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Abstrakt

Netésnost stievnich anastoméz vede k serioznim pooperacnim komplikacim. Piekryti
chirurgické anastomozy dvouvrstvym vlakennym material pfedstavuje zcela inovativni
zpusob, jak zabranit prosakovani stfevniho obsahu skrz anastomézu a usnadnit hojeni.
Predpoklada se, Zze hydrofilni strana pfilne k anastomoze, a naopak hydrofobni strana
materialu vytvofti kontakt s okolnim prostfedim a zabrani sristim hladkych tkani v dutiné
biisni. V této diplomové praci jsou predstaveny dva materidly, které by potencionalné
mohly slouzit pro tento ucel. Tyto vlakenné materidly byly vytvofeny pomoci
elektrostatického zvlaknovani. Prvni dvouvrstvu tvoii hydrofilni ultrajemné nanovlakna
kyseliny hyaluronové (HA) a hydrofébni vlakna poly-e-kaprolaktonu (PCL). Druhym
materidlem je vrstva hydrofilnich vlaken polyvinylalkoholu (PVA) a vrstva hydrofébnich
vlaken PCL. Hydrofilni strany obou materidlli byly rovnéZ oSetfeny methanovym
plazmatem, coz vedlo ke zvySeni hydrofobicity vldken HA pifi zachovani

cytokompatibility. Materidly byly otestovany biologickymi in vitro testy.
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Abstract

Anastomosis leakage after colorectal resection leads to serious post-operative
complications. Covering the chirurgical anastomosis with fibrous double-layered material
introduces an innovative way how to prevent leakage of intestinal contents through
anastomosis and facilitate healing. It is assumed that the hydrophilic side adheres
to the anastomosis and vice versa, the hydrophobic side of the material creates contact
with the surrounding environment and prevents adhesions of smooth tissues
in the abdominal cavity. This diploma thesis presents two materials that could potentially
serve for this purpose. These fibrous materials were formed by electrospinning. The first
material was created by hydrophilic ultrafine nanofibers of hyaluronic acid (HA)
and hydrophobic poly-g-caprolactone (PCL) fibers. The second material was made from
hydrophilic polyvinyl alcohol (PVA) layer and hydrophobic PCL fibrious layer.
The hydrophilic sides of both materials were also treated with methane plasma, resulting
in enhanced hydrophobicity of HA fibers while maintaining cytocompatibility.

The materials were tested by biological in vitro tests.
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Seznam zkratek

ATR-FTIR Infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci s technikou

zeslabeného uplného odrazu

BSA Bovinni sérovy albumin

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

DBD Dielektricky bariérovy vyboj

DIW Destilovand voda

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMF N,N-dimethylformamid

ECM Mezibunééna hmota

ELSD Odpatovaci detektor rozptylu svétla
FBS Fetalni bovinni sérum

FITC Phalloidin-fluorescein izokyanat
GPC Gelova permeacéni chromatografie
HA Kyselina hyaluronova

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
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PCL Poly-¢-kaprolakton

PEO Polyethylenoxid
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Uvod

Kolorektalni karcinom je jedno z nejcastéji se vyskytujicich nadorovych onemocnéni
na svété. Ceska republika se navic fadi mezi zemé s nejvyssi incidenci. Toto maligni
nadorové onemocnéni vyzaduje komplexni 1éCbu. Chirurgickd c¢ast 1éCby spociva
v odstranéni postizené Casti stfeva snadorem. Po resekéni fazi nésleduje faze
rekonstrukéni, pti které dojde k umélému spojeni koncti ponechané travici trubice — tedy
k vytvofeni tvz. gastrointestindlni anastomozy. Byt je tento zakrok cCastou operaci
v duting bifidni, procento pooperacnich komplikaci anastomoéz je stile velké. Zivot
ohrozujici komplikaci je netésnost anastomdzy, ktera vede k leaku (Gniku) obsahu stfev
do dutiny bfisni. Tato komplikace nastava v 3% az 19% piipadid. Navic je obtizné

anastomoticky leak v€asné detekovat a proto je stale vétsi tlak vyvijen na prevenci.

Aktudlné neexistuji na trhu zadné materidly, po jejichz aplikaci by bylo spolehliveé
pfedchazeno komplikacim. Dvouvrstvy vldkenny materidl, vyvijen vramci této
diplomové préce, je zcela novou slibnou moznosti a v budoucnu by mohl slouZzit nejen
jako prevence anastomotického leaku ale 1 jako podpora hojeni anastomdzy. Cil prace
tkvi ve zhotoveni biodegradabilniho vldkenného tkanového nosice s odliSnou smacivosti
jednotlivych vrstev. Material bude hydrofilni stranou pfilozen na cerstvé vytvotrenou
anastomozu a zajisti tak bezpecné hojeni bez vedlejSich efekti. Resekce Casti stieva,
vytvofeni anastomozy 1 jeji piekryti vldkennym materidlem prob&hne v ramci jednoho

chirurgického zékroku.

Pomoci elektrostatického zvlakiiovani na Nanospider™ byly vyrobeny dva materialy
spliujici pozadavky. Jednd se o dvouvrstvu, pfipravenou z polyvinylalkoholu (PVA)
a poly-e-kaprolaktonu (PCL) a dvouvrstvu tvofenou kyselinou hyaluronovou (HA)
a PCL. Smacivost téchto vrstev byla ovéfena métenim kontaktniho thlu na rozhrani. Také
byl nalezen zpisob, jak zvysit hydrofobicitu nanovldkenné HA, a to sice pomoci
povrchové Upravy methanovym plazmatem. Cytokompatibilita materidll pak byla
ovéiena pomoci in vitro testl. Na ob¢ strany materialti byly nasazeny mysi fibroblasty
a jejich proliferace byla vyhodnocena za pouziti MTT testu, fluorescencni mikroskopie

a skenovaci elektronové mikroskopie (SEM).
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TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast je sestavena ze tifi hlavnich pilifa. Tvofi je (1) tvod do tkanového
inzenyrstvi, dale pak kapitola, vénujici se (2) studii samotnych dvouvrstvych vldkennych
materiald a v neposledni fad¢ (3) objasnéni pojmu ,,stievni anastoméza*™ a predstaveni
pooperacnich komplikaci. Kapitola 2 je psana sdirazem na zplisob vyroby,
hydrofilni/hydrofébni polymery a povrchové upravy vldkennych vrstev, které byly

pouzity v této diplomové praci.

1 Tkanové inZenyrstvi

1.1 Uvod do problematiky

Tkéanové inzenyrstvi je definovano jako multidisciplinarni obor, jenz si klade za cil
vytvofit biologickou ndhradu, slouzici k obnové, ndhradé nebo regeneraci poskozené
tkané ¢i organu (Langer a Vacanti 1993). Tento stale se rozvijejici obor kombinuje

poznatky z pfirodnich véd a principy inZenyrstvi a vytvaii alternativu ke konvencnim

zpusobtim nahrad poskozenych tkani ¢i organti (Aramwit et al. 2017).

Ztrata €1 poSkozeni tkdni a orgdnt se dnes nejcastéji fesi (1) transplantaci darcovského
organu ¢i tkdné lidského plivodu (allograft) nebo (2) transplantaci vlastni tkdn€, odebrané
z jiné Casti téla pacienta (autograft). Tyto pfistupy ovSem predstavuji nékolik uskali.
V ptipade¢ allografti mize dojit k odmitnuti organu imunitnim systémem piijemce a jejich
pouziti je omezeno pievahou ¢ekateldl na organ nad dérci. Autografty sice plné vylucuji
nezddouci imunitni reakci pacienta, ale celi jistym anatomickym omezenim
(O’Brien 2011). Tkanové inzenyrstvi oproti tomu nabizi feSeni zminénych limitaci,
na druhou stranu otevird fadu novych, prevazné etickych otazek (Baker et al. 2016,

Liguori et al. 2017).

Tkanové inzenyrstvi kombinuje tfi zékladni komponenty, kterymi jsou buiky, scaffold
(nosi€) a signaly, jak lze vidét na Obrazku 1 (Goh a Holmes 2017). Klasicky piistup
vSeobecné zahrnuje nasledujici kroky. Nejprve dojde k izolaci pfislusnych bungk a jejich
kultivaci in vitro za biologicky ptiznivych podminek, dokud neni dosaZeno dostatecného
mnozstvi bun¢k. Nésleduje vyroba biokompatibilniho scaffoldu a jeho osazeni buiikami.
Rist bunék lze podpofit rGznymi signaly, mezi které se tadi pouzZiti bioreaktoru
¢i ristovych faktort. Po urcité dobé dojde k implantaci materidlu do organismu. Scaffold

je ale mozné implantovat i bez piedchoziho osazeni bunkami (Chan a Leong 2008).
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Stejny piistup bude uplatnén na vlakenné tkadnové nosice vyvinuté v ramci této diplomové
prace. Vysledny dvouvrstvy vldkenny materidl se po sterilizaci umisti pfimo
na postizenou ¢ast stfeva a podpofi tak, mimo jiné, regeneraci. Nasledn¢ se material
postupné rozlozi bez vzniku nezddoucich degradacnich produktl a neni tak nutna dalsi

operace pro vyjmuti materialu.

Bunky

Tkanové inZenyrstvi

Obrazek 1: Zakladni stavebni kameny tkanového inZenyrstvi.

1.2 Scaffold

Scaffold neboli tkanovy nosi¢ je struktura, kterd biologicky 1 strukturné napodobuje

nativni mezibunéénou hmotu (ECM) a poskytuje tak buiikdm oporu pfi ristu nové tkané
(lkada 2006). Scaffold tedy nezajist'uje pouze vysledny tvar a objem nové tkang, nicméné
je nezbytné, aby podporoval i ptedavani mechanickych a molekularnich signalu mezi

buitkami (Laurencin a Nair 2008).

Na vlastnosti scaffoldu jsou tak kladeny velké pozadavky. V prvni fad¢ musi byt material
biokompatibilni, coZ znamena, Ze nesmi zplsobit jakoukoli nezddouci imunitni odezvu
organismu, kterd miZze vést k nevyzadanym komplikacim, od zpomaleni hojeni
az k odmitnuti nosice. Je velmi dulezité¢ si uvédomit, ze tkanovy nosi¢ neslouzi jako
finalni a permanentni soucast lidského téla, jako je tomu u bé&zného implantatu.
Je Zadouci, aby buiiky v lidském téle produkovaly vlastni ECM a postupné tak nahradily
implantovany scaffold. Z toho vyplyvd, Ze je nezbytné pouzivat biodegradabilni
materidly. Na degrada¢nim profilu velmi zdlezi, je nutné, aby stupen degradace
korespondoval s rastem tkané€ uvniti scaffoldu. Material také musi vykazovat vysoce
porézni strukturu s propojenymi péry, rozmér pord musi byt dostate¢ny pro migraci

bunék a efektivni zajiSténi dodavani Zivin 1 odstranéni odpadnich latek (O’Brien 2011, Li
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Wan- Ju et al. 2007). Na druhou stranu pfili§ velké poéry znesnadiiuji interakce
a komunikace mezi nosnym materidlem a buikami. Optimaln¢ by se velikost pori méla

pohybovat v rozmezi 100 az 500 um (Sun et al. 2017; Fadhil Albab et al. 2018).

Dutlezitou roli v uchyceni bun¢k hraji i povrchové vlastnosti tkaiiového nosice, jako
napiiklad sméacivost povrchu. Pfilisna hydrofobicita ale i nadmérna hydrofilicita
znesnadiuje adhezi bunék a vede tak k nedostate¢né bunécné kolonizaci scaffoldu (Tkada
2011). Bunécna adheze k povrchu scaffoldu je totiz zprostfedkovana spontanné
adsorbovanymi proteiny ECM. Mezi tyto proteiny patii naptiklad fibronektin, kolagen
¢i fibrin. Pokud je povrch scaffoldu vysoce hydrofébni, proteiny se sice adsorbuji,
ale v denaturovaném stavu a rigidni struktufe. Takova struktura zptisobi nizkou bunécnou
adhezi, jelikoZz bunécné receptory adheze (naptiklad integriny) maji zhorSeny pfistup
ke specifickym vazebnym mistim proteinti. Extrémni hydrofilicita naopak zptsobuje
slabé navazani proteint, které zprostiedkovavaji bunéénou adhezi (Bacakova et al. 2011).
Smacivost materialu lze upravit n€kolika zpiisoby povrchovych modifikaci, kterym
se podrobnéji vénuje kapitola 2.5. Zalezi také na mechanickych vlastnostech scaffoldu

a reprodukovatelnosti jeho vyroby (Bissoli a Bruschini 2018).

Existuje nckolik druht tkanovych nosici, vSeobecné je lze rozde€lit na nevldkenné
a vlakenné scaffoldy. Od toho se odviji 1 zpiisob jejich vyroby. Mezi nevlakenné nosice
se fadi hydrogely, pény a dalsi, pro jejichz vyrobu se pouzivaji metody jako vymyvani
¢astic porogenu, zpéiovani plynem, 3D tisk a dalsi (Chan a Leong 2008). Vldkenné
nosice se pak dale dé€li na tkané a netkané (Wolfova et al. 2015). Tkané vlakenné scaffoldy
se vyrabi klasickymi textilnymi metodami jako tkani ¢i pleteni a v pfipad€ vyroby
netkanych nanovlakennych vrstev se nejCastéji pouziva elektrostatické zvladkinovani
(Singh et al. 2015, Stratton et al. 2016). V ramci diplomové prace byly vyrobeny pravé

netkané nanovldkenné scaffoldy a podrobné se jim vénuje nasledujici kapitola 2.
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2 Dvouvrstvé vlakenné tkanové nosice

2.1 Uvod

Nanovldkenné materidly jsou vhodnym materidlem pro tkanové nosice, jelikoz jsou
morfologicky podobné nativni ECM, kterd se sklad4d z komplikovanych mikro a nano
struktur (Wang a Nain 2014). Vlastnosti nanovlaken jako vysoka mikro-porosita a velky
mérny povrch podporuji bunécnou adhesi, proliferaci, diferenciaci a migraci a mnoho
publikaci se tak zabyvéa optimalizaci vlastnosti nanovlakennych nosi¢i pro tkanové
inzenyrstvi (Vasita a Katti 2006). Ve snaze co nejlépe simulovat pfirozenou komplexni

strukturu tkani, néktefi autofi studuji vicevrstevné nanovlakenné nosice.

2.2 Historie vicevrstvych tkanovych nosici

V roce 2005 byla vydéana studie od autort S. Kidoaki ef al., kde byly pfedstaveny dva
nové zpusoby vyroby vicevrstvych vldkennych materidli pomoci elektrostatického
zvlaknovani. Jednalo se o (1) postupné zvlakiovani riznych polymernich roztokd,
kdy byl nejprve zvlaknén prvni polymer a teprve poté byl vyménén polymerni roztok
ve stiikacce a byla vytvofena druha nanovldkenna vrstva na stejny kolektor, a (2)

soucasné zvladknovani dvou polymernich roztokl na jeden kolektor.

Pomoci prvniho pfistupu byl vytvofen dvouvrstvy tubuldrni material, jelikoz vlakna
polymernich roztokii byla postupné¢ ukladéna na rotacni kolektor valcového tvaru. Cilem
bylo napodobit strukturu nativni cévy. Pro tyto uely byly polymerni roztoky vrstveny
v nésledujicim pofadi. Nejprve byl zvlaknén roztok polyethylenoxidu (PEO), na tuto
vrstvu byla uloZena kolagenova vlakna 1. typu a wvné&jSi vrstvu tvofila vrstva
polyurethanovych vldken. Nasledné byl tubularni scaffold manualné stazen z kolektoru.
Vlakna PEO vsak nevykazovala pfilisnou adhezi k vrstvé kolagenovych vladken a zlstala
tak uchycena na vélcovém kolektoru. Byl tak pfipraven pouze dvouvrstvy tubularni
scaffold. V ptipadé druhého ptistupu, tedy soucasného zvlakinovani dvou roztoki, autofi
pozorovali elektrostatické odpuzovani polymernich trysek v oblasti nestability a vlakna
obou polymert proto byla samovolné ukladéna v pfilisné vzdalenosti od sebe. Aby doslo
k ptekryvu vldken, roztoky byly zvlaknény na kolektor s vysokou rychlosti rotace
(Kidoaki et al. 2005).

V roce 2013 byl v publikaci od Y. Wang et al. vyroben ttivrstvy vlakenny material,
kombinujici pfednosti pfirodnich a syntetickych polymerd. Takovy material mél slouzit

jako scaffold pro regeneraci tvrdé mozkové pleny a jako alternativa k tehdej$im
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chirurgickym technikdm, pouzivanym pii uzavirani tvrdé mozkové pleny
po neurooperacich. Vysledny vlakenny material byl rovnéz vyroben jehlovym
elektrostatickym zvlakinovanim a obsahoval vnitini vrstvu kyseliny poly-mlécné (PLA)
k redukci adheze tkané, sttedni vrstvu z PLA a PCL a vnéjsi stranu tvofil kolagen a PLA
k usnadnéni regenerace tkan¢ a zlepSeni mechanickych vlastnosti. Strukturu vrstveni lze
vidét na Obrazku 2. Pro in vitro testovani byly vybrany lidské kmenové bunky a bylo
potvrzeno, ze buiniky proliferuji na obou stranach materialu. Po delsi Casovém tseku bylo
vice buné¢k nalezeno na vnéjsi vrstve a potvrdil se tak piredpoklad, Ze kombinace kolagenu
a PLA zvysSuje bunécnou proliferaci. In vivo testy byly provedeny na krali¢i tvrdé
mozkové plené a bylo shledano, ze scaffold vykazuje excelentni biokompatibilitu (Wang

etal. 2013).

vnitini strana (pfiloZena na tvrdou mozkovou plenu)

| PLA 50% PLA a 50% PCL

150 - 300 ym

80% kolagen a 20% PLA

vnéjsi strana

Obrdazek 2: Znazornéni struktury vicevrstvého scaffoldu pro nahradu tvrdé pleny
mozkové. Prevzato a prelozeno z (Wang et al. 2013).

Ve studii od P. Askari et al. (2015) bylo také pouzito jehlové elektrostatické zvlaknovani
k vyrobé ttivrstvého vlakenného materidlu, vrstveni bylo provedeno v potadi PVA, poté
PCL a nakonec opét PVA. Vrstva PCL rovnéZ obsahovala tetracyklin hydrochlorid
a vrstva PVA naopak sodnou stl fenytoinu. Studie potvrdila, Ze v porovnani
s jednovrstevnymi materidly se tato léCiva uvolnuji z materidlu pomaleji. Také
se ukazalo, ze rust a proliferace fibroblasti na tfivrstvych scaffoldech je vyssi v porovnani
se samotnou PCL vrstvou. V publikaci od autorti R.B. Trinca et al. (2017) byla vyrobena
vldkenna dvouvrstva na bazi PCL a smési chitosanu a PEO. Jednotlivé polymerni roztoky
byly zvlaknény postupné na stejny kolektor a vyslednd vrstva méla slouzit jako kryti
koZnich ran. Vrstva obsahovala PCL vldkna kvili zlepSeni mechanickych vlastnosti

scaffoldu, zatimco chitosanova vldkna primarné€ podporovala funkci hojeni rany.

Elektrostatické zvldknovani neni jedinou metodou pro vyrobu vicevrstvych scaffoldi.

Ve studii od T. Knight ez al. (2013) byla ptedstavena nova metodu pro vyrobu tubuldrnich
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tkanovych nosicli, a to sice kombinaci lisovani vrstev a vymyvani ¢astic porogenu.
Ve studii od B. Cecen et al. (2017) byl ptipraven dvouvrstvy scaffold, také bez pouziti
elektrostatického zvlaknovani. Jako nosna struktura byla pouzita pfirodni houba (lufa),
ktera byla postupn¢ ponofovana do rtiznych polymernich roztokt. Takto byly pfipraveny
dvé vrstvy, které byly slepeny fibrinovym lepidlem, jak lze vidét na Obrazku 3.
Predpokléadalo se, Ze takova struktura dobte splni pozadavky kladené na osteochondralni
scaffoldy, které musi podporovat jak IéCbu chrupavky, tak podchondrélni kosti pfimo
pod kloubovou chrupavkou. Pomoci in vitro testh byla potvrzena dobra proliferace
chondrocytti 1 osteoblasti. Také v publikaci od L. Dong et al. (2017) byl vyroben scaffold
pro kostni tkanové inzenyrstvi kombinaci 3D tisku polymeru PCL a nésledné inkorporace
chitosanového hydrogelu do struktury. Podafilo se tak sloucit vyhody obou materialt
a vytvofit scaffold s dobrymi mechanickymu vlastnostmi a zdrovenn vhodnym prostfedim

pro proliferaci bunék.

Obrazek 3: Priprava vicevrstvého tkanového scaffoldu lepenim jednotlivych vrstev
fibrinovym lepidlem. Prevzato a prelozeno z (Cecen et al. 2017).

2.3 Materialy pro pripravu vlikennych tkanovych nosic¢i

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.2, na vlastnosti scaffoldu je kladena celd fada pozadavkl
a volba vyrobniho materidlu je proto posuzovana z n¢kolik hledisek. Pro vyrobu
vlakennych scaffoldl se nejcastéji pouzivaji polymery. V odborné literatuie se polymery
pro tkénové inZenyrstvi obvykle déli na pfirodni a syntetické (Wolfova et al. 2015).
S ohledem na cile této diplomové prace a pouZzité materidly jsou zde netradi€né déleny

na hydrofilni a hydrofébni.

Mezi pouzivané hydrofilni polymery se fadi chitosan, Zelatina, kolagen, HA, PVA, PEO
a polyvinylpyrolidon. Naopak jako hydrofobni polymery Ize uvést PCL, PLA, kyselinu
poly-glykolovou (PGA) a jejich kopolymery, polyuretan a dalsi (Maitz 2015; Cortizo a
Belluzo 2017; Kumar a Han 2017).

19



2.3.1 Hydrofilni polymery
Kyselina hyaluronova je piirodni polymer s vysokou molekulovou hmotnosti, ktera
miize dosdhnout az vice nez 4-10° Da (Kwiecinski et al. 2011). Z hlediska struktury
se HA ftadi mezi linedrni polysacharidy, opakujici se monomerni jednotku tvoii
disacharid. Disacharidickou jednotku pfedstavuji dva monosacharidy, jednd se
o N-acetylglukosamin a kyselinu D-glukuronovou, které jsou spojeny

B-1,3 glykosidickou vazbou, jak lze vidét na Obrazku 4 (Stratton et al. 2016).

e HOOC
[ N\
O
HO
OH
e
| o) d.
Kyselina D-glukuronova N-acetylglukosamin

Obrazek 4: Struktura kyseliny hyaluronové. Prevzato z (Saboktakin 2011).

HA se v lidském téle nachazi jako soucast ECM, synovialnich tekutin, v oénim sklivci
akdzi (Brychta a Stanék 2014). V lidském téle je HA syntetizovana v celularni membrané
za pisobeni enzymd, které se nazyvaji hyaluronan syntazy (Siiskonen et al. 2015). Uméle
lze HA vyrobit pomoci biofermentacnich procesti bakterii Streptococcus ¢i extrakci
ze zvitecich tkéani. Existuje 1 dal$i technologie, ktera stoji na katalyze polymerizace
disacharidickych monomerti pomoci izolované hyaluronan syntazy. Tato pomérné nova
metoda vyroby by dokazala odstranit problémy, které pfinasi pouzivané HA bakterialniho
¢ zivociSného pluvodu (Boeriu et al. 2013). Naopak biodegradace HA probiha

za pusobeni nékolika druhti hyaluronidaz (Honegrova 2010).

Kyselina hyaluronova vykazuje biokompatibilitu, schopnost tvofit hydrogely, ma
viskoelastické vlastnosti a je biodegradabilni, tudiZ se nabizi jeji Siroké vyuziti
ve zdravotnictvi, dermatologii, farmacii a tkdflovém inzenyrstvi (Yoo et al. 2005, Boeriu
et al. 2013). Dermatologie vyuziva piredevsim schopnost HA hydratovat kiizi a redukovat
tvorbu jizev. Pouziva se také pro drobné augumentace, kde ale degradace HA in vivo
zkracuje vydrz vyplné€ a jedna se spiSe o doCasné zvetSeni (Brychta a Stanék 2014). Dalsi
aplikaci HA je viskosuplementace pro synovidlni tekutiny. Studie ovSem ukazaly, ze HA

velmi rychle zdegraduje a 1écba tak mé velmi maly efekt. Nicméné i nadale Ize HA
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ucinky HA, ¢imz jsou zmiriiovany bolestivé ptiznaky artrdzy (Dungl 2014).

Polyvinylalkohol patii mezi syntetické linearni polymery. PVA je biokompatibilni,
biodegradabilni a v tkdflovém inzenyrstvi 1ze vyuzit v podobé¢ vldken, hydrogeli a smési
s jinymi polymery (Alhosseini et al. 2012; Kamoun et al. 2017). Jak Ize vidét na Obrazku
5, monomerni jednotku PVA tvofi vinylalkohol. Vinylalkohol je velmi nestabilni a rychle
se rozpada. Proto se PVA vyrabi polymerizaci vinyl acetatu na poly-vinylacetat (PVAc)
a naslednou hydrolyzou. Vysledkem jsou polymery sriznym stupném hydrolyzy
v zavislosti na rozsahu reakce, které¢ se déli na plné¢ a cCasteéné hydrolyzované.
Pti ¢astecné hydrolyze je PVA tedy vzdy kopolymerem PVAc a PVA. Stupen hydrolyzy
se vyjadfuje procenty a obvykle se pohybuje v obvykle v rozmezi 80 — 99% a vice
(M. Hassan a A. Peppas 2000, Gaaz et al. 2015). Od stupné hydrolyzy se pak také odviji
dalsi vlastnosti PVA jako rozpustnost ve vod¢, viskozita, povrchové napéti a tedy

1 obtiZnost zpracovani takovych roztoki elektrostatickym zvlaknovanim (Zhou a Wang

2007).
CHy— ClH
OH
n

Obrazek 5: Struktura PVA. Prevzato z (Gaaz et al. 2015).

2.3.2 Hydrofobni polymery
Poly-¢-kaprolakton je semikrystalicky polyester, jehoz strukturu Ize vidét na Obrazku
6. Tento synteticky polymer nalezne Siroké vyuziti v tkdfilovém inZenyrstvi pro své dobré
mechanické vlastnosti, biokompatibilitu, nizky bod tidni (okolo 60°C), misitelnost
s dalSimi polymery a postupnou degradaci (Woodruff a Hutmacher 2010, Patricio et al.
2013). PCL je navic FDA (Food and Drug Administration) schvaleny, coz umoziuje
snaz$i uvedeni nového produktu na trh (Woodruff a Hutmacher 2010). Vlakenné vrstvy
z PCL se pouZivaji jako matrice pro dopravu lé¢iv, cévni ndhrady, kostni scaffoldy, koZni

kryty ran a dalSi (Mondal et al. 2016).

PCL Ize ptipravit katalytickou polymerizaci e-kaprolaktonu za otevieni kruhu. Degradace
PCL pak probih4 neenzymatickou hydrolyzou esterové vazby, a po dosazeni dostate¢né
nizké molekulové hmotnosti dojde k intracelularni degradaci fragmenti PCL (Woodruff

a Hutmacher 2010).

21



PCL je rozpustny napi. v chloroformu, dichlormethanu, benzenu, toluenu, méné poté
v acetonu a dimethylformamidu a prakticky nerozpustny v alkoholu a diethyletheru
(Woodruff a Hutmacher 2010). Jeho misitelnosti s dal§imi polymery se Casto vyuziva
v riaznych odvétvich tkanového inzenyrstvi. Jako piiklad lze uvést kostni tkanoveé
inzenyrstvi, kde je vyvijena snaha na zvySeni mechanickych vlastnosti scaffoldu.
Toho Ize odsdhnout napiiklad kombinaci PCL a poly-mlééné kyseliny (PLA)
(Patricio et al. 2013). Naopak pro kryty ran je mozné PCL misit s pfirodnimi polymery

jako je chitosan nebo Zelatina a tim dosdhnout vyssi bunécné adheze (Mondal et al. 2016).

Obrazek 6: Struktura PCL. Prevzato z (Coelho et al. 2010).
Kyselina poly-mlééna se tfadi mezi syntetick¢é polymery. PLA je biokompatibilni
a biodegradabilni alifaticky polyster s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi pro fadu
oblasti biomediciny (Barnes a Harris 2008). Jako porézni scaffold tak nalezne vyuziti
v kardiovaskularnim, kostnim, kloubnim a neurologickém tkanovém inzenyrstvi
(Santoro et al. 2016). Struktura PLA je zndzornéna na Obrazku 7. PLA se nejCastéji
ptipravuje polykondenzaci kyseliny mlécné nebo polymerizaci laktidu za otevieni kruhu
(Xiao et al. 2012). Molekula PLA je chiralni a existuje jeji L- nebo D- isomer a jejich
kombinace (Savioli Lopes et al. 2012). Nej€astéji se pouziva kyselina poly-L-mlécna
(PLLA), jelikoZ pti hydrolytické degradaci esterovych vazeb vzniké kyselina L-mlé¢na,

ktera se ptirozené vyskytuje v lidském téle (Barnes a Harris 2008).

Logel

Obrazek 7: Struktura PLA. Prevzato z (Ghanbarzadeh a Almasi 2013).

2.4 Proces vyroby — Elektrostatické zvlaknovani

Nanovladkenné scaffoldy pro tkanové inZenyrstvi lze vyrobit pomoci n€kolika metod.
Jednd se o elektrostatické zvlakiovani, dlouZeni (drawing), fazovou separaci
a samoorganizaci. Elektrostatické zvlaknovani je nejpouzivanéjSim piistupem. Kromé

vzrustajictho z4jmu o nanotechnologie v poslednich dvaceti letech je divodem
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ekonomickd vyhodnost procesu, jednoduchd obsluha zafizeni a variabilita procesu.
Zménou vzdalenosti elektrod, korigovanim pouzitého napéti, misenim zvlédkiovacich
roztokli a dalSich parametrii je mozné dosdhnout morfologicky rtiznych vlakennych
scaffoldli. Lze takto zvlaknit fadu syntetickych i pfirodnich polymera a jejich smési.
Navic na trhu jsou dostupné rizné aparatury pro laboratorni vyzkum, ale i stroje

pro primyslovou vyrobu. (Li Wan- Ju et al. 2007)

2.4.1 Princip elektrostatického zvlaknovani
Aparatura pro laboratorni elektrostatické zvlaknovani se sklada ze tii zakladnich
komponent, a to sice zdroje vysokého napéti, zvlakinovaci elektrody a kolektoru
(Garg a Bowlin 2011). Jehlova aparatura pro laboratorni vyuziti je zachycena na Obrazku
8. Proces tvorby vldken zacind ptivedenim vysokého elektrického napéti na zvldknovaci
elektrodu a tim vytvorenim elektrostatického pole mezi onou elektrodou a kolektorem,
ktery je uzemnén nebo opacné nabit. Zvlaknovaci elektroda pro laboratorni vyuziti Casto
byva jehla, do které je z injekeni stiikacky davkovan polymerni roztok, a na konci jehly
je tvotena kapka polymerniho roztoku. Vlivem vnéjsiho elektrického pole dojde k indukci
naboje na povrchu polymerni kapky. Tento naboj je stejné polarity jako vysokonapétovy
zdroj a tim padem je piitahovan ke kolektoru. Castice stejného naboje se vzajemnd
odpuzuji, zdrovenn se ale kapalina snazi drzet svlj tvar diky povrchovému napéti.
V disledku dojde k deformaci polokulovitého tvaru kapky na konci jehly do konického
tvaru. Pfi dalSim zvySovani intenzity pole dojde k dosazeni tvz. kritického napéti,
pii kterém je prekonano napéti povrchové, a z Taylorova kuZele se zacne tvofit proud
roztoku, ktery mifi k oblasti niz§iho potenciilu (kolektor). Proud roztoku nasledné
prochazi stabilni a nestabilni fazi. V ramci bicujici nestability dochazi k dlouZeni, uZeni
a rapidnimu odpatovani rozpoustédla. Na kolektor pak idealné dopadaji sucha vlakna

(Huang et al. 2003; Li Wan-Ju et al. 2007).
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Obrazek 8: Aparatura pro elektrostatické zvlaknovani z jehly. Prevzato z (Zagho a
Elzatahry 2016).

Pro primyslovou vyrobu nanovlakennych vrstev se casto vyuzivd technologie
Nanospider™, kterd byla vyvinuta profesorem Jirsiékem et al. z Technické univerzity
v Liberci v roce 2003. Zvlakiiovaci elektrodou v Nanospider™ je struna, na kterou je
z uzaviené nadrZe natiran polymerni roztok. Vlivem elektrostatického pole se na celém
povrchu tenké struny formuji Taylorovy kuzele a zvlédknovani je tak daleko
produktivnéjsi, nez pii pouziti samostatné jehly. Vysledna vldkenné vrstva je ukladana
na netkanou textilii, tvz. spunbond, kterd je pfevijena dle nastavené rychlosti.
Pti spravném nastaveni vzdalenosti mezi elektrodami a dalSich parametrti dopadaji na

spunbond suché nanovlakna (Yalcinkaya 2016).

2.4.2 Parametry elektrostatického zvlaknovani
Pti elektrostatickém zvldknovani je nutné korigovat hned n€kolik opera¢nich podminek,
které maji zasadni vliv na vyslednou morfologii vlaken. Tyto parametry lze rozd¢lit
do tii zakladnich skupin, kterymi jsou vlastnosti polymerniho roztoku, procesni

parametry a okolni podminky.

Mezi dilezité vlastnosti polymerniho roztoku patii koncentrace, viskozita, vodivost
a povrchové napéti. Viskozita je pfimo Umérné zavisld na koncentraci roztoku.
Vseobecnou piekazkou pii zvlakiiovani vysokomolekularnich biopolymert je vysoka
viskozita, ktera znemozZiuje tvorbu vlaken. Roztoky lze pak zpracovat elektrostatickym
zvlakinovanim pouze pii nizkych koncentracich. Na druhou stranu, pfiliSné snizeni
koncentrace vede spiSe k elektrostatickému rozprasovani (electrospraying) (Wei 2012;
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Brenner et al. 2012). Elektrickd vodivost je dal$i z dilezitych vlastnosti roztoku.
Se zvysujici se elektrickou vodivosti je snizovan pramér vlaken a tvofena uniformni sit’
nanovlaken. Protoze vétSina biodegradabilnich polymerii nenese naboj, elektricka
vodivost se zvySuje pomoci vhodnych rozpoustédél. Pro PCL se tak pouziva naptiklad
N,N-dimethylformamid (DMF), ktery ma vysokou dielektrickou konstantu
(Li Wan- Ju et al. 2007). Pro zvySeni vodivosti se do zvlaknovacich roztoki pridavaji
soli (Qin et al. 2006). Ve studii od Zhang et al. (2005) bylo pozorovéano zvyseni vodivosti
roztoki PVA a snizeni primért vlaken po piidani NaCl. Také vysokd hodnota
povrchového napéti znesnadiiuje tvorbu vldken. Povrchové napéti lze ovliviiovat
ptidavkem surfaktantl jako naptiklad TRITON-X 100, ktery je ovSem toxicky a je nutné

zvazit riziko jeho pfitomnosti v nanovlaknech (Kalarikkal et al. 2016).

Mezi procesni parametry patii predevsim velikost napéti, vzdalenost mezi elektrodami
a rychlost davkovani roztoku. Velikost napéti je stéZejni pro cely proces zvlaknovani.
Napéti musi byt dostateéné vysoké, aby doslo k tvorbé Taylorova kuzelu a polymernich
trysek. Efekt aplikovaného napéti na primér vldken je kontroverzni. Byla zvefejnéna
studie od Beachley a Wen (2009), ve které je patrné snizeni priméru vlaken PCL pfi
zvySujicim se napéti. Na druhou stranu, v publikaci autord S. Huan et al. (2015) byl
pozorovan zvySujici se prumér vldken polystyrenu pii zvySujicim se napéti.
Také vzdalenost mezi elektrodami je nutné vhodné nastavit, aby doSlo k odpateni

rozpoustédel a vznikala sucha vlédkna.

Cely proces je ovlivnén také okolnimi podminkami, jako jsou okolni teplota, vlhkost
a dal$i. Zvlasté u vodnych roztokl biopolymerti je ale nutné, aby okolni vlhkost nebyla
vysoka. Pti piiliSné vlhkosti nedojde k odpateni rozpoustédla. Ve ¢lanku od Um et al.
(2004) bylo zajisténo dostatecné odpafovani pomoci metody electroblowing, coz je
modifikace klasické aparatury pro elektrostatické zvlaknovani. Pfi tomto zpracovani
nanovldken proudi vzduch okolo elektrody, ze které se zvldknuje polymerni roztok,
a proud vzduchu tak wurychluje vypafovani rozpousStédla. Pomoci tpravy
rozpous$tédlového systému, molekulové hmotnosti HA a modifikaci aparatury se tak

podafilo pfipravit nanovldkennou vrstvu HA, kterd je jinak obtizné zvlaknitelna.

2.5 Povrchové modifikace vlakennych vrstev

Pro dosazeni adekvatni interakce mezi tkanovym nosi¢em a bunikami jsou kliCové

povrchové vlastnosti scaffoldu. Biodegradabilni polyestery jako PCL, PLA, PGA a jejich
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kopolymery jsou sice hojné pouzivané v tkdnovém inzenyrstvi pro svou biokompatibilitu,
biodegradabilitu a mechanické vlastnosti. Nicméné jejich nizkd smacivost a hydrofobicita
muze tvorit pfekazku v dostatecné bunécné kolonizaci. Nejen z téchto diivodi se zplisoby
povchovych tUprav vladkennych vrstev v poslednich letech tési velké pozornosti
(Rigogliuso et al. 2012; Janvikul et al. 2013). Metody povrchovych uprav lze rozdélit
do dvou zékladnich skupin, jedna se o (1) fyzikdlni modifikace, do kterych patii
vysoko-teplotni upravy a vysoko-energetické iradiacni procesy jako plazmaticka uprava
¢1 vystaveni gamma a UV zéfeni, a (2) chemické modifikace, jako naptiklad chemické
depozice z plynné faze nebo chemické povrchové upravy za mokra (Drioli et al. 2017,

Kimetal 2018).

2.5.1 Plazmaticka uprava nanovliakennych vrstev
Plazmaticka uprava nanovlédken je hojné¢ pouzivanou metodou. Vyhody povrchovych
uprav nanovlaken pomoci plazmatu tkvi ve vSestranosti, jelikoz do vlakennych struktur
lze zavést rizné funkéni skupiny v zdvislosti na parametrech plazmatickych procest
(Chen a Su 2011). Navic je mozné modifikovat povrch vldken bez ovlivnéni bulkovych
vlastnosti (Martins et al. 2009). Uprava plazmatem také nevyzaduje ptitomnost zadnych
toxickych rozpoustédél a v odborné literatute je zaznamenano nékolik pfipad pouziti
plazmatu pro biomedicinu, at’ uz se jedna o zlepSeni biokompatibility, zvySeni smacivosti
polyesterovych scaffoldi, ¢i vytvotfeni funkénich skupin pro pfipojeni dal§ich molekul,
naptiklad 1éCiv (Valence et al. 2013; Liu et al. 2014). Plazmaticka Gprava tak otevird nové
moznosti biokompatibilni upravy vlakennych scaffold, avSak tato metoda ma 1 jisté
nevyhody. Jedna se napiiklad o obtiznou reprodukovatelnost, kdy operacni parametry
jako pratok plynu, tlak vakua, pouzité napéti nemusi nutné vést k depozici stejného
mnozstvi fukénich skupin na povrch scaffoldu. Optimélni procesni parametry také musi

byt samostatné nalezeny pro kazdé zatizeni a metodu modifikace (Sarmadi 2013).

Plazma je castecné ionizovany plyn, ktery se skladd elektrond, iontl, radikalt
a neutralnich atomu a molekul. Plazma vznika tak, Ze neutralnimu (zasobnimu) plynu je
dodavana energie. DostateCny piisun energie pro generovani a udrzeni plasmy je nutné
udrzet po celou dobu procesu a vhodnych zdroji existuje hned nékolik. Jednim
z nejpouzivanéjSich pfistupi pro technologické aplikace je pouziti elektrického pole.
Jinymi slovy, volné elektrony v neutrdlnim plynu jsou pomoci elektrického pole
urychlovany na energie dostate¢né k ionizaci. lonizace nastava, kdyz dojde ke srazkdm

elektront s dostatecnou energii s neutrdlnimi atomy a molekulami zasobniho plynu
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(Conrads a Schmidt 2000; Bittencourt 2004, Fridman a Kennedy 2012). Do pouzivanych
zasobnich plynii patfi kyslik (O2), vodni para, fluorid sirovy (SF¢), chlorid titanicity
(TiCls), amoniak (NH3), dusik (Nz), oxid uhli¢ity (CO»), tetrafluormethan (CF4), argon
(Ar) a dalsi. Na povrch materidlu lze tak navazat karbonylové (v ptipadé CO»),
hydroxylové (v ptipadé¢ O2 a vodni pary) a aminové nebo amidové funkéni skupiny
(v ptipadé NH3 nebo N») (Fridman 2008, Drioli et al. 2017). Na Obr. 9 je znazornéna

interakce Castic plazmatu s nanovlakennym povrchem, kterd vede ke zméné vlastnosti.

@
® @ . ,
| ——— povrch nanovlakenné vrstvy

@ o ©
® O\ ® / / aktivni ¢astice v plazmatu
\ [ ® (ionty, elektrony, radikaly)
® o

Obrazek 9: Interakce castic plazmatu s nanovlakennym povrchem.

Plazma se déli na tvz. studené a horké. V horkém plazmatu je teplota elektronti, atomt
a molekul extrémné vysoka a blizi se tepelné rovnovaze. Pti téchto podminkéach jsou
molekuly prakticky ionizované. Naopak v pfipadé studeného plazmatu maji vysokou
teplotu pouze elektrony, zatimco ionty setrvavaji pii pokojové teploté a pouze maly podil
molekul plynu je ionizovéno. Studené plazma je tak vhodné pouzivat i pro polymerni
a textilni povrchy, které jsou citlivé na vysoké teploty, pii kterych degraduji

(Muthu 2014).

V zavislosti na druhu reaktivniho plynu, teploté€ a délce procesu lze plazmatickou Gpravou
vytvofit vice hydrofilni, ale i hydrofobni povrch. V této diplomové praci byla povrchova
uprava studenym plazmatem pouzita pro modifikaci hydrofilnich stran dvouvrstvych
vlakennych nosictl, to znamena pro PVA a HA vldkna. Takova povrchova tprava mize
vést ke zvySeni hydrofobicity a pfipadné zesiténi vodorozpustnych polymeri. Tento

pfistup je pomérné novy a existuje pouze n€kolik publikaci vénujici se této problematice.

Polymer HA se sit'uje pro vytvofeni ve vodé nerozpustné HA, zpomaleni hydrolytické
degradace, kterd v lidském téle nastava rychle, a pfipadné i zlepSeni mechanickych
vlastnosti (Tomihata a lkada 1997; Fan et al. 2014). HA lze béZzné& sitovat za pfidani
riznych  chemickych aditiv  jako glutaraldehyd, divinyl sulfon, glyoxal
a butandiol-diglycidyl ether, nebo pomoci UV zateni (Khunmanee et al. 2017). Sitovani

PVA se také vénuje fada studii, 1ze tak provést za ptitomnosti ¢inidla glutaraldehydu,
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chemickou reakci s glyoxalem nebo s boraty ¢i vystavenim UV zafeni
(Kamoun et al. 2017). AvSak chemicka sitovaci ¢inidla mohou ptisobit cytotoxicky a neni
tak vhodné vysledné vrstvy pouzivat pro ucely biomediciny (Liguori et al. 2016).

Plazmaticka uprava oproti tomu nabizi novou metodu sitovani bez chemickych aditiv.

Bylo vydano nékolik ¢lankd, které se vénuji sitovani jinych polysacharidi za vyuziti
plazmatu. Ve studii od Molina et al. (2014) byla piedstavena nova metoda pfipravy
zesitovanych hydrogeli polysacharidu chitosanu. Jako metoda pro uspésné sitovani byla
zvolena atmosféricka plasma s dielektrickym bariérovym vybojem (DBD). Chemicka
struktura chitosanu pfitom nebyla zménéna. V roce 2015 byla vydén ¢lanek od A. Liguori
et al., ve kterém byla poprvé zesitovana vlakna polysacharidu pullulanu za pouziti
atmosférického plazmatu s DBD. Podafilo se tak vytvofit ve vodé nerozpustnou
vlakennou vrstvu bez zmény morfologie ¢i prumér vlaken. Efektivita byla zkoumana
ponofenim naplasmovanych vzorkt do destilované vody (DIW) a naslednym potizenim
SEM snimkii. Zmény v chemické struktutfe pullulanu pak byly vyhodnoceny pomoci
infraCerveného spektrometru s Fourierovou transformaci s technickou zeslabeného
uplného odrazu (ATR-FTIR), kde se ukédzal pokles hydroxylovych skupin
(Liguori et al. 2015). Podobny pfistup byl uspésné aplikovan i v dalsi studii
od Liguori et al. (2016), kde bylo znovu aplikovano atmosférické plazma s DBD
na elektrostaticky zvlaknény polyssacharid, konkrétné Zelatinu. Podobné& lze upravovat
1 PVA povrchy a obdobnych vysledki bylo dosazeno napiiklad ve studii od A. Thongpud
et al. (2008), kde se podaftilo vytvotit hydrofobni povrch PVA vldken pomoci plazmatu

se zasobnim plynem SFe.

2.5.2 Méieni smacivosti materialu pomoci kontaktniho ihlu
Mira sméacivosti tkanovych nosict je velice dilezitym parametrem. Smacivost vyjadiuje,
jak tekutina adheruje k povrchu materidlu, pfimo souvisi s porchovou energii a lze
ji kvantifikovat pomoci méfeni kontaktniho tthlu (Menzies a Jones 2010). Kontaktni tthel
vyjadiuje chovani kapky tekutiny na povrchu materidlu. Jak Ize vidét na Obrazku 10,
kontaktni thel 0 je definovan jako uhel, ktery svira te€na k povrchu kapaliny
(vedena v bodé kontaktu se vSemi tfemi fazemi) a povrch materidlu (Zhao a Jiang 2018).
Pokud je kontaktni thel mensi nez 90°, znamend to, ze adhezni sily mezi kapalinou
a materidlem jsou vys$i neZ kohezni sily mezi molekulami kapaliny. Materiadl ma vysokou
povrchovou energii, povrch je smacivy a kapalina se po ném rozprostie. Naopak thel

vy$$i nez 90° znaci, Ze kohezni sily mezi molekulami vody nebyly piekonany silami
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adheznimi. Jinymi slovy, material mé nizkou povrchovou energii, jedna se o nesmacivy
povrch a kapalina se snazi minimalizovat kontakt, takze zilstane ve tvaru kapky
(von Fraunhofer 2012, Bracco a Holst 2013). Pokud byla jako testovaci kapalina pouzita
voda, povrchy se pak znaci jako hydrofilni (6 <90°) nebo hydrofobni (6 >90°)
(Law 2014).

6 <90° 8 =90° 8 > 90°
T :
- eﬁ Ysv " |
Ysl

Obrazek 10: Znazornéni kontaktnich uhlu, které déli materialy na
smacive (60 <90°) a nesmacivé (6 >90°). Prevzato z (Bracco a Holst 2013).

Existuje nékolik metod métfeni kontaktniho uhlu, které lze rozdélit do dvou zakladnich
skupin. Jedna se o ptimé optické metody a neptimé silové metody (Bracco a Holst 201 3).
Mezi ptimé optické metody se fadi metoda sedici kapky a metoda ptisedlé bubliny,
pfi kterych je kontaktni thel vyhodnocen pomoci obrazové analyzy. Naopak mezi
nepiimé silové metody patii napt. Wilhelmyho metoda, pii které se do kapaliny ponoii
materidl ve tvaru rovné destiCky. Pomoci citlivych vah je pak méfena sila potiebna

k vyvézeni desti¢ky (Bartovskd a Siskova 2005; Grulich 2015).

NejpouZivangjsi laboratorni metodou je metoda piisedlé kapky. I pfi této metodé existuji
dva zpusoby, jak zméfit kontaktni uhel, a to sice statickd a dynamickd metoda
(viz Obrazek 11). Pfi statické metod¢ je na rovny vodorovny povrch materidlu pipetou
nadavkovéna kapka (n€kolik mikrolitri). Nasledn€ je sniman profil kapky na povrchu
a vypocten kontaktni uhel pomoci goniometru (Bracco a Holst 2013). Pokud takova
analyza neni dostatecnd, lze vyuZzit i dynamické metody, pii kterém je manudlné

zasahovano do objemu nadavkované kapky na povrchu (Korhonen et al. 2013).
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Pii dynamickém méfeni mize byt objem kapaliny zvétSovan ¢i zmenSovan. Pfi
zvétSovani objemu kapaliny je méfen nejvétsi mozny kontaktni uhel bez zvyseni
mezifazové oblasti mezi kapalinou a povrchem, tedy tvz. postupujici (advancing) thel.
Naopak pfi zmenSovani objemu je urcen tvz. ustupujici (receding) uhel, coz je nejmensi
mozny kontaktni thel bez snizeni mezifazové oblasti mezi kapkou a materidlem

(Bandyopadhyay a Bose 2013).

a) b)

- — — —
- - - -
-— — — -—

Obrazek 11: Statické (a) a dynamické mereni kontaktniho uhlu (b). Pri dynamickém
méreni lze méFit postupujici (advancing) a ustupujici (receding) kontaktni uhel.(Bracco
a Holst 2013)
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3 Strevni anastomozy

3.1 Uvod do problematiky

Chirurgickd anastoméza je uméle vytvorené spojeni mezi dvéma dutymi organy.
Pti chirurgickém zdkroku v oblasti gastrointestinalniho traktu se postizena cast traktu
odstrani. Oba konce trubice se nasledné spoji tvz. anastomozou (Zachova 2010).
Pro uspésny priibéh hojeni je nutné dodrzet nékolik zasadnich podminek pti zakladani
chirurgického spojeni. Jedna se o nasledujici body: (A) oba konce trubice musi byt
spojeny bez tahu, (B) oba konce trubice musi dobte pfiléhat, (C) oba okraje musi
1 po spojeni vykazovat dostatecné krevni zasobeni, (D) spojeni nesmi branit normalni
funkci traviciho traktu a zptisobovat poruchy stfevni pasaze (Mortensen a Ashraf 2008,
Goulder 2012). Zaroven nesmi dochazet k prosakovani obsahu stiev skrze anastomodzu,

netésnost této chirurgické spojky mize vést az k umrti pacienta (Shein a Rogers 2011).

Nejcastéjsi techniky tvorby chirurgické anastomézy jsou dva a to sice 1) rucni Siti a 2)
pouziti staplerti (Yao et al. 2016). Volba jedné z technik zalezi spiSe na preferencich
chirurga a zvyklostech pracovist¢. Randomizované studie neukazaly vétsi vyskyt
netésnosti anastomdzy v piipade pouziti jedné ¢i druhé techniky (Chen 2012). V ptipadé
rucniho $iti se pouzivaji syntetické nevstiebatelné a hlavné vstiebatelné materialy. Ideédlni
Sici materidl je takovy, ktery nezptisobuje nezddouci imunologickou odezvu a zaroven
poskytuje dostatecnou mechanickou pevnost. Mezi Casto pouzivané materidly patii
Monosyn® (B. Braun), polyglaktin 910 (napf. Vicryl), polydioxanon a hedvabi (Chen
2012; Blazej et al. 2015). Druhd moZnost, pouziti staplerti, je znama jiz ptes 100 let, av§ak
Castému vyuziti se t€8i az s ptichodem modernich pfistrojii s velmi nizkym vyskytem
technickych problémt a snazs$i manipulaci (Mortensen a Ashraf 2008). Tyto pfistroje
ruznych typl a velikosti obsahuji sterilizované svorky, pomoci kterych jsou uzavieny
rany ¢i chirurgické incize. Staplery ptedstavuji rychlou metodu spojeni tkani a tim pAdem
1 kratSi dobu anestezie. Tkan neni tolik poSkozena jako pfi rucnim §iti, na druhou stranu
je nutné stapler precizné umistit, chybné spojeni tkdn¢ pomoci svorek je v porovnani
se Sici technikou komplikovanéj$i na opravu (4ssociation of Surgical Technologists
2016). Pro stievni anastomozy se pouzivaji tfi druhy staplert v zavislosti na typu zaloZeni

anastomozy (Mortensen a Ashraf 2008).
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Hlavni typy zaloZeni anastom6z existuji tfi. Jedna se o (a) end to end — oba konce k sobé
(b) end to side — koncem ke strané, a (c) side to side — stranou k strané. Tyto techniky

vytvofeni anastomozy jsou znazornény na Obrazku 12.

Obrazek 12: Moznosti zaloZeni stFevnich anastomoz. a) End-to-end anastomoza mezi
segmenty tenkeho stieva. b) End-to-side anastomoza mezi dva segmenty tenkého streva.
¢) Side-to-side anastomoza mezi tenkym a tlustym strevem. Prevzato z
(Gerardo Terrone et al. 2011).

V poslednich letech se objevilo nékolik publikaci, které se zabyvaji vyvojem novych
metod uzavirani intestindlnich anastomoéz. Pozornost je kladena predevS§im na spojovani
koncti stieva pomoci tkanovych lepidel. Tkanova lepidla jsou dostupnd na bazi
kyanoakrylatt, glutaraldehydu, fibrinu a polyethylenoxidovych hydrogeld. Kazdy
z téchto druhl ptipravkii ma vSak jist¢ nevyhody, at’ uz se jedna o vysokou cenu,
komplikovanou pfipravu nebo riziko toxicity vici tkanim (Behrens Adam M. et al. 20135).
Byla zvetejnéna studie od autora T. Nordentoft (2015), vénujici se vlakenné kolagenoveé
naplasti, kterd slouzila jako matrice pro fibrinové lepidlo. Tento produkt je znadmy
pod obchodnim nazvem TachoSil®. Studie ukazala, ze uzavirdni stievnich anastomo6z
pomoci TachoSil® je bezpecné, nicméne efekt 1éCeni a zabranéni komplikaci nebyl
pozorovan (Nordentoft 2015). Pro sniZeni krvaceni a redukci anastomotického leaku
po pouziti staplerti existuje na trhu produkt s ndzvem Gore® Seamguard®. Tento
synteticky porézni material je vyroben z PGA a trimethyl-karbonatu. V klinickych testech
byla testovana pouze fibrinova lepidla a Gore® Seamguard®, v nejvétsich
randomizovanych studiich se v§ak neprokéazal pokles v incidenci anastomotického leaku
(Boersema et al. 2017). Nanovlakenné materidly se v klinické praxi zatim nevyuZivaji.

Na Obr. 13 je zachycena Cast tenkého stieva prasete s vldkennych materidlem. Jedna se
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o PCL vlakennou vrstvu, kterou je obaleno misto, kde byla provedena anastomdza.
Fotografie byla potfizena béhem prvotnich in vivo testil, provedenych v Biomedicinském
centru v Plzni. Implantované vlakenné materialy byly vyrobené na Technické univerzité

v Liberci na zatizeni Nanospider™.

Obrazek 13: Viakenny PCL nosic prekryva chirurgickou anastomozu, ktera byla
vytvorena na tenkém stievé prasete.

3.2 Pooperacni komplikace stievnich anastoméz

Od prvniho provedeni gastrointestindlni anastomézy probéhlo jiz zhruba 200 let.
Od té doby je vyvijeno usili zlepsit operacni techniky a hlavné minimalizovat pooperac¢ni
komplikace. 1 pfes rostouci znalost problematiky a existenci kvalitnich néstroji
pro vytvofeni anastomoéz stale dochdzi k selhani téchto uméle vytvofenych chirurgickych
spojek (Betzold a Laryea 2014; Thomas a Margolin 2016). Takova selhani vedou
k akutnim i dlouhodobym zdravotnim problémtim. Nejcastéjsi problémy zahrnuji infekci
vrané, krvaceni, leak zanastomézy, zUzeni stfevni trubice az neprichodnost

(Kirchhoff et al. 2010; Umanskiy a Hyman 2016).

Jednou znejobavangjSich komplikaci je pravé netésnost anastomoézy, ktera vede
k tvz. leaku stfevniho obsahu skrze anastomézu (viz Obrazek 14). Tato zdvazna
komplikace signifikantn¢ zvySuje pooperacni mortalitu a morbiditu (Gessler et al. 2017).
Pti 1écbe je klicova vEasna detekce leaku, kterd ovSem stdle zistava obtiznym tkolem
kvali riznym klinickym projevim (Popescu et al. 2017). VSeobecné naznacuji
anastomoticky leak pfiznaky pacienta jako agonizujici bolest bficha, vysokd horecka,
tachykardie (Hyman et al. 2007). Zpozdéna detekce vSak prispiva k rozsifené
kontaminaci dutiny biiSni a sepsi. Sepse je charakterizovana jako reakce organismu

na mikrobidlni infekci. Mize se vyvinout az do septického Soku a selhani organda,
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coz vede ke smrti pacienta (Polat et al. 2017). Existuje n¢kolik faktort ovliviiujici vznik
leaku. Patii mezi né€ stav pacienta, vzdalenost anastomdzy od konecniku, pti¢emz nejhife
se hoji spojeni tlustého stieva a nejnizsi casti konecniku, zkuSenosti operatéra a dalsi.
Mezi riskantni faktory patii diabetes, koufeni, kardiovaskularni onemocnéni, anémie,
vysoky veék, obezita, predeslé absolvovani chemoterapie nebo radioterapie a medikace,

zejména imunosupresivni 1é¢iva (Chen 2012; Mcdermott et al. 2016).

stfevni anastomoza

anastomoticky leak

Obrazek 14: Anastomoticky leak v dutiné brisni (Rowe 2018).
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PRAKTICKA CAST

V ramci praktické casti diplomové prace byly vyrobeny dva dvouvrstvé vldkenné
materialy, které byly nasledné podrobeny povrchové tpravée. Prakticka ¢ast se tak sklada
ze tii stézejnich kapitol, kterymi jsou (a) Experiment 1 — Dvouvrstvy vldkenny material
PVA/PCL, (b) Experiment 2 — Dvouvrstvy vldkenny material HA/PCL a (c) Experiment
3 — Povrchova Uprava hydrofilnich stran dvouvrstvych vldkennych materidli pomoci

plazmatického procesu.

Vysledky jsou pak uvedeny u kazdé kapitoly a nasledné diskutovany. Pro lepsi
prehlednost bylo vytvofeno schéma na Obrazku 15, které vyjadfuje jednotlivé zasadni

kroky, které byly provedeny v rdmci experimentalni ¢asti.
Surové polymery Zvldknovaci roztoky  Méreni viastnosti roztoku

‘ ::>/! ! — Viskozita —>

"1 Povrchové napéti

R g
‘--.._,.'-'
Elektrostaticke vidkiovani Charakteristika materialu

o Skenovaci elektronova mikroskopie

o Meéfeni kontaktniho thlu

) o Méfeni adheze =

o Pfipadné in vitro testy

Plazmaticka uprava
hydrofilnich stran

Charakteristika materialu

) ) ® . o Skenovaci elektronova mikroskopie
5 ,
\® *\ o ®// = o Méfeni kontaktniho ihlu
® L4
o, _o° o Mgfeni adheze
)

@ .
_ o Ivirotesty

Obrazek 15: Schéma jednotlivych krokii pri vyrobé dvouvrstvych vidkennych materialii.
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4 Experiment 1 — Dvouvrstvy vlakenny material
polyvinylalkohol/poly-¢-kaprolakton
4.1 Metody

4.1.1 Priprava polymernich roztoki
Byl ptipraven 12% w/w vodny roztok PVA, a to sice fedénim 16% PVA Sloviol R
My, 130,000 g/mol, 88% hydrolyzy, Novacké chemické zéavody, a.s.).
Poly-ge-kaprolakton (My 43,000 g/mol, Polysciences) byl rozpustén v rozpoustédlovém
systému chloroform (Penta)/kyselina octovd (Penta)/ethanol (Penta) 8/1/1 (v/v/v).
Koncentrace PCL v rozpoustédlovém systému €inila 16% w/w. Takto pfipravené roztoky

byly za stalého michani rozpoustény po dobu 24 hodin a ihned zvladknény.

4.1.2 Meéfeni vlastnosti zvlakinovacich roztoki
Viskozita byla méfena pii konstantnich otackach na rotaénim viskozimetru HAAKE™
Roto Visco™ 1 od firmy ThermoFisher. Méfeni bylo provedeno pii konstantni smykové
rychlosti 400 s'. Davkované mnoZstvi polymernich roztokéi pro méfeni bylo vzdy
300 pl. Méfeni bylo opakovano tiikrat pro kazdy roztok a byl vypocten priameér

a smérodatna odchylka.

Povrchové napéti bylo ur¢eno pomoci pfistroje PocketDyne od firmy Kriiss. Tento
pfistroj méfi maximalni tlak, ktery je potiebny k vytlaceni bubliny =z kapildry
do méteného roztoku. Naméteny tlak je pfimo umérny povrchovému napéti roztoku, které
pfistroj vypocitd. Méfeni bylo provedeno desetkrat pro kazdy roztok a z naméfenych dat

byl vypocten primér a smérodatnd odchylka.

4.1.3 Elektrostatické zvlaknovani
Elektrostatické zvlakiiovani bylo provedeno na piistroji Nanospider™ typu NS
IWS500U od firmy Elmarco, zvlaknovaci elektrodou byla struna, na kterou byl nanaSen
roztok ze zasobniku s pravlakem o priméru 0,6 mm. Roztoky byly zvlaknény postupné,
tedy nejprve byl zpracovan jeden polymerni roztok a nasledné byl vyménén obsah
zasobniku za druhy polymer. Byly ovéfeny oba zptisoby vrstveni, nejprve byla ukladana
na spunbond vldkna PVA a poté vlakna PCL. Ve druhém experimentu bylo postupovano

v opaéném potadi. Parametry zvldknovani jsou vypsany v Tabulce 1.

36



Tabulka 1: Parametry zvlakiovani roztokii PVA a PCL na Nanospider™.

PVA PCL
Napéti na struné [kV] 47,4 kV 46,1 kV
Napéti na kolektoru [kV] - 10,3 kV - 10,4 kV
Vzdalenost elektrod [cm] 15,9 cm 18,4 cm
Odtah substratu [mm/min] 14 — 15 mm/min 15 — 17 mm/min
Rychlost cartridge [mm/s] 133,8 mm/s 133,8 mm/s
Teplota [°C] 23°C 23°C
Vhlkost [%] 42 —43% 42 —43%

4.1.4 Skenovaci elektronova mikroskopie
Snimky morfologie vldkennych vrstev byly pofizeny na skenovacim elektronovém
mikroskopu TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe. Pro zvySeni vodivosti byly vzorky
pozlaceny 7 nm vrstvou zlata na pfistroji Q150ES of firmy Quorum Technologies.
Snimky byly pofizeny v riznych zvétSenich, aby byla umoznéna dostatecnd morfologicka
charakteristika vrstev. Priméry vldken byly méfeni v programu NIS Elements
od spolecnosti Laboratory Imaging s.r.o. . Bylo zméfeno 100 priméri na snimcich
se zvétSenim 5000x. Vysledky pramérd jsou tak vzdy uvedeny ve tvaru

priamér + smérodatna odchylka.

4.1.5 Meéreni kontaktnich ihlua
Kontaktni uhly vlakennych vrstev byly uréeny pomoci pfistroje See System 6.2 od firmy
Advex Instruments. Vrstva byla nalepena na laboratorni sklicko pomoci oboustranné
lepici pasky a umisténa na posuvny stolek. Nasledné bylo pipetou naddvkovano 6 ul DIW
na vrstvu a pomoci CCD kamery pak byly nasnimany fotografie kapky na vrstvé. Pokud
byl materidl hydrofilni a kapka se vsakovala, bylo vsakovani natoCeno a kontaktni thel
byl méfen v prvni vtefiné po dosednuti kapky na povrch. Na kazdé stran¢ materialu bylo

naméfeno 10 hodnot, ze kterych byl spo¢ten primér a smérodatna odchylka.

4.1.6 Meéreni adheze
Adheze dvouvrstvy byla vyjadiena jako kritickda sila, ptfi které dojde k odtrzeni
jednotlivych vrstev. Sila byla méfena pomoci pruzinového siloméru s rozsahem 5 N.
Vzorek dvouvrstvy o velikosti 1,5 cm x 2 cm, byl pomoci oboustranné lepici pasky
pfipevnén PVA vldkennou stranou na rovny pevny povrch a naopak na PCL vladkenné
stran€ byl uchycen k rovné podlozce, ktera byla zavéSena na pruzinovy silomér. Nasledné
byla manualné zvySovana tahova sila, zatéz byla vytvarena kolmo na rovinu upevnéni.

Pribeh byl natdcen pomoci videokamery. Ze zpomaleného zaznamu pak byla ur¢ena
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kritickd hodnota, pfi které doslo k odtrzeni vrstev. Od vysledné sily bylo odecteno
zatizeni, které bylo zplisobeno zavésenim podlozky na silomér. Méteni bylo opakovano
5x a vysledek je proto vyjadien jako primér = smérodatnd odchylka. Odd¢€lené vrstvy
byly dale charakterizovany pomoci SEM (TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe), aby doslo

k ovéfeni, zda dochézi k uplnému rozdéleni vrstev PVA a PCL.

4.1.7 Bunécné in vitro testy

Kultivace a nasazeni bunék na materialy

Materidly byly vystiihany do velikosti dna 24 jamkovych kultivacnich desticek (pramér
1,6 cm) a zatizeny sklenénymi krouzky. Pied nasazenim bunék byly materialy 12 h
sterilizovany ethylen oxidem (Anprolene) a odvétrany pii pokojové teploté po dobu
2 tydnd. Mysi 3T3 fibroblasty byly kultivovany v Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Biosera) s ptidavkem 10% fetalniho bovinniho séra (FBS, Biosera) a 1% smé&si
antibiotik (penicilin/streptomycin/amfotericin B/glutamin) (Biosera). Bunky byly
umistény v kultivacnich lahvickach do inkubatoru se zvlhéenou atmosférou, obsah CO>
¢inil 5 % a teplota byla udrzovana na 37 °C. Poté, co se vrstva bun¢k stala konfluentni,
bylo odsito médium, pfipipetovan fosfatovy pufr (PBS) a bunky byly opatrné
proplachnuty. Dale byly buniky oddéleny ze dna kultivacni ldhve pfidavkem trypsinu
(Lonza), dale pak resuspendovany v novém médiu. Pro urcéeni poctu bunék bylo
do mikrozkumavky typu Eppendorf napipetovano 10 pl bunécné suspenze a ptidano 10
ul trypanové modti. Podet bunék byl spoéten pomoci piistroje LUNA™ od firmy Logos
Biosystems. Na vlakenné vzorky pak byly nasazeny mysi 3T3 fibroblasty (pasaz 14)
v koncentraci 10* bungk/jamku. Buiiky byly nasazeny v poloviné piipadii na PVA vrstvu
(bez podkladové vrstvy spunbondu) a v poloviné ptipadd na PCL vldkennou vrstvu
(pti testovani byla ponechdna vrstva spunbondu pro lep$i manipulaci se vzorky). Dalsi
testovani probihalo po 1 dni a 7 dnech metodami metabolického MTT testu, fluorescencni

a elektronové mikroskopie.
MTT test

MTT test slouzi k ur¢eni metabolické aktivity zivych bunék a je zalozen na redukci
zlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT) pomoci
mitochondridlnich enzyml na fialovo-modry formazan, ktery lze kvantifikovat
spektrofotometricky. Po 1 dni a 7 dnech byly vzorky (byly analyzovany 3 vzorky
od kazdého materidlu) presunuty do novych kultivacnich desti¢ek a bylo ptfidano 50 ul
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roztoku MTT (Amresco) a 150 ul média. Vzorky byly inkubovéany po 4 h pii 37°C.
Vzniklé krystalky formazanu byly nasledné rozpusStény piridanim 500 pl kyselého
isopropanolu (IPA) ke kazdému vzorku. Vzniklé roztoky byly nékolikrat promichany
anasledné bylo pieneseno 200 ul do 96 jamkové mikrotitracni desticky a pomoci piistroje
typu ELx808 od firmy BioTek byly zméfeny absorbance pii vinovych délkach 570 nm
a 690 nm. Vlnova délka 690 nm slouzila jako referencni. Vysledna data byla spoctena
jako rozdil hodnot pifi téchto vinovych délkach a opét vyjadiena ve tvaru
pramér + smérodatnd odchylka. Porovnani ziskanych hodnot bylo vyneseno do grafu
za pouziti programu GraphPad Prism. Data pochazela z normalniho rozd¢leni a proto byl
pouzit Bonferonni parametricky test. P-hodnota znaci, jak je vyznamna odliSnost mezi

porovnavanymi skupinami a v grafu je tato mira odliSnosti vyznacena pomoci hvézdicek.
Piiprava vzorki pro fluorescen¢ni mikroskopii

Vzorky (jeden od kazdého materidlu) po 1 dni a 7 dnech byly 2x oplachnuty v PBS
a nasledné fixovany roztokem 2,5% glutaraldehydu (Sigma Aldrich) v PBS po dobu
10 min pifi 4°C. Po dokonceni fixace byly vzorky 2x oplachnuty v PBS
a permeabilizovany v 500 ul 0,1% roztoku Tritonu X-100 (Sigma Aldrich) v PBS +0,1%
roztoku bovinniho sérového albuminu (BSA, VWR Chemicals) po dobu 5 minut.
Nasledné¢ byly vrstvy oplachnuty vPBS a bylo pfidano 500 pl roztoku
phalloidin-fluorescein izokyanatu (FITC, Sigma Aldrich), fedéné¢ho 1:1000. Takto
ptipravené vzorky byly ponechany 30 minut v alobalu, aby nedoSlo k znehodnoceni
fluorescenéniho barviva na svétle. Poté byly vzorky 2x oplachnuty v PBS a k dal§imu
barveni byl pouzit roztok 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI, Sigma Aldrich), fedény
1:1000. Barveni probihalo po dobu 5 min a mikrotitracni desti¢ka byla opét chranéna
alobalem proti svétlu. Po dokonceni barveni byly vzorky 2x oplachnuty v PBS
a ponechany v PBS. Vzorky byly néasledné nasnimany na fluorescenénim mikroskopu
Nikon. Pro porovnani po¢tu bunck na testovanych materidlech byla provedena jejich
kvantifikace. Ze snimkd bunéfnych jader obarvenych DAPI (zvétSeni 100x) byly
spo&itany buiiky z 10ti zornych poli a vysledky prepo&itany pocet bunék na 1 mm?. Tyto
hodnoty byly opét znazornény v grafu, vytvoreném v software GraphPad Prism.
V ptipad¢ statisticky vyznamné odliSnosti mezi skupinami je vynesena pfislusna

p-hodnota, ktera je znacena hvézdickami.
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Priprava vzorkii pro SEM

Vzorky byly po 7 dnech proplachnuty 2x v PBS a nasledné fixovany v 2,5%
glutaraldehydu (Sigma Aldrich) v PBS po dobu 10 min pfi 4°C. Néasledné byly vzorky
odvodnény vzestupnou ethanolovou fadou (60%, 70%, 80%, 90%, 96% a 100%).
Ke vzorku bylo vzdy napipetovano 500 pl pfislusného ethanolového roztoku a bylo
ponechano po deset minut, dokud nebyl roztok odsat a vyménén za vice-procentni.
Po dokonceni odvodnéni byly vzorky ponechany schnout na parafilmu. Po uplném
uschnuti byly vzorky nalepeny oboustrannou lepici paskou na terc¢ik, pozlaceny 7 nm
vrstvou zlata a nasnimény na skenovacim elektronovém mikroskopu TESCAN VEGA 3

SB Easy Probe.

4.2 Vysledky

4.2.1 Vlastnosti zvlakiovacich roztoku
V den zvlaknovani byly zméteny vlastnosti zvlakinovacich roztokt, a to sice viskozita
a povrchové napéti. Viskozita PVA roztoku ¢inila (0,486 = 0,008) Pa-s pfi teploté 20°C
a povrchové napéti bylo (81,96 + 2,42) mN/m pfi teploté 25,7°C . Hodnota viskozity PCL
byla (0,189 £ 0,002) Pa-s pfi teplote 20°C a povrchové napéti poté (123,48 + 5,00) mN/m
pfti teploté 25,9°C.

4.2.2 Vysledna morfologie vrstev
Na zafizeni Nanospider™ byly vyrobeny dva materialy a ovéfeny tak oba zptisoby poifadi
(v textu dale znaCeny jako Pristup 1 a Pfistup 2), ve kterém mohou byt roztoky

zvlaknovany.
Pristup 1 - Zvlakiovani v poradi PVA - PCL

Nejprve bylo ptistoupeno ke zvldknéni roztoku PVA, na vzniklou vlakennou vrstvu byl
okamzité zvlaknovan roztok PCL. Oba polymery byly zvlakinovany po dobu 15 minut.
Morfologie PVA je spole¢né s histogramem cetnosti naméfenych pruméra vlaken
znazornéna na Obrazku 16. Primér vldken €inil (242,11 £ 84,21) nm. Vysledna vldkenna
vrstva obsahuje spojitd PVA vldkna. V1dkna jsou hladka a maji pravidelny tvar. Nejsou
patrné zadné kapkové defekty, nedochazelo tedy k elektrostatickému rozpraSovani
a koncentrace roztoku byla zvolena vhodné. Na nékterych mistech 1ze vidét shluky
spojenych vlaken vétSiho priimeéru, je proto mozné, ze nedoslo k Gplnému odpaieni

rozpoustédla a nékterd vlakna dopadala na spunbond mokra.
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Pristup 1 - PVA

'y

" SEM HV: 20.0 KV
WD: 15.17 mm
View fleld: 5.4 ym  Date{m/diy): 08/15/17 FT TUL Libe
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Obrazek 16: SEM snimky vidkenné vrstvy PVA, méritko 50 um; 10 um, spolecné s
histogramem cetnosti namerenych priumeru viaken.

Na Obrazku 17 lze vidét morfologii vrstvy PCL a histogram cetnosti naméfenych
primértt vldken. Primér vldken byl (846,60 = 805,61) nm. Vrstva obsahuje defekty
typické pro PCL vldkna. Co se primérii tyka, vrstva je nehomogenni a obsahuje prevazné

submikronova vlakna. Misty jsou patrné kapkové defekty.
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Obrazek 17: SEM snimky viakenné vrstvy PCL, méritko 50 um; 10 um, spolecné s
histogramem cetnosti namerenych priumeru viaken.

Pristup 2 - Zvlakiovani v poradi PCL - PVA

V druhé ¢asti experimentu bylo cilem nejprve zvlaknit PCL a na vznikly povrch nasledné
ulozit vlakennou vrstvu PVA. Roztoky byly zvlaknovany pfi stejnych podminkéch jako
v Pfistupu 1. Oba polymerni roztoky bylo mozné zvlaknit i timto zplisobem, nicméné
vytvofena dvouvrstva nevykazovala soudrznost a vrstvy se od sebe samovolné

oddé€lovaly (viz Obr. 18). S vrstvou proto nebude dale pracovano.
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Obrazek 18: Fotografie vidakenné vrstvy substrat - PVA - PCL (a) a vidkenné vrstvy
substrat - PCL - PVA (b).

4.2.3 Vysledny kontaktni tihel
Kontaktni uhel byl méfen na soudrzné vrstvé (Ptistup 1). Hodnota kontaktniho uhlu PVA
vrstvy Cinila (32,85 £ 6,81)°. Materidl je smacivy a kapka se vzdy vsakla do materidlu

béhem 15 vtefin. Naopak PCL strana vykazovala kontaktni tthel (95,33 +21,79)°.

4.2.4 Adheze vrstvy
Hodnota kritické zatéze, pii které doslo k oddé€leni vrstev (vytvofenych Pristupem 1),
dosahla hodnoty (3,22 + 0,19) N. Na Obrazku 19 lze vidét SEM snimky a morfologii
vrstev po oddéleni. Dle SEM snimkl lze usoudit, ze vrstvy od sebe nebyly plné
separovany. Vlakenna morfologie PVA oddélené vrstvy neni hladka a uniformni, naopak
jsou patrnd i defektni vldkna, typickd pro PCL. Navzdory tomu, Ze vrstvy byly
zvlaknovany sekvencné, nejspis doslo k caste¢nému propleteni vldken PVA a PCL a neni

tak mozné je od sebe odtrhnout jednotlivée.
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SEM H'u’-: 30,0 kV =0 N-U\.G: 1.00 kx | i SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 1.00 kx |
WD: 15.82 mm Det: SE WD: 14.91 mm Det: SE 50 pm
View field: 277 pm  Date{m/diy): 05/09/18 View field: 277 pm  Date{m/d/y): 05/08/18

Obrazek 19: SEM snimky morfologii mechanicky oddélenych vrstev viakenné
dvouvrstvy PVA/PCL (Pristup 1), méritko 50 um.

Zavér

Pomoci bezjehlového elektrostatického zvlaknovani byla pfipravena vlakenna
dvouvrstva z polymerit PVA a PCL. Metoda vyroby v pofadi PVA/PCL (Pfistup 1)
se ukézala jako uspésSna. Jednotlivé vrstvy drzi u sebe a neoddéluji se. Naopak, pokud je
nejprve vyrobena vrstva PCL, na kterou jsou ukladana vldkna PVA (Pfistup 2), vysledna

vrstva neni soudrzna, jak lze vidét na Obrazku 18 (b), a tato vrstva nebude dale pouzivana.

4.2.5 Vysledky in vitro testovani

Test metabolické aktivity bunék kultivovanych na testovanych materialech (MTT)

Vysledky metabolické aktivity bunék po 1 a 7 dnech kultivace na vlakenné vrstvé PCL
a PVA jsou zobrazeny v grafu na Obrazku 20. Bunéc¢né adheze po 1 dni od nasazeni byla
srovnatelnd na obou stranach kompozitniho materidlu. Po tydenni kultivaci doslo k vétsi
proliferaci na vrstvé PVA, kde byla namétena vyssi absorbance odpovidajici metabolické

aktivite, resp. poctu bunék na vlakennych vrstvach.
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Obrazek 20: Test bunécné viability po inkubaci viakennych materialu s fibroblasty po 1
a 7 dnech kultivace, * p<0.05 (ANOVA, Bonferroni).

Fluorescen¢ni mikroskopie

Bunky byly vizualizovany fluorescenéné (viz Obr. 21) dvojim barvenim
phalloidinem+FITC, ktery se vaZze na aktinova vlakna cytoskoletu (zelend) a DAPI
zvyraziujici bunécnd jadra (modrd). Rozprostienéjsi buiiky se nachdzely na vrstvé PVA
po 1 dni kultivace. Béhem tydenni kultivace doslo na obou materidlech k proliferaci
bun¢k. Na vrstvé PCL se po tydnu nachazely klastry bunék. Na stran¢, kde se nachazela

vlakna PV, byla vytvofena téméf konfluentni vrstva bunék.
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Obrazek 21: Snimky z fluorescencni mikroskopie bunék obarvenych
phalloidinem~+FITC (zelend) a DAPI (modra) po 1 a 7 dnech kultivace, méritko 50 um.

Pro porovnani poctu bunék na testovanych materidlech byla provedena jejich
kvantifikace. Vysledky jsou shrnuty v grafu na Obrazku 22. Prvni testovaci den byl pocet
bun€k na obou materialech srovnatelny. Po tydenni kultivaci se nachazelo statisticky
vyznamné veEtsi mnozstvi bunék na vrstvé PVA, coZz dokazuje i ptedchozi snimek

z fluorescencni mikroskopie.
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Obrdzek 22: Pocet bunék na 1 mm?’ ziskany kvantifikaci bunécnych jader na testovanych
materidlech, *** p<0.001 (ANOVA, Bonferroni).

SEM

Fibroblasty na testovanych materidlech byly dale vizualizovany pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (viz Obrazek 23). Vysledky se shoduji s vystupy fluorescen¢ni
mikroskopie, po tydenni kultivaci se nachdzelo vice bunék na vrstvé PVA nez
na vladkenném PCL. Ze snimka je patrné, ze vldkna PVA se béhem experimentu
rozpustila. Jejich pfitomnost vSak zna¢né ovlivnila bunéénou adhezi a proliferaci, ktera

byla ptitomnosti PVA vlaken zlepSena.
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Obrazek 23: SEM snimky testovanych vrstev po tydenni kultivaci fibroblasti, méritko 50
um.

Zavér

In vitro testovani bylo provedeno na materidlu PVA/PCL, ktery byl vyroben vrstvenim
v potradi PVA — PCL a vykazoval tak ptilnavost jednotlivych vrstev. PrestoZze hydrofilni
nanovlakna PVA byla rozpu$téna, byl pozorovan vyrazny vliv pfitomnosti tohoto
polymeru na bunécnou proliferaci. Po tydenni kultivaci byl naméfen vétsi pocet bunck
korespondujici s vyssi metabolickou aktivitou bunék na vrstvé obsahujici nanovlakna

PVA v porovnani s vrstvou PCL.
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5 Experiment 2 — Dvouvrstvy vlaikenny material kyselina

hyaluronova/poly-¢-kaprolakton

Kompozitni vrstva HA/PCL byla vyrobena dvémi metodami, které budou dale v textu
oznaceny jako Metoda A a Metoda B. V obou piipadech se jednalo o zpracovani

polymernich roztokt v elektrostatickém poli.

5.1 Metody

5.1.1 Priprava polymernich roztoki
Pro Metodu A byla pouzivaina HA (My = 1 700 kDa, dodavatel Kutilov) bakteridlniho
ptvodu v kosmetické kvalité, p = 0,143 g/cm?, obsah proteinu pod 0,1%. Byl pfipraven
vodny roztok HA o koncentraci 0,3% w/w. Roztok HA byl obarven ¢ervenym barvivem
pro snaz§i pozorovani elektrostatického sprayovani a orientaénimu uréeni obsahu kapek
HA ve vysledné vrstvé. Poly-e-kaprolakton (My = 43,000 g/mol, Polysciences) byl
rozpustén v  rozpoustédlovém systému chloroform (Penta)/kyselina octova
(Penta)/ethanol (Penta) 8/1/1 (v/v/v). Koncentrace PCL v rozpousStédlovém systému
¢inila 16% w/w. Roztoky byly michdny na magentickém michadle po dobu 24 hodin,

dokud nedoslo k uplnému rozpusténi polymert.

Pro Metodu B byla pouzita HA (Mw = 1200 kDa, dodavatel Kutilov) bakteridlniho
ptvodu v kosmetické kvalité, p = 0,143 g/cm?, obsah proteinu pod 0,1%. Byl pfipraven
vodny roztok HA o koncentraci 0,5% w/w. Poly-e-kaprolakton (Mw 43,000 g/mol,
Polysciences) byl rozpustén v rozpoustédlovém systému chloroform (Penta)/kyselina
octovd (Penta)/ethanol (Penta) 8/1/1 (v/v/v). Koncentrace PCL v rozpoustédlovém

systému ¢inila 16% w/w. Takto pfipravené roztoky byly rozpoustény po dobu 24 hodin.

5.1.2 Mérieni vlastnosti zvlakiiovacich roztoki
M¢éfeni viskozit a povrchového napéti roztokl je popsdno v kapitole 4.1.2, v tomto

experimentu bylo postupovano stejnym zplisobem.

5.1.3 Elektrostatické zvlaknovani
Pro Metodu A byl zvolen pfistup, ktery kombinuje elektrostatické rozprasovani
(pro roztok HA) a elektrostatické zvlaknovani (pro PCL). Predpokladalo se, Ze kapky
vysoko-molekuldrni kyseliny hyaluronové budou zachyceny mezi PCL vldkna a tim
dojde k niz§i rozpustnosti HA ve vodé€ a udrzeni ve vrstvé 1 ve vodném prostiedi. Aby

doslo k dostatecnému propleteni vldken PCL a kapek HA, ale zarovenl aby nebyly
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navzajem ovlivilovany jednotlivé procesy zvldkinovani a rozpraSovani, byly jehly
s polymernimi roztoky umistény proti sob¢ (viz Obrazek 24). Jehla s roztokem PCL byla
pfipojena na kladny zdroj, zatimco jehla s vodnym roztokem HA byla pfipojena
na zaporny zdroj. Mezi jehly byl umistén rotujici kolektor ve tvaru vélce, ktery byl
uzemnén. Vznikajici vldkna a kapky byly ukladdny na modry spunbond. Parametry

zvlakiovani jsou zapsany v Tabulce 3.

2) Metoda A

Kladny zdroj vysokého napéti zéporny zdroj vysokého napéti

, . ,
=) ‘o mmmm ’
roztok PCL roztok HA v

Obrazek 24: Schéma (a) a fotografie aparatury pro pripravu vrstvy HA/PCL (b),
metodou A.
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Tabulka 2: Parametry elst. zvlakinovani (PCL) a elst. sprayovani (HA), Metoda A.

16% w/w PCL 0,3% w/w HA
Napéti [kV] 20 - 25 (snizeno z - 29)
Proud [mA] 0,1 0,1
Vzdélenost od kolektoru 17 15
[cm]
Primeér jehly [mm)] 1,38 0,89
Dévkovani roztoku [ml/h] 30 2 (sniZzeno ze 4)
Okolni teplota [°C] 24,1 24,1
Vlhkost [%] 32-35 32-35

Pro Metodu B se postup vyrazné lisil. Roztoky byly postupné elektrostaticky zvldknény
na zatizeni Nanospider™. Nejprve byl zvlaknén PCL a nasledn& byl vyménén roztok
v zasobniku za HA. Vznikajici vldkna byla uklddana na modry spunbond. Parametry

zvlaknovani jsou zapsany v Tabulce 4.

Tabulka 3: Parametry elst. zvldkiiovani roztokii PCL a HA na Nanospider™. Metoda B.

PCL HA
Napéti na struné [kV] 30,7 kV 39kV
Napéti na kolektoru [kV] -10,2kV -10,7kV
Vzdalenost elektrod [cm] 16,9 cm 13,3 cm
Odtah substratu [mm/min] 11 mm/min 3 mm/min
Rychlost cartridge [mm/s] 288,1 mm/s 189,2 mm/s
Teplota [°C] 22°C 22°C
Vhlkost [%] 40,9 % 40,7 %

JelikozZ elektrostatické zvlaknovani HA neni tak produktivni jako tvorba vlaken PCL,
byly provedeny dva cykly nandSeni roztoku HA oproti jednomu cyklu nanaseni PCL.
Bylo tak dosazeno zvlaknéni vétsiho objemu roztoku HA a také doSlo k vytvoreni
souvislé vrstvy vlaken HA. Parametry zvldknovani HA pfi druhém ptevijeni jsou uvedeny
v Tabulce 5. Material byl nésledné charakterizovan pomoci SEM. Na zakladé¢ SEM

snimkt bylo rozhodnuto, Ze pro vétsi podil HA ve vysledné vrstvé bude 10 ml roztoku
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HA do zvladknéné dvouvrstvy manudlné¢ rozpraSeno pomoci difuzéru. Manudlni

rozpraSovani bylo provedeno ze vzdalenosti 50 cm od vrstvy.

Tabulka 4: Parametry elst. zvldkiovani roztoku HA na Nanospider™, Metoda B.

HA

Napéti na struné [kV] 38,9 kV
Napéti na kolektoru [kV] - 10,7 kV
Vzdalenost elektrod [cm] 13,3 cm
Odtah substratu [mm/min] 9 mm/min
Rychlost cartridge [mm/s] 154,5 mm/s
Teplota [°C] 22,6°C
Vhlkost [%] 37,2 %

5.1.4 Skenovaci elektronova mikroskopie
Metodika snimani vzorkli pomoci SEM byla provedena stejnym zptisobem, jako jiz bylo

popsano v kapitole 4.1.4.

5.1.5 Méreni kontaktnich uhli
Kontaktni uhly byly méfeny stejnou metodou jako bylo popsano v kapitole 4.1.5.
V ptipadé HA/PCL vrstvy vyrobené Metodou A byl kontaktni thel méfen pouze z jedné

strany vrstvy (svrchni), jelikoz se nejedna o dvouvrstvu ale kompozitni material.

5.1.6 Meéieni adheze
Adheze byla métfena pouze pro vlakennou dvouvrstvu vyrobenou Metodou B. Metodika

meteni byla totozna s méfenim adheze materidly PVA/PCL a je popsana v Kapitole 4.1.6.

5.1.7 Gelova permeacni chromatografie — Metoda A
Pro ovéfeni efektivity zachyceni elektrostaticky rozpraSenych kapek HA mezi PCL
vlakna byla pouZita gelova permeacni chromatografie (GPC). Z vysledné vrstvy byly
vystiizeny tii vzorky, plocha kazdého vzorku &inila 2 cm?. Nasledné byl jeden vzorek
ponechan bez rozpousténi a ostatni dva byly samostatné ponofeny do DIW po dobu 1 h,
resp. 24 h. Nasledné byly vzorky ponechdny voln¢ uschnout a dale analyzovéany. Byl
pouzit systém Dionex Ultimate 3000 vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
s diode array detektorem a odpafovacim detektorem rozptylu svétla (ELSD) Varian

LC-385. Pro stanoveni PCL byla pouzita polymerni GPC kolona Phenomenex Phenogel

52



délky 30 cm s vnitinim primérem 4,6 mm a velikosti ¢astic 5 um. Jako mobilni faze byl
pouzit Cisty tetrahydrofuran Cistoty HPLC, prutok ¢inil 1 ml/min. Pro stanoveni kyseliny
hyaluronové byla pouzita polymerni GPC kolona Asahipak GF 7M délky 30 cm
s vnitfnim primérem 7,8 mm a velikosti ¢astic 9 um. Jako mobilni faze byl pouzit
5% acetonitril cistoty HPLC v deionizované¢ vodé, pratok  c¢inil 0,6 ml/min.
Chromatogramy vzorkd byly zaznamendvany pti vinové délce 200, 210, 220a 250 nm
a pomoci ELSD detektoru po dobu 23 minut. Teplota nebulizéru ELSD detektoru byla
nastavena na 80°C a evaporatoru na 80°C. Prutok dusiku ¢inil 1,3 I/min. Teplota

kolonového kompartmentu byla nastavena na 30°C. Bylo nastfikovano 30 ul vzorku.

Vzorkt polymert bylo navazeno okolo 4 mg a tyto navazky byly rozpustény ve 4 ml vody
v ptipad€ kyseliny hyaluronové a 4 ml tetrahydrofuranu v ptipadé¢ PCL. Vzorky byly

pred nastiiknutim filtrovany teflonovym stiikackovym filtrem s velikosti port 0,45 pm.

5.2 Vysledky Metoda A

5.2.1 Vlastnosti zvlakiovacich roztoku
V den zvlaknovani byly zméteny vlastnosti zvlakiovacich roztokd, a to sice viskozita
a povrchové napéti. Viskozita HA roztoku ¢inila (0,079 + 0,002) Pa-s pfi teploté 27°C
a povrchové napéti bylo (76,96 = 0,63) mN/m pii teploté 27°C . Hodnota viskozity PCL
byla (0,190 £ 0,024) Pa-s pfi teplote 27°C a povrchové napéti poté (121,53 + 6,42) mN/m
pii teploté 27°C.

5.2.2 Vysledna morfologie vrstvy
Morfologii materialu lze vidét na SEM snimcich v Obr. 25 (A), spole¢né s histogramem
Cetnosti namétenych priméra (B) a fotografii vysledné vrstvy (C). Z fotografie je patrné,
ze vrstva obsahuje kapky roztoku vysokomolekularni (1,7 MDa) HA, ktery byl obarven
cervenym barvivem. V morfologii PCL vlaken lze nalézt znaéné mnozstvi defektli véetné
kapkovych utvard, coz znacné sté¢zuje rozeznani od elektrostaticky rozpraSenych kapek
roztoku HA. PCL vldkna maji primér (893,25 + 1378,49) nm. Primér vlaken je

nehomogenni a vrstva obsahuje submikronova i mikronova vlakna.
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PCL + HA, Metoda A
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Obrazek 25: SEM snimky viakenné vrstvy HA/PCL (Metoda A) méritko 50 um; 10 um
(A), spolecné s histogramem cetnosti namérenych prumeri viaken (B) a fotografii
vysledné vrstvy (C).

Pro lepsi porovnani byly rovnéZ potizeny SEM snimky samotné nanovldkenné vrstvy
PCL (viz Obr. 26). Tato vrstva PCL byla zvldknéna z jehlové aparatury pii stejnych
podminkach, které byly aplikovany na roztok PCL pii zvlakiovani PCL/HA materialu.

Snimky samotné¢ PCL vrstvy dokazuji, ze kapkové defekty jsou pfitomny

1 pti zvldknovani samotného PCL roztoku.
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Obrazek 26: SEM snimky viakenné vrstvy PCL (porovnani pro Metodu A) méritko 50
um; 10 um.

5.2.3 Vysledny kontaktni uhel
Kontaktni uhel vrstvy €ini (109,55 + 15,37)°. Material je hydrofobni a na Obrazku 27 lze

vidét fotografii, potizenou CCD kamerou pti méfeni.

Obrazek 27: Fotografie kapek vody na PCL/HA materidalu (Metoda A).

5.2.4 Vysledky gelové permeaéni chromatografie
Cilem experimentu bylo zajistit niz§i rozpustnost HA ve vysledné vrstvé. Bylo tedy nutné
ovetit, zda vrstva bude obsahovat elektrostaticky rozprasené kapky HA 1 po tplném
ponofeni do destilované vody. Pro tyto ucely byly pfipraveny vzorky pro GPC, kde byly

testovany materialy po 1 hod a 1 dni rozpousténi v DIW. Pfitomnost HA vSak nebylo
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mozné potvrdit vzhledem k tomu, Ze ve vyluhu z vrstvy byla koncentrace HA nizsi

nez 50 mg/l a metoda neni citliva na tak maly podil.
Zavér

Cilem experimentu bylo vytvofit material obsahujici efektivné zachycenou kyselinu
hyaluronovou mezi PCL vldkna. Pfi GspéSném experimentu by dale nebylo nutné
provadét sitovani HA. Pomoci GPC stanoveni se vzhledem k nizkému obsahu HA
ve vrstvé nepodafilo potvrdit, zda byly -elektrostaticky rozprasené¢ kapky
vysoce-molekularni kyseliny hyaluronové G¢inné zachyceny mezi PCL vldkna. Ze SEM
snimkd je patrné, ze PCL vldkna nejsou uniformni a neni tak mozné s jistotou rozeznat
kapky HA od defekti PCL. Na zéklad¢ téchto vysledki a skutecnosti, ze elektrostatické
rozprasovani a zvladknovani zjehly jsou neproduktivni metody, bylo rozhodnuto,
Ze s materidlem nebude déle pracovano. Dalsi charakteristika vrstvy jako méteni adheze

a in vitro testy proto nebyly provedeny.

5.3 Vysledky Metoda B

5.3.1 Vlastnosti zvlakiovacich roztoki
Viskozita HA roztoku ¢inila (0,081 + 0,002) Pa-s pfi teploté¢ 23°C a povrchové napéti
bylo (78,83 = 1,15) mN/m pii teplot¢ 25,9°C. Hodnota viskozity PCL byla
(0,195 + 0,003) Pa-s pfi teploté¢ 23°C a povrchové napéti poté (125,81 £ 7,20) mN/m
pfi teploté 25,9°C. Hodnoty byly méfeny v den zvlakiovani.

5.3.2 Vysledna morfologie vrstvy
Obrazek 28 obsahuje SEM snimky vrstvy po zvlaknéni na Nanospider™ a také
histogramy Cetnosti naméfenych primérd vldken. Primér PCL vldken ¢Einil
(798,55 + 685,70) nm a primér jemnych HA byl (79,4 + 18,6) nm. Vrstva obsahuje
ultrajemna nanovldkna HA s obCasnymi defekty ve tvaru kapek. Dochazelo tedy
1 k elektrostatickému rozprasovani. V tomto piipad¢ se jedna o koncentracni problém.
Koncentrace roztokti HA byly pfili§ nizkd, coZ potvrzuje i nizké viskozita HA roztok.
Avsak koncentrace musi byt udrZena na nizkych hodnotach, jinak neni mozné zpracovani
vysokomolekularnich roztokit HA elektrostatickym zvldknovanim. ProtoZze zvlaknovani
nebylo pfili§ produktivni, nedoslo k vytvofeni homogenni vrstvy. Bylo tedy rozhodnuto
doplnit obsah HA ve vrstvé manualnim rozprasovanim pomoci difuzéru. Obrazek 29 pak
zahrnuje SEM snimky po nasledném obohaceni vrstvy o HA. Ze SEM snimk Ize vidét,

ze jemna sit’ nanovlaken HA poskytuje dostatecnou podporu pro doplnéni HA timto
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zpusobem. Z morfologickych snimki je zjevné, ze ve vrstvé byla udrzena plvodni
struktura a povedlo se tak vytvofit vice uniformni povrch. PCL vlakna piesto nebyla plné

piekryta, jako tomu bylo v ptipadé¢ PVA/PCL vrstvy.

PCL/HA — Metoda B

o

S200KV  SEM MAG: 10.00 kx VEGA2 TESCAN

‘WD: 18.. m Det: 5 pm
View Meld: 27.7 ym  Date{m/diy): 100131 FT TUL Libarec

SEMHV: 200KV SEM MAG: 5,00 kx : A3
'WD: 18.50 mm E 10 pm
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Obrazek 28: SEM snimky elektrostaticky zvlaknené vrstvy HA/PCL (Metoda B), meritko
10 um; 5 um a histogram cetnosti namerenych primeéri viaken.
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PCL/HA — Metoda B

SEM HV: 20.0 kW SEM MAG: 5,00 kx VEGAZ TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx Il VEGAZ TESCAN
WD: 18.52 mm Det: SE 10 pm 'WD: 18.58 mm Det: SE 10 pm
View fleld: 55.3 g Date(m/diy): 101817 FT TUL Libarec View field: 55.4 pm  Dateim/diy): 10/181T FT TUL Liberec

Obrdazek 29: SEM snimky elektrostaticky zvlaknéné vrstvy HA/PCL (Metoda B)
doplnéné o manualni rozprasovani; meritko 10 um.

5.3.3 Vysledny kontaktni uhel
Kontaktni uhel byl méfen z obou stran dvouvrstvy, vytvorené elektrostatickym
zvlakiovanim a manudlnim rozprasovanim. Hodnota kontaktniho thlu PCL strany ¢inila
(88,63 £20,29)° anaopak HA strana vykazovala kontaktni tthel (46,59 +15,19)° a kapka

se vsakla béhem 15 vtefin.

5.3.4 Adheze vrstvy
Nepodatilo se spolehlivé zméfit adhezi dvouvrstvyy HA/PCL. Vrstva obsahuje
nanovlakna HA, ktera vSak nejsou uniformné rozmisténa po celé vrstvé PCL vlaken. Neni
tak jisté, zda se na vSech vybranych vzorcich o malé plose (3 cm?) nachézi stejny podil
vlaken HA. Hodnoty kritické sily se pak pii kazdém meéfeni vyrazné li§i a je obtizné

zachytit moment odd¢leni ultrajemné vlakenné vrstvy HA.
Zavér

Podatilo se vytvofit nanovlakennou vrstvu HA/PCL kombinaci elektrostatického
zvlaknovani a manualniho rozprasovani. Byly nalezeny podminky pro zvlaknéni vodného
roztoku HA o vysoké molekulové hmostnosti bez ptidavku aditiv. Zpracovani roztokt
HA v elektrickém poli vSak nebylo pfili§ produktivni, proto bylo rozhodnuto doplnit
zvlaknénou vrstvu o HA pomoci manualniho rozprasovani difuzérem. Takto pfipravena
vrstva byla vice homogenni a byla tak vybrana pro dal$i experimenty. Bylo stanoveno,

ze in vitro testovani bude provedeno az po povrchové upravé hydrofilni HA vrstvy,
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jelikoz HA nanovladkna se ihned rozpusti ve vodé¢ a béhem testovani by neziistala soucasti

dvouvrstvy.

6 Experiment 3 — Povrchova uprava hydrofilnich stran
dvouvrstvych vlakennych materialit pomoci plazmatického

procesu

Plazmatickd uprava vrstev byla provedena za ucelem zvySeni hydrofobicity
elektrostaticky zvlaknénych vodorozpustnych polymert, tedy PVA a HA. Tyto
experimenty byly vykonany ve spolupraci s Ing. LukaSem Voleskym (Katedra materiala

Technické univerzity v Liberci).

6.1 Metody

6.1.1 Priprava vrstev
Byly pouzity vrstvy PVA/PCL a HA/PCL, vyrobené v kapitole 4 a kapitole 5. Metoda
ptipravy vrstev byla popsana v kapitole 4.1.3 a 5.1.3.

6.1.2 Plazmaticka uprava
Plazmaticka modifikace byla provedena studenym methanovym plazmatem, metodou
RF PACVD (Radio Frequency Plasma Assisted Chemical Vapor Deposition). Zatizeni
lze vidét na Obrazku 30. Jednalo se o chemickou metodu depozice, chemické reakce
probihaly ve vysokofrekvencnim elektrickém poli ve vakuové komote, do které byl
vpoustén plynny methan. DalSi nastavené parametry zahrnovaly tlak vakua [Pa], napéti
[V], pritok plynu [sccm] a ¢as [min]. Pfi vSech procesech byly parametry drzeny

konstantné na nasledujicich hodnotach: p = 20 Pa; U = 200 V; CHs4 = 20 sccm; t = 3 min.
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Obrazek 30: Plazmaticka komora.

6.1.3 Skenovaci elektronova mikroskopie
Zmény v morfologii vrstvy po plazmatické Upravé byly vyhodnoceny pomoci SEM.
Metodika je popsana v kapitole 4.1.4. Vysledné hodnoty namétenych pramért
v programu NIS Elements byly déle zpracovany pomoci software GraphPad Prism. Byla
tak vytvofena vizualizace naméfenych hodnot pomoci kvartilti neboli tvz. krabicovy graf

(boxplot).

6.1.4 Kontaktni uhel
Kontaktni uhel byl méfen stejnou metodou, jako bylo popsano v kapitole 4.1.5. Vysledky
obsahuji naméfené hodnoty plazmaticky upravenych stran v  porovnani

s nemodifikovanymi stranami.

6.1.5 Méreni adheze
Adheze vrstvy po plazmatické Upravé byla provedena stejnou metodikou jako bylo

popséno v Kapitole 4.1.6.

6.1.6 Urceni zmén v chemické struktufie po plazmatické upravé
Ptipadné strukturni zmény plazmaticky upravenych vrstev byly pozorovany pomoci
ATR-FTIR analyzy. Pro tyto Ucely byl pouZit pfistroj Nicolet iZ10 od firmy Thermo
Fisher, ATR technika byla uskute¢néna na krystale z Ge. Ve vysledném spektru byla

provedena korekce na atmosféru, baseline a vyhlazeni.
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6.1.7 In vitro testovani
In vitro testovani modifikovanych vrstev probihalo podobnou metodikou, ktera byla jiz
popsana v Kapitole 4.1.7. Vzhledem k vysledkim testi PVA/PCL vrstvy bez plazmatické
upravy (viz Kapitola 4.2.5) bylo tentokrat otestovano, zda piipadné degradacni produkty
plazmaticky upravenych PVA / HA mohou ovlivnit bunéénou viabilitu. In vitro testy byly

proto navyseny o testovani extrakta.
1) Extrakty

Testovani bylo provedeno dle normy CSN EN ISO 10993:5 Biologické hodnoceni
zdravotnickych prostfedkt — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro. Extrakty byly
pripraveny inkubaci vldkennych materidli (o velikosti dna 24jamkové desticky)
v kompletnim médiu po dobu 24 hodin a 7 dnd (1 ml). Tyto extrakty byly nasledné
pfidany ke konfluentni vrstv€ 3T3 mySich fibroblasti v 96-ti jamkové desticce
(nasazené 1 den predtim v koncentraci 10* bunék / jamku). Jako kontroly byly pouZity:
(1) médium ve stejném objemu jako testované extrakty (100, 200 pl), (2) médium
s obsahem cytotoxického Tritonu X-100. Po tydenni inkubaci byl testovan pouze jeden
objem média / extraktu (100 pl). Po 24 hodinach inkubace byl proveden standardni MTT
test (mikroskopicka kontrola buné€k, inkubace bunc¢k s 50 ul MTT 4 hodiny, 37°C,
rozpusténi krystalli formazanu ve 100 pl okyseleného isopropanolu, méteni absorbance
pfi 570 nm, 650 nm). Vysledky byly ptfepocitany proti hodnoté viability kontrolnich
bun¢k ve 100 pl média (100%ni viabilita).

2) Hodnoceni adheze a proliferace fibroblasti na kompozitni materialy

Kompozitni materiadly PVA/PCL a HA/PCL po plazmatické pravé byly osazeny mysSimi
3T3 fibroblasty (pasédz 11) a hodnotila se interakce jednotlivych stran kompozitnich
materiald s buitkami po 1 a 7 dnech kultivace. Materidly byly vysttihany do velikosti dna
24jamkové desticky, zatizeny sklenénym krouzkem a vysterilizovany v ethylen oxidu.

Metodika MTT testu, fluorescenéni mikroskopie a SEM byla popséna v kapitole 4.1.7.

6.2 Vysledky

6.2.1 Zména morfologie hydrofilnich vrstev po plazmatické upravé
PVA/PCL soudrzné vrstva, vyrobena vrstvenim v potfadi PVA-PCL (Pfistup 1), byla
upravena pomoci plazmatické Gpravy. Modifikaci byla podrobena pouze hydrofilni strana

vrstvy. Na Obrazku 31 lze vidét snimky ze SEM pied a po modifikaci a také fotografie
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vrstvy. Pramér pred modifikaci ¢inil (242,11 + 84,21) nm a po plazmatické tpravé byl
(236,96 + 69,80) nm. Nejsou patrné zadné zmény v morfologii vldken a nedoslo ani
ke zméné primért vlaken. Na fotografiich je vidét pouze nepatrnd zména barvy vrstvy,

coz také indikuje, Ze nedoSlo k dostate¢nému zabudovanim uhliku do struktury.

. AN : AN o et STk NS, €
SEM HV: 20.0 kV SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx
WD: 15.23 mm Det: SE WD: 16.19 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym Date{m/d/y): 08/15/17 View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 11/09/17
B C PVA pred a po modifikaci
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Obrazek 31: SEM snimky vrstvy PVA/PCL pred a po modifikaci plazmatickou metodou,
meritko 10 um (A), spolecné s fotografiemi (B) a porovnanim prumeériu viaken PVA (C).

HA/PCL vrstva, vyrobena elektrostatickym zvldknovanim a manualnim rozprasovanim,
byla modifikovana plazmatickou metodou. Upravena byla pouze hydrofilni HA strana

vrstvy. SEM snimky plivodni a upravené vrstvy jsou soucasti Obrazku 32 spole¢né
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s porovnanim pruméri vldken a fotografii vrstev. Pramér pfed modifikaci Cinil
(79,4 £ 18,6) nm a po plazmatické upravé byl (113,77 + 30,84) nm. Ze SEM snimk
1z namétenych pramért vyplyva zjevna zména morfologické struktury vlaken. V1dkenna
struktura zlstala zachovana, ale vldkna maji hrubsi a €lenitéjsi povrch. To mize byt
zpusobeno depozici methanovych radikald na vldkennou strukturu, ale i pfipadnym
naleptavanim vrstvy dalS§imi reaktivnimi casticemi plazmatu. Modifikaci uhlikovymi
skupinami lze piedpokladat i dle fotografie, jelikoz vrstva po Upravé plazmatem je

zabarvena a tmavsi.

HA - pied modifikaci

SEM HV: 20.0 kW SEM MAG: 5.00 kx I
WD: 18.53 mm Det: SE
View fleld: 55.4 ypm  Date(m/dly): 10/16/17

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx l
WD: 16.02 mm Det: SE
View field: 55.4 pm  Date{midiy): 11/08/17

@]

- N n
o L= o
s &
|
|

100+

e I

Prumeér vlaken [nm]
|
|

Obrazek 32: SEM snimky vrstvy HA/PCL pred a po modifikaci plazmatickou metodou,
méritko 10 um (A), spolecné s fotografiemi (B) a porovnanim prumerii viaken HA (C).
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6.2.2 Zména kontaktniho tihlu
Kontaktni uthel byl méfen z obou stran materidlu, a to sice pfed i po modifikaci
plazmatem. Byla vytvoiena Tabulka 6, ktera porovnava jednotliva méteni. Kontaktni tthel
HA vrstvy byl vyrazné zvySen a je proto zjevné, ze se podafilo navysit hydrofobicitu
smacivych stran vrstvy. Pro lepsi ilustraci zmény smacivosti byly do Obrazku 33 vloZeny
fotografie kontaktnich thla pofizenych CCD kamerou.

Tabulka 5: Porovnani kontaktnich vhlii vistev PVA/PCL a HA/PCL pred a po
plazmatické uprave.

PVA/PCL pred modifikaci PVA/PCL po modifikaci
Kontaktni uhel [°] Kontaktni uhel [°]
PCL strana 95,33 +21,79 99,8 +£23,33
PVA strana 32,85 +£6,80 55,56 £26,55
HA/PCL pred modifikaci HA/PCL po modifikaci
Kontaktni uhel [°] Kontaktni uhel [°]
PCL strana 88,63 +20,29 72,04 +26,81
HA strana 46,59 +15,19 106,29 +10,23
PVA pi‘ed modifikaci PVA po modifikaci

HA pied modifikaci

Obrazek 33: Fotografie kontaktnich vhlu hydrofilnich stran dvouvrstev pred a po
plazmatické uprave.
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6.2.3 Zména chemické struktury - FTIR charakteristika
Plazmaticka uprava byla provedena pro zvySeni hydrofobicity smacivych stran vrstev.
Bylo piedpokladano, ze pouzitim studeného CH4 plazmatu dojde k navazani -CH3 skupin
na povrch PVA a HA vldkenné vrstvy. Tim by doslo ke snizeni poctu hydroxylovych
skupin polymert, coz by zajistilo nizsi rozpustnost ve vodé. Tento ptepoklad bylo nutné

ovéfit a pro tyto ucely byla vybrana charakterizace vrstev pomoci FTIR.

PVA/PCL spektra, ziskana pifed a po plazmovani, jsou vyneseny na Obrazku 34.
Pro PVA jsou typicka absorbéni maxima v oblasti 3550 — 3200 cm™, ktera piislusi O-H
vazbam. Vrchol na 2840 — 3000 cm™ odpovida alkylovym C-H skupindm a maxima
na vlnovych délkach 1750 — 1735 ecm™ jsou zptisobeny C=0 a C-O skupinami, které jsou
poziistatek acetatovych skupin (PVA vyrdbi polymerizaci vinyl acetatu). Zda se,
7e opravdu doslo k mirnému poklesu v oblasti 3550 — 3200 cm™!, ktera piislusi O-H
vazbam, coz zpusobuje niz§i rozpustnost. Zaroveinn se objevuje jemny nartist v oblasti

1735 em’!, ktery odpovida navyseni C=0 skupin, které jsou rovnéz hydrofébni.
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Obrazek 34: FTIR spektrum vidken PVA pred a po modifikaci.

HA/PCL spektra jsou vykresleny v grafu na Obrazku 35. Pro ziskdni spekter HA
pred a po plazmovani byly vyrobeny félie z roztoku HA o stejném piivodu a koncentraci,
jaké byly pouZzivany pro zvlakiiovani a vytvoreni dvouvrstvy. K tomuto postupu bylo
pfistoupeno na zdkladé¢ nehomogenity vytvorené HA/PCL vrstvy, které obsahovala
ultrajemna vlakna HA v malém mnozstvi oproti PCL vldknim a nebylo tak mozné
provést spolehlivou FTIR analyzu. Morfologii HA nanovlaken lze vidét na SEM snimcich

Obrazku 29, na kterych je zjevné, Ze vrstva HA plné€ nepokryva PCL vldkna. Folie byly
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pfipraveny nalitim 1 ml roztoku HA na ocistény alobal. Po 24 hod roztok zaschl a vytvofil
hladkou prihlednou f6lii, kterd byly naplazmovana pii stejnych parametrech jako
vladkenna vrstva (p = 20 Pa; U =200 V; CH4 = 20 sccm; t = 3 min), aby bylo dosazeno

porovnatelnych vysledki v ptipadnych zménach chemické struktury.

Charakteristické IR spektrum HA obsahuje n¢kolik absorpénich maxim. Patii mezi né
maximum na vinové délce 3400 cm’, ktery je pfipisovan O-H vazbam. Vrchol
na 1750 cm™ pfislusi C=0 karboxylovych kyselin. Maximum peaku na 1650 cm™ a také
na 1500 cm! se pak vztahuje k amidu. V piipadé maxim v rozmezi 1000 — 1300 cm!
se jedné o C-O estery a ethery. Ze spekter pied a po modifikaci vSak nelze urcité zadny
vyrazny rozdil. Nejvétsi zmeény pravdépodobné nastaly v oblasti nepolarnich vazeb mezi
uhliky, na které FTIR neni citlivé, a pfipadné zmény tak nejsou ve vysledném spektru

patrné.
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Obrdazek 35: FTIR spektra folii HA pred a po modifikaci.

6.2.4 Zména adheze dvouvrstvy po plazmatické upravé
Hodnota adheze PVA/PCL vrstvy byla métfena pied i po Upravé methanovym plazmatem.
Kritickd sila potiebna k odd€leni vrstev po plazmatické modifikaci ¢inila
(2,38 + 0,28) N. Tato hodnota je nizs$i nez v ptipadé plazmaticky neoSetiené vrstvy
PVA/PCL, kde hodnota doséhla (3,22 + 0,19) N (viz Kapitola 4.2.4). Plazmatické Gprava
zménou pevnosti vlaken. Ze SEM snimkli PVA vldkenné strany materiald, viz Obrazek
31(A), nevyplyva 74ddnd morfologickd zména oproti neoSetfenym PVA vlaknim.

Plazmaticka uprava ovSem nemusi vytvofit homogenni modifikaci. Pokud misty doslo
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k naruseni struktury PVA vldken a vytvofeni porézniho materialu, mohla byt ovlivnéna
1 adheze. Obrazek 36 obsahuje SEM snimky morfologie oddélenych vrstev po méteni.
Opét nedoslo k uplnému rozdéleni jednotlivych vrstev, ale 1ze vidét, Ze ¢ast PCL vldken

ulpiva na PVA vrstve.

Fagh T ] = £ s - i ety e ket
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: | SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 1.00 kx
WD: 15.85 mm Det: SE WD: 1491 mm Det: SE 50 pm
View field: 277 ym  Date(m/diy): 05/09/18 View field: 277 ym  Date(m/diy): 05/08/18

Obrazek 36: SEM snimky morfologii mechanicky oddélenych vrstev plazmaticky
osetrene viakenné dvouvrstvy PVA/PCL, méritko 50 um.

Hodnota adheze HA/PCL materidlu nebyla métfena pted modifikaci ani po oSetfeni
methanovym plazmatem. Kompozitni material neobsahoval ucelenou vrstvu jemnych
nanovldken HA a nebylo tak mozné spolehlivé urcit adhezi, jelikoz se hodnoty kritickych

sil se vyrazné liSily v kazdém bod¢ vzorku.

6.2.5 In vitro testovani materiala

1) Extrakty

Z vysledk in vitro testovani PVA/PCL vrstvy v Kapitole 4.2.5 bylo zjevné, Ze hydrofilni
vlakna mohou ovlivilovat vysledky testovéani, prestoZze se b&hem experimentu plné
rozpusti. Extrakty, pfipravené inkubaci plazmaticky upravenych PVA/PCL a HA/PCL
vrstev v plném médiu, byly pfidany ke konfluentni vrstvé 3T3 mySich fibroblast v 96-ti

jamkové desticce.

Po 24 hodinach nedoslo ke zméné metabolické aktivity bun€k do kladnych ani zapornych

rowr

hodnot (viz Obr. 37). Mirné odchylky mohou byt zpisobeny metodikou (odsati ¢asti
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konfluentni vrstvy béhem manipulace apod.). Predpokladdalo se, ze by pfipadné
degradac¢ni produkty PCL / HA mohly ovlivnit bunécnou viabilitu, coz nebylo testem

prokazano. NedoSlo k poklesu hodnot metabolické aktivity bun€k po 70% a dle normy
ISO 10993:5 tak materialy nejsou cytotoxicke.

150+
.[.
100+ -|-

Obrazek 37: Hodnoceni metabolické aktivity bunék po 24hodinové inkubaci s extrakty
kompozitnich materialu.

Po experimentu byla provedena mikroskopicka kontrola materiald po standardnim
procesu fixace a odvodnéni vzorkl vzristajici ethanolovou fadou. Snimky ze skenovaci
elektronové mikroskopie jsou zndzornény na Obr. 38. V ptipadé¢ HA nedoslo k rozpusténi
modifikovanych vldken. PVA bylo béhem experimentu ¢i béhem piipravy vzorki

pro SEM analyzu rozpusténo; na snimku jsou patrnd vldkna PCL, kterd se nachézela

pod rozpusténou vrstvou PVA.
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SEM HV: 20.0 kY SEM MAG: §.00 kx || I VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kW SEM MAG: 5.00 ki | | I VEGAZ TESCAN
WD 163§ mm Det SE 10 um WD 16.48 mm Det: SE 10 um
View Meld: §5.4 ym | Date{midiy). 111817 FT TUL Liberec View feld: 55.4 ym | Date(midiy}: 1111817 FT TUL Liberec

Obrazek 38: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie kompozitnich materialii
PCL+HA, PCL+PVA po 24hodinové inkubaci v kompletnim médiu, meritko 10 um.

Po tydenni extrakci materidlli v kompletnim médiu byl proveden obdobny experiment.
Hodnota viability bun¢k opét nebyla pozménéna, vysledky byly konzistentné;si (viz graf
na Obr. 39A). Provedena mikroskopické analyza vypadala obdobné jako v ptfedchozim
hodnoceném casovém intervalu - HA byla i po tydenni inkubaci v médiu pfitomna (viz

Obr. 39B).
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Obrazek 39: Hodnoceni metabolické aktivity bunék po tydenni inkubaci s extrakty
kompozitnich materialu (A), SEM snimek kompozitniho materialu PCL+HA po tydenni
inkubaci v kompletnim médiu, meéritko 10 um (B).
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2) Hodnoceni adheze a proliferace fibroblastii na kompozitni materialy

Kompozitni materialy popsané vySe byly osazeny mySimi 3T3 fibroblasty (pasaz 11) a
hodnotila se interakce jednotlivych stran kompozitnich materiali s bunkami po 1 a 7

dnech kultivace.

Znaceni materialu bylo nasledujici:

1. PCL (dvouvrstva PCL-PVA — osazena strana PCL)

2. PVA (dvouvrstva PCL-PVA — osazena strana PVA)

3. PVA pl (dvouvrstva PCL-PVA plazmaticky upravené — osazena strana PVA)
4. HA pl (dvouvrstva PCL-HA plazmaticky upravena — osazena strana HA)
MTT test

Metabolicka aktivita bun€¢k na vldkennych materidlech byla hodnocena pomoci MTT
testu po 1, resp. 7 dnech kultivace (viz Obr. 40). Prvni den po nasazeni bunck byla
naméfend nejveétsi hodnota absorbance odpovidajici bunééné viabilité na materidlu
obohaceném o kyselinu hyaluronovou po plazmatické upravé (HA pl). Po tydenni
kultivaci doslo k vyrazné proliferaci opét na kompozitnim materialu PCL-HA (HA pl).
Na vrstvach PCL a PVA zustala hodnota viability na nizkych hodnotach — srovnatelna
s prvnim dnem. Podobné vysledky na té€chto tfech materidlech jsou zplsobeny
pravdépodobné faktem, Ze doSlo k rozpusténi PVA, proto se jednalo o interakci PCL

a fibroblastti ve vSech ptipadech (PCL, PVA, PVA pl).
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Obrazek 40: Metabolicka aktivita bunék nasazenych na povrch vlakennych materialii po
1 a 7 dnech, ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001 (ANOVA, Bonferroni).

Fluorescen¢ni mikroskopie

Bunky byly vizualizovany dvojim barvenim phalloidin a DAPI, které umoziuje
zviditelnéni cytoplazmy (vazbou phalloidinu na aktinova vlakna cytoskeletu) a jader
(vazba DAPI na DNA). Ze snimkd na Obrazku 41 je patrné, ze materidly PCL, PVA
a PVA_ pl nepodporovaly adhezi a proliferaci fibroblastii. Buiiky mély spiSe zakulaceny
tvar a jejich pocet se béhem tydenniho testovani nenavySoval. Naproti tomu material
obohaceny o kyselinu hyaluronovu (HA pl) po plazmatické upravé umozinoval dobrou
bunécénou adhezi a rozprosteini bunék. Po tydnu doslo k bunééné proliferaci, pocet bunék

se zvysil oproti prvnimu dni.
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PVA plld
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Obrdazek 41: Snimky z fluorescencni mikroskopie bunék na testovanych materidlech —
zelené se barvi aktinova vilakna (phalloidin), modre bunécné jadro (DAPI), méritko 50

um.
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Bunééna jadra byla kvantifikovana softwarem MATLAB a vysledky byly pfepocitany

na pocet bunék na jednotce plochy (1 mm?). Vysledky jsou zobrazeny v grafu na Obrazku

pocet pretrvaval 1 po tydenni kultivaci. K nejvyraznéjsi proliferaci doslo na materialu

HA-pl, kde byl detekovan nejvyssi pocet bunék po tydenni kultivaci.
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Obrazek 42: Kvantifikace bunék na testovanych materialech po 1 a 7 dnech kultivace,
*p<0,05 ; **** p<0,0001 (ANOVA, Bonferroni).

Skenovaci elektronova mikroskopie

U kompozitniho materialu PCL-PVA doslo k rozpuSténi PVA vrstvy, jak jiz bylo
dokazéano v predchozim experimentu s extrakty. Interakce buné¢k tak tedy probihala pouze
s vlakennym PCL, nikoliv s PVA, jak je uvddéno pro dodrzeni pocate¢niho oznaceni
strany osazeni ptivodniho materialu. Na snimku na Obrazku 43 je vidét pouze vrstva PCL

s ojedinélymi buitkami.
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Obrazek 43: Snimky z elektronové mikroskopie fibroblastit na vidkenném nosici PCL
(vrstva PVA vidken jiz neni pritomna) po tydenni kultivaci, meritko 50 um.

Vrstva kyseliny hyaluronové byla béhem tydenni inkubace v médiu neporusena. Bunky
na tuto kompozitni vrstvu adherovaly a proliferovaly béhem tydenniho experimentu

(viz Obr. 44).

'-='. : e R

SEM HV: 200 kv SEM MAG: 5.00 VEGA3 TESCAN SEM HV: 20,0 kW
WD: 14.74 mum Det SE WD 14.64 mm
View fiald: 664 pm | Date{midiy]: 11/2817 FT TUL Liberee View ficld: 654 pm | Date(midly]: 1172817

Obrazek 44: Snimky z elektronové mikroskopie fibroblastii na viakenném nosici
PCL+HA plpo I dni a7 dnech kultivace, meritko 10 um.
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Zavér

Provedenymi experimenty byla ovéfena pritomnost kyseliny hyaluronové po plazmatické
upraveé na vlakenném nosici z PCL, kterda podporovala bunécnou adhezi a proliferaci.
Vrstva PVA byla po kontaktu s médiem rozpusSténa, a to i po plazmatické uprave.

Vysledky ukazuji potencial modifikace kyseliny hyaluronové plazmatickou tupravou.

7 Diskuse

Elektrostatick¢ zvlaknovani je pro svou variabilitu nejpouzivanéjSim piistupem
pro vyrobu vlakennych scaffoldd pro tkafiové inZzenyrstvi. Rada studii toto tvrzeni
potvrzuje, jedna se napiiklad o publikace autortt Agarwal et al. (2008), Alhosseini et al.
(2012), Chen et al. (2016) ¢i Kishan a Cosgriff-Hernandez (2017). V této diplomové praci
bylo elektrostatické zvladknovani pouzito jako metoda pro vyrobu dvouvrstvych
vldkennych nosi¢li s odliSnou sméacivosti povrchu. Jako hydrofilni polymery byly
vybrany PVA a HA a jako hydrofébni polymer pak PCL. V piipadé PVA se tato prace
opird o vSestrannost PVA a jeho vyuziti v biomedicing, jak potvrzuji i studie autorti
Sasipriya et al. (2013), Jensen et al. (2016) a dalsi. Kyselina hyaluronové se také t&si
roustouci oblibé v tkdflovém inzenyrstvi, jak dokazuje 1 pfehledova studie (review article)
od autorii Collins a Birkinshaw (2013), ale i nov¢jsi studie od Hussain et al. (2017). Byla
provedena tada in vitro, in vivo, i klinickych studii v oblasti aplikace HA pro 1é¢eni ran.
Poly-e-kaprolakton se hojné vyuziva v tkdilovém inZenyrstvi pro svou dostupnost
a moznosti Uprav jeho vlastnosti. Navic byly vydany studie, které vyuzivaji PCL
pro tkanové inZenyrstvi gastrointestinalniho traktu. Naptiklad v publikaci od autord T.
Knight et al. (2013) byla smés PCL/PLGA pouZita pro vyrobu tubuldrniho scaffoldu,

ktery mél slouzit jako nédhrada ¢asti tenkého stieva.

7.1 Material PVA/PCL

Jako prvni material byla vyrobena PVA/PCL vldkenna dvouvrstva. Vldkenny kompozitni
materidl byl vytvofen sekvencnim zvldknovanim. Stejny ptistup byl pouzit pro vyrobu
vicevrstvého materialu napt. ve studii od Kharaziha et al. (2013) ¢i Kidoaki et al. (2005).
Byly vyzkouSeny oba zplisoby pofadi vrstveni. V Pfistupu 1 byl nejprve zvlaknén PVA,
ktery byl ukladan na spunbond, nasledné¢ byl zvldknén PCL a ulozen na PVA vrstvu.
Ve vrstvé, vytvotené Piistupem 2, byly polymery zvldknény v opacném potadi.
Kompozitni dvouvrstva byla vytvoiena pouze Ptistupem 1. Polymery je mozné zvlaknit

1 Pfistupem 2, nicméné vysledné vrstvy nevykazuji soudrznost (viz Obrazek 18).
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Nesoudrznost vrstev je nejspiSe zplusobena rozpoustédlovym systémem. PVA byl
pfipraven jako vodny roztok, avsak je rozpustny i v ethanolu. Kdyz tedy na vytvofenou
nanovlakennou vrstvu dopadnou PCL vldkna se zbytkovym rozpoustédlem, ve kterém je
ethanol, snadno se vlakna pfilnou. Na druhou stranu, PCL ve vod¢ rozpustny neni. Pokud
jsou tedy na vrstvu PCL vldken zvldknovana vodorozpustnd vldkna PVA, nedojde
ke spojeni dvou vrstev. Dale proto bylo pracovano pouze s homogenni dvouvrstvou, ktera

byla vyrobena v potadi PVA-PCL (Ptistup 1).

Predpokladana hydrofilita PVA strany a hydrofobicita PCL strany byla ovéfena métenim
kontaktniho thlu. Nizka hodnota kontaktniho uhlu na PVA strané¢ (okolo 33°)
koresponduje se studii od Ngadimana et al. (2015). Hodnota kontaktniho uhlu PCL
(cca 95°) se shoduje se studii W. Wanga et al. (2016).

Tato vrstva byla mimo jiné otestovana pomoci in vitro testl, kdy byly nasazeny 3T3 mysi
fibroblasty na ob¢ strany materidlu. Vysledky MTT testu ukdzaly nariast proliferace
na PVA stran¢ po 7 dnech kultivace oproti PCL stran¢. Snimky z fluorescen¢ni
mikroskopie tento vysledek potvrdily, nejvice adherovanych bunék bylo na vrstvé PVA
a tvorily tak témét konfluentni vrstvu. Niz$i proliferace na PCL strané vrstvy byla
pfedpokladdna, vzhledem k hydrofobicit¢ PCL. Nizsi proliferaci bunék na PCL kvili
niz8i smacivost je popisovan i napi. ve studii od Jahani ef al. (2012) a v ptehledové studii
(review article) od autori Abedalwafa et al. (2012) je popsano nékolik tiprav PCL vrstev,
které¢ byly pouzity za Gcelem zvySeni nedostatecné bunécéné proliferace. SEM snimky
potvrdily, Ze se PVA vrstva béhem testovani rozpustila, jak bylo ptfedpokladédno. Nejspis
vSak pfitomnost PVA na zac¢atku experimentu a pfipadné degradacni produkty vyrazné

ovlivnily bunécnou adhezi a proliferaci.

7.2 Material HA/PCL
Jako druhy kompozitni material byla pfipravena dvouvrstva HA/PCL. Byly zvoleny dvé

metody pfipravy. Jednalo se o Metodu A, ve které bylo kombinovano elektrostatické
rozpraSovani (pro HA roztok) a elektrostatické zvldknovani (pro PCL roztok) a Metodu
B, ve které bylo zvoleno opét sekvencni elektrostatické zvldknovani. Piedpokladalo
se, 7ze Metodou A dojde k efektivnimu zachyceni elektrostaticky rozpraSenych
vysokomolekularnich kapek HA mezi vldkna PCL. Podobny pfistup a aparatura byly
pouzity napiiklad ve studii od autorii Vitchuli et al. (2011), kde byly mezi nanovlakna

Nylonu 6 inkorporovany ZnO nanocastice pro zavedeni antibakteridlnich vlastnosti
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materialu nebo také v publikaci od Chen a Elabd (2017) a dalSich vyzkumech. Pomoci
GPC stanoveni se ovSem hypotézu nepodarilo ovétit. Analyzované vzorky obsahovaly
nizky podil HA, ktery nebylo mozné detekovat. Pro budouci opakovani experimentu je
vhodné pouzit RASL (Right Angle Light Scattering) detektor, ktery je na polymery

s vysokou molekulovou hmotnosti dostate¢né citlivy.

Metodou B byla vyrobena dvouvrstva HA/PCL. Zvlakiiovani vodnych roztoku HA je
velice obtizné. Divodem je piiliSnd viskozita vodnych roztokii a polyelektrolytické
vlastnosti. (Brenner et al. 2012) Bez chemickych aditiv je velice naro¢né pfipravit
vlakennou vrstvu HA, avSak toxické ptisady tvofi pfekdzku pro biomedicinska vyuziti
takto ptipravenych nanovlaken. Ve studii od autortt Um et al. (2004) bylo pro zvlakinovani
vyuzito miseni s nizkomolekuldrnich frakci HA a ethanolu, spolu s modifikaci aparatury
pro elektrostatické zvlaknovani, tzv. electroblowing. Pii tomto zpracovani nanovlaken
proudi vzduch okolo elektrody, ze které se zvlakinuje polymerni roztok. Proud vzduchu
tak usnadnuje tvorbu Taylorovych kuzell a zarovenl urychluje vypatovani rozpoustédla.
Ve studii od autor Liu et al. (2011) byl pouzit rozpoustédlovy systém DIW/kyselina
mraven¢i/DMF (25/50/25). V publikaci od Brenner et al. (2012) bylo poukadzano
na degradaci HA pfi pouziti rozpoustédel NaOH:DMF. Jako rozpoustédla v praci téchto
autori proto byla zvolena mén¢ kyseld smés hydroxidu amonného (NH4OH) a DMF.
Pro usnadnéni zpracovani roztoki HA v elektrickém poli a zvySeni produktivity vyroby
se vétsSina studii pfiklani k miseni HA s tvz. nosnym polymerem, ktery lze snadno
zvlaknit. Zfeymym disledkem tohoto postupu je vSak to, Ze se ve vysledné vrstvé nachazi
jen urcity procentualni podil HA. Pro tyto tcely se pouziva napt. PVA (Kotzianova et al.

2016) nebo PEO (Ji et al. 2006).

V této diplomové praci byly nalezeny podminky, pfi kterych 1ze zvladknit vodné roztoky
vysokomolekularni (1,4 MDa) HA bez chemickych aditiv a pfi relativné vysokych
okolnich vlhkostech (41%). Ukéazalo se ale, ze zvlakinovani roztoki HA neni tak
produktivni, jako zvladknovani PCL roztokli, a proto nebyla vytvofena homogenni
dvouvrstva. Vrstva ultrajemnych HA nanovldken plné€ nepfekryva PCL vrstvu a tim bylo
ovlivnéno i méfeni kontaktniho tihlu, ktery dosahuje hodnoty (46,59 + 15,19)°, coz je
vy$si hodnota nez v ptipadé PVA vrstvy. Nicméné vlakna HA 1 PVA jsou velmi smaciva

a proto bylo pfistoupeno ke zvyseni jejich hydrofobicity.
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7.3 Povrchova uprava PVA a HA stran vlakennych dvouvrstev

Cilem diplomové prace bylo vyrobit vlakenny material, ktery se sklada ze dvou vrstev
vlaken s odliSnou smaéacivosti. Elektrostatickym zvldkiovanim byly pfipraveny dva
materialy sklddajici se zPVA/PCL a HA/PCL. V budouci aplikaci je zamysleno
dvouvrstvu piilozit hydrofilni stranou na cerstvé vytvofenou gastrointestinalni
anastomoézu. AvsSak hydrofilni polymery (PVA a HA) se okamzité po kontaktu s tkani
rozpusti. Dle Khunmanee et al. (2017) 1ze nizsi rozpustnost 1ze zajistit pomoci klasickych
sitovacich technik (za pfidani glutaraldehydu, divinyl sulfonu, glyoxalu ¢i UV zafenim
za pridani UV iniciatori). Tyto techniky vSak nejsou zcela vhodné pro biomedicinské
aplikace a vSeobecné sitovani pii zachovani biokompatibility je velice obtizné. V této
diplomové praci proto bylo pfistoupeno k oSetfeni hydrofilni strany dvouvrstvych
materiali studenym methanovym plazmatem. Piedpokladalo se, ze dojde k navazani
uhlikovych funkénich skupin na povrch vldken a tim se snizi rozpustnost. Tato metoda
byla vybrana na zdkladé¢ vyhod plazmatickych procesii, jako je variabilita procesu

a moznost zvyseni hydrofobicity vlaken bez ptidavku chemickych aditiv.

Na Obrazku 31 je SEM snimek morfologii PVA vlaken po vystaveni plazmatu.
Na zékladé ¢lanku od autorG Thongpud et al. (2008) bylo ptedpoklddano, ze dojde
k zvySeni mikrodrsnosti povrchu vldken vlivem depozice uhlikovych funkénich skupin.
Avsak SEM snimky pted a po plazmatické Gpravé s timto predpokladem nekoresponduji.
Neni vidét zddnad zména v morfologii povrchu vlaken a nedoSlo ani ke statisticky
vyznamné zméné pramért vlaken. Po plazmatické tpraveé doslo ke zvySeni kontaktniho
uhlu (Tabulka 6), ale hodnota se stale pohybuje v oblasti hydrofilnich materiald. Procesni

podminky plazmatického procesu nebyly dostatecné pro modifikaci povrchu.

V dostupnych zdrojich nebyly nalezeny zddné publikace, které by se vénovaly zvySeni
hydrofobicity vlaken HA pomoci plazmatickych procest. V této praci byla uspésné
navysSena hydrofobicita HA nanovldken. Zména struktury nanovlaken je vyrazné;jsi nez
v pfipadé modifikace PVA, jak Ize vidét na Obrazku 32. Doslo k vytvofeni
strukturovanéjS$iho materialu, coz rovnéz zplisobilo zvySeni pramért vlaken. Stejny
vysledek potvrzuje 1 méteni kontaktniho tihlu, ktery dosahuje nad 100° a modifikovanou

vrstvu HA 1ze tak oznacit jako hydrofobni material.

Zmény v chemické struktufe byly analyzovany pomoci FTIR. Na zakladé studii bylo

pfepodkladdno, Ze dojde ke sniZzeni —OH skupin a ptedev§im navazani uhlikovych
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funk¢énich skupin, jelikoz bylo pouzito methanové plazma. (Jeong et al. 2009, Liguori et
al. 2015) Tento ptedpoklad nebyl pomoci FTIR ovéfen. Pokud ovSem byly v pritbé¢hu
plazmatického procesu navazany uhlikové funkcni skupin, doslo k vytvotfeni nepolarnich
vazeb, na které neni FTIR citlivd. Ve studii od Molina et al. (2014) také nebyla
pozorovana zména v IR spektrech chitosanovych gelii pred a po plazmatické uprave.
Ze spekter presto vyplyva dilezity vysledek, tedy Ze nedoslo k vyraznym zméndm
v chemické struktufe. Pro ovéfeni navyseni uhliku ve vrstvé by bylo vhodné provést
naptiklad Rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii (XPS), ¢imz by byla ziskana
prvkova analyza vrstvy pifed a po modifikaci a kvantitativné pak vyhodnocen

procentudlni obsah jednotlivych prvkda.

In vitro testovani potvrdilo rozpusténi PVA 1 po plazmatické tpraveé. Vysledky MTT
testu, fluorescenéni i skenovaci elektronové mikroskopie ukazuji, ze doslo k rozpusténi
PVA pfed i po plazmatické upravé a fibroblasty interagovaly pouze s vlakennym PCL,
ktery byl soucasti dvouvrstvého materidlu. NedoSlo tak k zvySeni bunécéné adheze
a proliferace oproti PCL vrstvé. Tyto vysledky se neshoduji s prvotnimi in vitro testy
PVA/PCL vrstvy. Pro porovnatelnost jednotlivych vysledkll byla totiz testovana opét
puvodni PVA/PCL vrstva. Vrstva PVA se vSak nejspise pfi skladovani vlivem vnéjSich
podminek ¢astecné rozpustila. Vysledky tak nejsou srovnatelné. Je tedy nutné experiment
zopakovat. Podstatnym vysledkem je, Ze plazmatickd uprava PVA vldken nevedla
ke zvySeni jejich rozpustnosti a modifikovany material nepodporoval adhezi fibroblast.
Naopak ultrajemna sit’ HA vlaken zistala zachovéna i po tydennim testovani a HA strana
materidlu podporovala bunéénou adhezi a proliferaci. Ukazalo se tak, Ze plazmaticka
uprava HA nanovldken ma dobry potencidl pro zvySeni hydrofobicity HA vrstvy

pii zachovani cytokompatibility.

79



8 Zavér

Cilem diplomové préace bylo vyrobit dvouvrstvy vldkenny tkdnovy nosic, jehoz jednotlivé
vrstvy maji odlisnou smacivost. Vysledny material by tak mohl slouzit jako kryti Cerstve
vytvorenych chirurgickych anastomoz v oblasti gastrointestinalniho traktu. Pro tyto ucely
byly vyvinuty dva tkanové nosice. Jedna se o dvouvrstvu sklddajici se z hydrofilnich
vlaken PVA a hydrofobnich vlaken PCL, a dvouvrstvy material vytvoteny z ultrajemnych
vlaken HA a vladken PCL. Materialy pro vyrobu nosict byly vybrany na zaklad¢ dobré
znalosti polymert PVA, HA a PCL v tkanovém inzenyrstvi. Oba vyrobené materialy

splnuji pozadavky, kladené na tkanové nosice, které byly predstaveny v teoretické Casti.

Jako metoda vyroby bylo zvoleno bezjehlové elektrostatické zvladknovani technologii
Nanospider™, kterd umoziiuje primyslovou vyrobu vldkennych vrstev. Touto metodou
byly zvlaknény vSechny polymerni roztoky, véetné vodnych roztokl vysokomolekularni
(1,4 MDa) HA. Piinosem diplomové prace tedy je nalezeni podminek, pfi kterych Ize
pfipravit ultrajemna vlakna (pod 100 nm) HA pfti vysSich okolnich vlhkostech (41%).
Neni tak nutné pouziti klimatiza¢ni jednotky. Tento vysledek tvoti rozdil oproti ostatnim
vyzkumtm, které se zabyvaji jehlovym zvlakiiovanim roztokii HA s chemickymi aditivy
pro snizeni viskozity, modifikacemi zvlaknovacich aparatur (napt. electroblowing)
pro usnadnéni odpafovani vodného rozpoustédla nebo piipadné misenim roztokih HA

s nosnym polymerem, ktery usnadiiuje zvlakinovani.

Hydrofilni strany obou materialy byly oSetfeny studenym methanovym plazmatem. Tato
metoda byly zvolena jako alternativa k béznym sitovacim metodam pro sniZeni
rozpustnosti polymert, pfi kterych je velice obtizné zachovat biokompatibilitu materialu.
Pomoci plazmatické modifikace bylo dosazeno uspéSného navyseni kontaktniho tthlu
nanovldkenné HA vrstvy, ktery po modifikaci ¢inil (106,29 + 10,23)°. Pti modifikaci
se také podafilo zachovat ultrajemnou nanovlakennou strukturu, kterd nebyla rozpuSténa
ani po tydenni inkubaci v kompletnim médiu (viz SEM snimek na Obrazku 39B). Navic
dle in vitro testi byl prokazdn potencial plazmatické modifikace HA, jelikoz
modifikovand struktura podporovala bunéfnou adhezi a proliferaci fibroblastu.
V této diplomové praci tak byla predstavena tispéSna metoda modifikace povrchu vlaken
HA pro snizeni rozpustnosti. Naopak v pfipadé PVA vldken nedoSlo po plazmatické
upravé k dostatenym zmeénam. Toto tvrzeni potvrzuji morfologické SEM snimky,

fotografie vrstvy po Upravé (viz Obrazek 31), nedostatecné navySeni kontaktniho thlu
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(Tabulka 6) i1 vysledky in vitro testovani, ze kterych je zjevné, ze se vrstva rozpustila

a fibroblasty interagovaly pouze s vrstvou PCL.

V dalsich experimentech by proto bylo vhodné zopakovat plazmatickou tpravu PVA
strany pfi jinych parametrech. Také lze pouZit jiny nosny plyn nebo metodu. Nejnovéjsi
publikace naptiklad ukazuji na potencial sitovani vodorozpustnych polymert pomoci
atmosférického plazmatu. Pokud by se ani tak nepodafilo zvysit hydrofobicitu, lze
pristoupit ke zvlakinovani roztoki PVA s vyssim stupném hydrolyzy, jelikoz rozpustnost
PVA je dana stupném hydrolyzy a roztoky s vys$$i hydrolyzou jsou nerozpustné
ve vodnych roztocich. V budoucich experimentech lze také zvazit moznost miseni HA
s dalSim polymerem (napt. PEO) a zvlaknéni jako smési. Vyhoda tohoto piistupu tkvi
ve zvySeni produktivity zvldknovani a v ekonomické vyhodnosti, jelikoz potizeni HA
v lékarské kvalité je financné narocné. Pokud by se PCL v postupném in vivo testovani
ukdzal jako nevhodny polymer pro zabranéni anastomotického leaku, 1ze jej nahradit
jinym hydrofébnim polymerem, naptiklad kyselinou poly-L-mlécnou, kterd pii in vitro

testovani ukazuje dobrou cytokompatibilitu.

V blizkém casovém horizontu také probéhnou prvotni in vivo testy dvouvrstvych
vlakennych materidlu vyrobenych v rdmci této diplomové prace. Spoluprace byla
navazana s Biomedicinskym centrem v Plzni, kde pod vedenim doc. MUDr. Vaclava
Lisky, Ph.D. jiz probéhly prvotni implantace. Pro prvotni in vivo testovani byla vybrana
pouze PCL vlakenna vrstva, pfipravena na Nanospider™, ktera slouzila pro vytvoieni
metodiky operaci a budoucimu porovnani s dvouvrstvymi materidly. V rdmci operaci
provedenych na tenkém stevé prasat se ukazalo, Ze manipulace s vldkennymi materidly
pii chirurgickém zakroku je jednoduchd, neni potteba zadné dalsi specialni vybaveni
a prekryti stfevni anastomozy je Casove nenaro¢né. Materialy proto maji dobry potencial
pro tuto aplikaci a v rdmci diplomové prace bylo provedeno n¢kolik krokti pro jejich

uspésnou vyrobu.
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