovani
adheze a proliferace je zfejmé, Ze buiiky na tomto vzorku prili§ dobfe nedrZi ani netvori
souvislejsi povlaky.

Paradoxem je, Ze vzorcich PVDF sterilizovanych pomoci technologie Laoken® doslo k
nameéreni viibec nejmensiho poctu bunék a velmi nizké bunécné aktivity, kdeZto na
vzorcich sterilizovanych technologii STERRAD® doslo k pozorovani viibec nejvétsiho
poctu bunék na vzorcich tohoto materidlu a také byla pozorovana pomérné vysoka
metabolicka aktivita, pfitom obé technologie jsou velmi podobné. Je mozZné, Ze k tomu

to jevu doslo vlivem pritomnosti zbytkovych volnych radikali na vzorku sterilizovaném
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v KNL. To by se mohlo stat z divodu sterilizace tohoto vzorku bezprostfedné pred
zahajenim experimentu.

Na vétsiné vzorki byly pozorovany buriky dobre rozprostfené. Vyjimkou byl vzorek
PCL sterilizovany nizkoteplotnim ethylenoxidem a také vzorek PLCL sterilizovany
vysokoteplotnim ethylen oxidem. Je zvlastni, Ze sterilizace vysokoteplotnim
ethylenoxidem nevedla k omezené adhezi bunék na vzorku PCL.

Na vzorcich PVDF po riznych typech sterilizaci byly pozorovany Spatné adherované
buriky ve vice pfipadech nez tomu bylo u PCL a PLCL. Dobre rozprostrené buiiky byly
pozorovany jen v pripadé vzorkil sterilizovanych pomoci y-zareni a desinfikovanych
pomoci ultrafialového svétla a ethanolu. Tento fakt vede k hypotéze, Ze PVDF neni
piiliS dobry podklad pro rdst bunék. To miiZe byt ale zpisobeno hydrofobicitou

materialu, ktera se muize stat predmétem dalSich tprav.

13. Zaveér

V pribéhu prace byl hodnocen vliv vybranych sterilizacnich metod na elektrostaticky
zvlaknéné nosice pro tkanové inZenyrstvi s cilem zjistit, které sterilizacni postupy jsou
vhodné pro dané elektrostaticky zvlaknéné materialy.

Sterilizacni postupy, které zptisobily vznik folie, se jevi jako nevhodné pro vyuziti v
tkanovém inZenyrstvi, kvili zménam ve morfologie nosice pro tkanové inZenyrstvi.
Mezi takové typy sterilizace patfi autoklavova sterilizace pro nosice z PCL a PLCL,
sterilizace technologii Laoken® pro nosice z PCL a PLCL. Také v pripadé vzorku PCL
sterilizovaného pomoci PAA a v priipadé PLCL sterilizovaného technologii
STERRAD® doslo, alesponi lokalné, ke vzniku folie. Tyto kombinace materidlu a typu
sterilizace jsou tim padem také nevhodné. Vytvoreni folie pfi sterilizace PCL pomoci
technologie STERRAD® nebylo presvédcivé prokazano, vzhledem k dvéma rozdilnym
vysledkim. BIlizS§i prozkoumani sterilizacnich cykli a nastavenych parametri na
technologii STERRAD® by mohlo lépe objasnit priciny tohoto jevu. Vhodnym
nastavenim parametru sterilizace by se pak mohlo podafit zabranit vzniku folie. NezZ se
tak stane je kvili své nevyzpytatelnosti tato sterilizacni metoda nepouZitelna.

Z praktického hlediska se, vzhledem k obtiZné manipulaci, jevi PVDF jako méné
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vyhodné.

Daéle byla hodnocena zména molekulové hmotnosti nosi¢i pro tkanové inzenyrstvi.
Molekulovou hmotnost nosic¢ti z PLCL a PCL méni vyrazné PAA a y-zareni. Ostatni
typy sterilizace ovlivnily molekulovou hmotnost téchto polymert miniméalné. Zména
molekulové hmotnosti PVDF nebyla zméfena a to ani pro sterilizaci y-zafenim, pro
kterou byla teoreticky ocekavana.

Termické charakteristiky vSech zkoumanych polymernich nosi¢d byly ovlivnény
sterilizaci ethylenoxidem a to jak vysokoteplotnim tak nizkoteplotnim. Také desinfekce
ethanolem pusobila zmény v termickych charakteristikach. Nejvyssi stabilita, co tyce
teploty tani byla pozorovana na nosici z PVDF. Nicméné teplota fazového prechod mezi
dvéma krystalickymi fazemi se méni vyrazné, coz miize byt stéZejni pro adhezi a
proliferaci bunék.

Bunikdm se vyborné dafilo na nosici z PCL sterilizovaném pomoci y-zéareni. Také nosic
desinfikovany pomoci ethanolu byl pfihodnym prostiedim pro Zivot bunék. Tento typ
oSetfeni, ale neni pouZitelny v tkanovém inZenyrstvi, protoZe se jedna pouze o
desinfekcni metodu a neni legislativné schvalen.

Obecné se zda, Ze PVDF sterilizované vSemi typy sterilizace neni pfiliS vhodny podklad
pro rist bunék.

Sterilizace nosice z PLCL y-zarenim a sterilizace nosiCe z PVDF pomoci technogie
Laoken® se jevi jako Spatna volba pro tkanové inZenyrstvi, protoZe nepodporuje
bunécnou proliferaci a adhezi.

Podobné jako desinfekce ethanolem, je také desinfekce UV nevhodnd pro nosi¢ z
jakéhokoli materidlu pro tkanové inzZenyrstvi, protoze se jedna pouze o dezinfekcni

metodu nezajist'ujici dostateCnou miru sterility.
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