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Abstrakt

Pro potieby dneSniho tkanového inzenyrstvi je tieba vyrobit tkanovy nosic, ktery by dokazal
vhodné napodobit strukturu mimobunééné hmoty. Nanovlakna pfipravena metodou stejnosmérného
elektrostatického zvlakinovani se zdaji pro tento ucel velmi vhodnd, jelikoz priméry téchto
nanovldken odpovidaji primérim vldken mimobunécné hmoty. Jako material byl pouzit poly(e-
kaprolakton), synteticky biodegradabilni polymer. Byly pfipraveny vzorky scaffoldi na valcovém
kolektoru s riznymi rychlostmi otaceni. Analyza elektronovym mikroskopem ukézala, ze od 5000
RPM vznikala uspofddand struktura, pfiCemz se zvySujicimi se otdckami se zvySovala i
uspofadanost, ktera ma vliv na mechanické vlastnosti vzorkt. Pripravené vzorky se zdaji vhodné
Kk vytvofeni vnitini vrstvy tkanovych nosi¢t pro cévni implantaty. Pro tispé$né napodobeni stiedni
vrstvy cévy je tieba vytvorit dostatecné porovitou vrstvu vlaken. Novou zcela unikatni metodou
stiidavého elektrostatického zvlakinovani byly ptipraveny vzorky polyvinylbutyralu. Jejich struktura
byla analyzovana a porovnana se vzorky piipravenymi stejnosmérnym elektrostatickym
zvlakniovanim. Podle vysledki Ize soudit, ze tato technologie by mohla byt vhodné k vyrobé druhé

vrstvy tkanového nosice pro cévni tkdnové implantaty.

Klic¢ova slova:
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Abstrakt

For today tissue engineering it is neccesary to produce scaffold, that would mimic the
structure of native extracellular matrix. Nanofibers prepaired by electrospinning seem to be very
good for this purpose, because of their diameters which are similar to diameters of the extracellular
matrix fibers. Poly(e-kaprolakton) - synthetic biodegradable polymer was used. The samples were
prepaired using a rotating mandrel with different rotation speeds. The electron microscopy analysis
discovered, that structure of oriented fibers is obtained by rotations 5000 RPM. The more rotations
IS used, better orientation is obtained. The orientation of fibers play role in mechanical properties of
the material. The samples seem to be suitable to form the inner layer of the scaffold. To make the
second layer, more porous material is needed. A new unique method — alternating current
electrospinning — was used to make samples of polyvinylbutyral. The structure of samples was
analyzed and compared to the samples of polyvinylbutyral prepaired by direct current
electrospinning. It seems this new technology is suitable to make the second layer of the scaffold

for vascular graft.

Key words

Tissue engineering, scaffold, nanotechnology, nanofigers, electrospinning



Obsah

Lo VOO 9
2. TEOTEHICKA CASL....eiiiiiiiiii i 11
2.1, ODCROVA SOUSTAVA....c.ueiiiiiiiiiieiiiet ettt b et b et e n e ns 11

2. 100 SHACE....ceeeiciitee s 11
212, KIBV e 11
N T O 1) PSPPI 12

2.2.  Implantaty pouzivang v SOUCASTIOS ......c.viieiriiiiiiiieitieie et 13
2.2.1. Biologické cévni NANIadY........cccueiiiiiiiiiiiiiii 14
2.2.2.  Cévni ndAhrady UMELE ..........cooiiiiiiiiiiiie e 15

2.3, MiIimobUNEENA RMOLA......ceiiiiiiii e 16
2.4, TKANOVE INZENYTSTVE ..eeiiiiiiiiiiiiieiste ettt b e 16
241, TKANOVY NOSIC ..eeuvreueiiiieiieie sttt ettt ettt b et e bt b e nb e e 17

2.5. Nanotechnologie pro vyrobu tkaNoVyCh NOSICT.....ccuveiviiiiiiiiieiie e 18
2.5.1.  NANOLECNNOIOGIE ... ..ottt et re e re e 18
2.5.2. NANOVIAKNA .....ooiiiiiiiiiice e 19
2.5.3.  Elektrostatick€ ZVIAKNOVANT .......ceeiieiiiriiiiiiiiiiiieeeee s 20
2.5.4. FElektrostatické zvlakiiovani na valcovy kolektor ..........ccoovviiiiiiiiiii e 24

2.6. Polymery vyuzivané pro vyrobu tkdflovych nosiCll .........cccovviiiiiiiiiiiiiiec e 26
2.6.1.  P0ZadOVanE VIASTNOStI.....c.veiuiieiiiiiiieeiesiee sttt 27
2.6.2.  POlymery VYUZIVANE V PIAXE ..ccueiueeieieieitesiestesitsiese ettt nbe bbb sne i 27

3. EXPerimentalng CAS.........ciiiiiiiiiieieie et 31
3.1.  Vyroba tkanovych nosicl pro cévni implantaty.........c.ccocviiiiiiiiiiiniiiiec e 31

T8 S0 |V 11 (o T |V ST SPPS 31

B L2 VYSIRAKY it bbb 34
3.2.  Analyza vzorki stfidavého elektrostatického zvIAKNOVANT ..........cccevviiiieiiii e 40
3.2.1.  Stiidaveé ZVIAKNOVANT .....c.ocviiiiiiiiiiic s 41
B Y [~ (0o YRS PPSRSTSRP 42
3.2.3.  VSIEAKY .o 45
Y7 TP ORI 53
Seznam PouZItYCh POJMITL.....coiviiiiiiiiiiiiiiie e 54
Seznam POUZILE LIEETALUTY .........ciiviiiiiiiiiiic e 56



Seznam symboli zkratek a terminii:

AC — Alternating current, stfidavy proud

DC — Direct current, stejnosmérny proud

DCM - Dichlormethan

ECM — Extracellular matrix — mimobuné¢éna hmota

FB - Fibroblast

Fe,03; — Oxid Zelezity

P(LLA-CL) - Kopolymer kyseliny poly(L—mlé¢né) a poly(e-kaprolaktonu)
PCL — Poly(e-caprolaktone)

PDO - Polydioxanon

PGA — Kyselina polyglykolova

PLA — Kyselina polymlécna

PLCL — Kopolymer kyseliny polymlééné a poly(e-kaprolaktonu)
PLGA — Kopolymer kyseliny polymlééné a polyhlykolové
PLLA - Kyselina poly- L- mlé¢na

PTFE — Polytetrafluorethylen

SMC — Smooth muscle cell — hladka svalova bunka

TiO,— Oxid titanicity

Uefr — Efektivni napéti



1. Uvod

Cévni onemocnéni patii mezi nejéastéjsi pii¢iny smrti v dnesni dobé&. I pies to, ze na trhu se
nachazi mnoho cévnich nahrad, jejich pouziti ma jist¢ nedostatky a omezeni. Problémové jsou
pfedevsim nizkopritokové tepny, kde umélé implantaty zcela selhavaji. Z toho divodu stale probiha
vyzkum novych materiald a technologii, které by bylo moZzno pouzit a tim zvysit jak pocet
uspésnych operaci, tak i kvalitu péce o pacienta. Postupy tkanového inZenyrstvi se v tomto ohledu
jevi velmi nadéjné. Jedna z jeho oblasti se zabyva vyrobou tkanovych nosi¢t pro pfipravu cévnich
nahrad tvotenych buinikami vlastniho organismu.

Vhodnym materidlem pro vyrobu tkanového nosic¢e jsou polymerni nanovlakna pfipravena
metodou elektrostatického zvlaknovani na valcovy kolektor. Jejich struktura do zna¢né miry
pfipomind strukturu mimobunééné hmoty, diky ¢emuz jsou idedlni k péstovani tkanovych bunék.

Cilem této prace bylo seznameni se s problematikou vyroby cévnich tkanovych implantati,
prostudovani literatury a Vypracovani literdrni reSerSe. Soucdasti praktické ¢asti byl navrh zatizeni,
polymerti a polymernich roztokli pro laboratorni vyrobu tkaiiovych cévnich implantatd, ptiprava
vzorkl a analyza jejich struktury a vlastnosti.

Bylo sestrojeno zafizeni na vyrobu tkanovych nosic¢l a také ptipraveno nékolik vzorkd
nanovlakennych tkanovych nosic¢t z poly(e-kaprolaktonu). Byla analyzovana jejich struktura a také
byly provedeny testy jejich pevnosti v tahu na trhacce.

V druhé poloviné praktické casti byly analyzovany vzorky polyvinylbutyralu piipravené
zcela novou metodou, sttidavym elektrostatickym zvlakiiovanim. Podafilo se zhodnotit, predevSim
kvalitativné, rozdily mezi metodami stejnosmérného a stiidavého elektrostatického zvlaknovani a
srovnat vnitini strukturu vzorkl pfipravenych témito metodami. Dale se naSemu tymu podafilo
celkové zdokonalit tuto novou technologii, o nizZ se domnivame, Ze by se dala vyuZit, mimo jiné, 1
k vyrobé tkanovych nosicl pro cévni nahrady.

Prace je délena na teoretickou a experimentalni ¢ast. Teoretickd ¢ast se zabyva ob¢hovou
soustavou. Popisuje se zde zejména prostiedi obéhové soustavy a jednotlivych organli se
zaméfenim na charakteristiku struktury cévni stény. Nasleduje popis implantati pouzivanych
V soucasnosti v chirurgické praxi v€etné vyctu jejich nevyhod. Pokracuje kapitolou o mimobunécné
hmoté, jeji struktufe a funkci, na kterou navazuje kapitola o tkanovém inzenyrstvi. Ta popisuje
metody tkdnového inZenyrstvi a jeho moznostmi a dale se zaméfuje na tkanové nosice a vlastnosti,
kter¢ my m¢l splitovat. Nasleduje kapitola o nanotechnologiich. Krom¢ zakladnich informaci o
nanotechnologiich a nanovlaknech piiblizuje proces elektrostatického zvlakinovani a jeho

modifikaci - elektrostatické zvlaknovani na valcovy kolektor. Posledni kapitola ma za cil shrnout



vlastnosti, které by mél mit material pouzivany pro vyrobu tkanového nosice, a polymery a dale
ukazuje, které polymery se pouzivaji v praxi.

Experimentalni ¢ast mizeme rozdélit na dvé poloviny. Prvni se vénuje vyrob¢ tkanovych
nosi¢u z poly(e-kaprolaktonu). Soucasti je popis pouzité aparatury, piiprava roztoki, charakteristikKy
vnitini struktury scaffoldi a hodnoceni jejich mechanickych vlastnosti. Druhd polovina popisuje
ptipravu vzorkli polyvinylbutyralu metodami stejnosmérného a stfidavého zvldknovani a dale
analyzu a porovnani jejich vnitini struktury. Déle pak popisuje proces stfidavého elektrostatického
zvlaknovani, kde jsou vlakna navijena na rotujici valcovy kolektor a analyzu takto pfipravenych

vzorku.
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2. Teoreticka ¢ast

Vyroba tkanovych nosicli pro cévni implantaty je komplexni zalezitosti. V ramci teoretické
Casti své bakalarské prace se budu zabyvat riznymi aspekty této problematiky, zakladni
charakteristikou ob&hové soustavy c¢loveéka, strukturou cévy a také charakteristikou cévnich
implantatt pouzivanych v soucasnosti. Dalsi kapitoly se tykaji tkanového inZzenyrstvi, struktury a
funkci mimobuné¢éné hmoty a poté samotného procesu vyroby — elektrostatickym zvlakfiovanim,

jeho modifikacemi a také materidly, které se k tomuto Gcelu pouzivaji.

2.1. Obéhova soustava

Obc¢hova soustava je organova soustava, jejimz hlavnim ukolem je transport kysliku a zivin
a jinych latek, odvod odpadnich latek z té€la a rozvod tepla. Sklada se ze srdce, které celou soustavu

pohani, krve, ktera slouZzi jako ptenosové médium, a cév, které ji rozvadi.

2.1.1. Srdce

Srdce je duty organ kuZelovitého tvaru umistény v levé poloviné hrudniku mezi plicemi a
hrudni kosti, ktery zajist'uje proudéni krve v cévach. Sklada se ze dvou ptedsini a dvou komor a je
tvofeno pii¢né pruhovanym svalstvem, které nelze ovladat vili. Je vyzivovano levou a pravou
Vv zavislosti na riznych aspektech, kolem hodnoty 3,6 mm [1]. Pfi snizeni pritoku krve (obvykle

kvili aterosklerdze), nastava tzv. ischemicka choroba srdecni [2].

2.1.2. Krev

Krev je télesnd tekutina zajist'ujici samotnou latkovou vyménu. Krev se sklada z krevni
plazmy a krevnich télisek ptiblizné v poméru 1:1.

Krevni plazma je tekuta ¢ast krve a obsahuje 91% vody a 9% rozpusténych latek — rzné
bilkoviny, soli, glukézu, mocovinu, hormony, vitaminy, enzymy. Krevni téliska jsou ¢ervené a bilé
krvinky a krevni desti¢ky. Cervené krvinky zajistuji samotny prenos kysliku, bilé krvinky jsou

dulezitou soucasti imunitniho systému a krevni desti¢ky se podili na mechanismu srazeni krve [3].
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2.1.3. Cévy

Z levé komory srdce vystupuje aorta, ze které se postupné odd¢luji mensi tepny. Ty se dale
vétvi na tepénky a Vvlasecnice, které nasledné prechazeji na zilky a zily a sbihaji se zpét do srdce.
Zatimco pramér vzestupné aorty je 26-30 mm, u velkych tepen je jen 8-10 mm, dale klesa v jejich
vétvich na 3-5 mm a u tepének poté na 0,6 mm az na hodnoty 0,009 mm u kapilar [4]. Sténa cévy
se sklada ze tii vrstev, pii¢emz kazda vrstva ma svou specifickou strukturu a funkci. Obrazek 2
znazoriuje strukturu cév a také poukazuje na rozdily mezi tepnou a zilou.

Vnitini vrstva se nazyva tunica intima. Intimu tvofi jednovrstva plocha endotelu. Jedna se o
ploché bunky uspofadané ve sméru toku krve. Intima poskytuje hladky povrch a zabranuje adhezi
krevnich desticek a bilych krvinek k povrchu cévy. Soucasné vSak pies tuto vrstvu probiha transport
latek, a to aktivné i pasivné, a také vylucovani riznych specifickych molekul. Od stfedni vrstvy je
oddélena membranou (tzv. bazalni laminou) tvofenou kolagenem typu 1V, lamininem a
fibronektinem [5].

Stredni vrstva (tunica media) tvoii nejtlustsi ¢ast stény cévy a je odpovédna za vétSinu
mechanickych vlastnosti. Je tvotena nékolika vrstvami hladkych svalovych bunék, kolagenem typu |
a Ill, vlakny elastinu a rtznych proteoglykant. Diky elastinu je céva pruzna, zatimco kolagen
zabranuje pfiliSnému natazeni. Buiikky a mimobunééna hmota jsou uspofadany v soustiednych
vrstvach, a tak tvoti komplexni strukturu, ktera umoziuje zachovat prisvit cévy pii jejim ohybu [5].

Vngjsi vrstva (tunica adventitia) se sklada z fibroblastii, nahodné uspotfadanych vlaken
kolagenu (typ 1), elastinu a nervi. Také se podili na mechanickych vlastnostech, ptevazné
ukotvenim k okolni tkani [5].

Rozlisujeme tii druhy cév. Tepny, Zily a vlasec¢nice. Jejich struktura ma podobné rysy, piesto

se i1 v zavislosti na jejich tcelu.
Tepny

Tepny vedou krev ze srdce, jsou tedy vystaveny vétsimu tlaku nez zily. Proto maji velmi
pevnou a pruznou sténu, Silné vyvinuta je predev§im tunica media. Tlakem se tepna rozsiii a az poté

vypudi krev dal. Proud krve je proto rovnomérny, i kdyz srdce mezi jednotlivymi stahy odpociva.

Toto roztazeni mizeme u povrchovych tepen nahmatat jako pulz [4].

Zily

Zily vedou krev do srdce. Jejich sténa je tendi a méné pruzna a tlak uvnitf je mensi nez v
12



tepnach (intima media je tenci). Na rozdil od tepen maji chlopné, které zabranuji zpétnému toku

krve [4].

Vnéjsi plast Stfednivrstva (tunicamedia) - Bazélnilamina Vnitini endotelova vrstva
(tunica adventitia)  vyrazné tendi u Zily neZ u tepny (tunica intima)

Chlopné - pouze u Zily

Obrazek 1: Porovnani struktury tepny a zily. Na obrdzku miizeme videét, ze intima media u Zily je

tenci, nez u tepny. Zily maji navic chlopné. Zdroj: http://adapaproject.org/bbk/tiki-

index.php?page=Leaf%3A+What+are+the+main+components+of+circulatory+systems%3F

Viasecnice

Vlasecnice jsou nejtenci cévy a propojuji tepny a zily. Jejich primér mtize byt az 0,009 mm

[4]. Jejich sténu tvoii jednovrstvy epitel. Skrze jejich sténu dochazi k latkové vymeéné.

2.2. Implantaty pouZivané v soucasnosti

V dneSni dobé se pouziva nékolik druhli cévnich implantati. V soucasnosti klinicky
pouzivané ndhrady lze rozdélit na biologické a umélé. Dalsi informace obsazené v této kapitole,
pokud neni uvedeno jinak, jsou pievzaty z knihy Chirurgickd a intervencni lécba cévnich

onemocnéni Krajic¢ka a kol. [4].
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2.2.1. Biologické cévni nahrady

Biologické cévni nahrady jsou obvykle vhodnym feSenim pro cévni rekonstrukce, problém
je v8ak s jejich ziskavanim. MuZzeme sem fadit autotransplantaty (pochazi z vlastniho organismu),
alotransplantaty (ze stejného zivoc¢isného druhu) a xenotransplantaty (z jiného zivoc¢isného druhu).
V praxi se vsak pouzivaji pfevazné autotransplantaty, jelikoz u ostatnich dochazi k imunitni reakci

organismu a odmitnuti transplantatu.

Tepenné autotransplantdty

Tepenny autotransplantat je v podstaté idealni ndhrada pro cévni rekonstrukce. Pti Setrném
odbéru a implantaci se nahrada chova prakticky stejné jako puvodni tepna a histologicky se po
prechodném zesileni intimy pfizptisobi.

Jedinym problémem je jeji ziskavani v potifebnych rozmérech. VSechny vétsi tepny jsou
v zésad¢ dulezité pro dany orgdn a nelze je bez nasledkli odebrat. Bylo navrzeno né€kolik postupt,
jak rozsifit, ¢i prodlouzit krats$i/uzsi tepnu, ale v praxi se neosvédCily. Dale se nabizi arteria linealis
v piipadé provedené splenektomie, ovSem pro pacienty se zdravou slezinou je to nepiijatelny
postup.

Dalsi komplikaci byva to, ze vétSina cévnich rekonstrukci se provadi u pacientd
s aterosklerozou, ktera vSak nepostihuje jen jeden usek tepny, ale vSechny. To mliZze vést k dal§im
komplikacim. Obecné jsou tedy tepenné autotransplantity zastoupeny rovnocenné

s autotransplantaty zilnimi.

Zilni autotransplantty

Zilni autotransplantdty se pouzivaji prevazné pii rekonstrukcich s odekavanym nizkym
pratokem nebo jako ndhrada za umélou cévni protézu, ktera byla odstran¢na pro infekci. Jejich
pouziti je omezeno jednak individudlni dosazitelnosti a také jejich rozméry — délkou a prisvitem.

Nejobvyklejsim zdrojem je vena safena magna, pripadné¢ vena saphena parva. Jejich
zéasadni vyhodou je, ze jsou dobfte piistupné. Odebiraji se jen zdravé Zily, ptipadné jen zdravé tseky.

Zilni autotransplantdty se mohou — i pies rozdilnou strukturu — pouZit pro koronarni
rekonstrukce. Pfi ptechodu ze systému nizkotlakého do vysokotlakého v nich dochazi ke zménam
histologickym i1 mechanickym. Postupné se narusi endotel, objevi se otok intimy a nasledna
hyperplazie medie a adventicie. Dochazi k vyrazné proliferaci pojivové tkan¢ a ubytku puvodnich

elastickych vldken a také k castecné obnoveé cév zajist'ujicich vyzivu stény pivodni tepny. Céva se
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postupné rozsiii a ptizplisobi vnitinimu tlaku.

2.2.2. Cévni nahrady umélé

Umélé cévni nahrady miZeme rozdélit podle technologie vyroby na pletené, tkané a lité.
Protézy pletené a lité maji srovnatelné vlastnosti, technologie tkani je spiSe na ustupu. Piestoze pii
nahradach velkych cév jsou velmi uspés$né, u cév s nizkym pritokem a mensim primérem (< 6 mm)

[6] tyto nahrady selhavaji a misto nich se (pokud je to mozné) pouzivaji zilni autotransplantaty.

Cévni protézy pletené

Technologie pleteni spociva v uZziti dvou ¢i vice niti a jehli¢ek. Uzitim riznych vlaken a
jehlicek lze ménit vysledné vlastnosti protézy. Jako materidl se pouzivaji polyesterova vidkna.
Pletené protézy se netiepi pfi prestfizeni pod jakymkoliv thlem, coz umoziuje lepsi kvalitu spoje
protézy s cévou nez u protéz tkanych. Povrch pletené cévy se pro docasné snizeni porozity

impregnuje kolagenem, Zelatinou nebo albuminem. Tato vrstva se postupné vstieba.

Cévni protézy thané

Vyroba spociva v tom, Ze se do osnovy paralelné ulozenych vldken vetkava clunkem jedno
vlakno piiéné. K vyrobé se pouzivaji teflonova vilakna. Hlavni vyhoda spodiva v moznosti
odstupiiovat hustotu tkaniny a vytvoteni hustého upletu, takze nedochazi ke krvaceni cévni sténou
ani u pln¢ heparizovanych pacienti. Na druhé stran¢ to vS8ak znaéné ztéZuje proces vhojeni. Dalsi

nevyhodou je tiepeni okraji pfi prestfizeni, coz komplikuje nasledné vytvoreni spoje.

Cévni protézy lité

Strukturu litych protéz netvoii vlakna, ale amorfni polytetrafluorethylen (PTFE), ktery je
lisovan do forem. Tato protéza ma mikroporézni strukturu houbovitého charakteru. Mikropéry jsou
podbunéénych rozmeéri a navic nejsou vzajemné propojené. Pokud neni protéza druhotné upravena,
objevuje se po obnoveni krevniho proudu v otvorech podél stehii obtézujici krvaceni. Tomu lze

ptedejit pouzivanim specidlniho Siciho materidlu.
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2.3. Mimobuné¢éna hmota

Tkan se sklada ze dvou hlavnich komponent — z bunék a mimobunécné hmoty (extracellular
matrix, ECM), pfi¢emz ECM zaujima vétSinu objemu tkané a soucasné z velké ¢asti urcuje jeji
geometricky tvar. Ze strukturniho pohledu se jedna o komplexné usporadané proteiny a
polysacharidy jako je kolagen, elastin, kyselina hyaluronova, proteoglykany a glykosaminoglykany.
Tyto komponenty jsou stile syntetizovany, vyméSovany, orientovany a rtuzn¢ modifikovany
bunkami. Zaklad struktury tvoii kolagenovd a elastinova vladkna v rozmérech od 50 do 500 nm.
Dnes jiz vime, ze ECM nenti jen struktura drzici buitky pohromadé. Tato struktura se pfimo podili,
prostiednictvim interakci sreceptory na povrchu bunék, na jejich adhezi, migraci, ristu,
diferenciaci a apoptoze. Ma také vliv na aktivitu cytokinii a mezibunéénych signalu [5].

Interakce mezi buitkami a ECM jsou zasadni béhem vyvoje tkdné€, ale 1 pfi zacelovani
poranéni a pro zachovani jeji zakladni funkce. Béhem vyvoje tkan€ jsou tyto interakce odpovédné
za formovani jeji struktury. Pii procesu hojeni fidi tvorbu srazeniny, zanctu, granulaci tkdné a
naslednou prestavbu [5].

Pocatecni ptitahovani a adheze mezi butkou a ECM jsou zplsobeny jednak rozdilnou
afinitou a zaroven hydrofobnimi interakcemi. Béhem dalsi faze adheze se burika ptichyti k ECM
pies integriny — proteiny, které se navazou na specifickd mista molekuly ECM. To bunice umozni

navazat se pies tzv. fokdlni adhezi a tim zajistit pfimou komunikaci s ECM [5].

2.4. Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je obor, jehoz cilem je tvorba, oprava, pfipadné nahrada tkani a organt
pouzitim kombinace bunck, biomaterialii, pfipadné biologicky aktivnich molekul. Touto cestou se
pokousi vytvofit material co nejvice podobny plivodni tkani. Je mozné, Ze tento slibny obor zcela
zméni soucasné terapie a vyrazné zlepsi kvalitu Zivota mnoha pacientu [5].

Potencialem tkanového inzenyrstvi je ptiprava imunologicky tolerantnich umélych organti a
tkanovych nahrad, které se mohou stat zivou soucasti pacienta. To miiZze vést k trvalému feSeni
nahrady poskozenych tkani a organti bez potteby dalSich doplitujicich terapii, coz je vyhodnéjsi jak
z hlediska zdravotniho, tak po strance finanéni [7].

Jedna ze zakladnich metod tkanového inzenyrstvi, kterou znazornuje Obrazek 2, zahrnuje
vypéestovani bunek in vitro do pozadovaného tvaru. Bohuzel samotné bunky nemaji schopnost
vytvaret takovéto struktury a tim definovat anatomicky tvar tkané. Misto toho zaujmou tvar
dvoudimenziondlni vrstvy bun¢k. Nicméné 3D struktury Ize dosdhnout nasazenim buné€k do porézni

matrice — tzv. tkanového nosice (jinak také scaffold), ke kterému se bunky dokazi pfichytit,
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kolonizovat ho a tim ziskat pozadovany. Scaffold tedy vlastné nahrazuje piivodni mimobuné¢nou
hmotu. Takto vytvofenou strukturu je poté mozno pouzit jako nahradu kosti, chrupavky, cévy, kize,

svall, apod. Tkanovy nosic¢ je tedy velmi dilezitym prvkem tohoto oboru [7].

Obrazek 2: Zaklad tkanového inzenyrstvi: Bunky se odeberou od pacienta (tzv. biopsie), napéstuji se

Zakladni princip tkanového inZzenyrsvi

Jednovrstva bunécna

: / g \ kultura

Buriky z biopsie (e

— -

Buné&éna kultura na -
= polymernim tkafiovém S —e=" 5,

’_‘ = \ nosici

Expandované buriky
Vzniktransplante& S.‘l" . /
0\
Ao

in vitro, poté se nanesou na tkanovy nosic. Vznikly transplantat miize byt voperovan zpét do téla

pacienta. Zdroj: http://www.experimentation-online.co.uk/article.php?id=1141

2.4.1. Tkanovy nosi¢

VétSina soucasnych technik spoléha na makroporézni tkanové nosice, které slouzi jako
podpora pro pocatecni pfichyceni bunc¢k a naslednou formaci tkané. Tento postup se da dobie
aplikovat na tvorbu jednodussich struktur. Spoléha na ptirozené schopnosti bunék a na regeneracni
schopnosti tkani. Proto v tomto pfipad¢ zalezi hlavné na samotnych bunkach a jejich schopnosti
piizpusobit se. V kazdém piipadé€, schopnost ptizpiisobit se okolnimu prostiedi ma jisté hranice, coz
je jednim z divodl, pro¢ tkdnové inzenyrstvi zatim nedokdze obnovit nékteré tkané. Jednim

z nejvétsich problémil soucasnych postupti tkaniového inZenyrstvi je, ze nedokdzi vytvofit strukturu,
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ktera by umoziovala pronikani kysliku a zivin do celé struktury scaffoldu [5].

V posledni dobé jsou vyvijeny scaffoldy nového druhu, scaffoldy, které umoznuji ziskat
kontrolu nad uspofdddnim bunék, jejich organizaci a interakcemi a tim pfispét k lepsi imitaci
struktury tkané. Velky podil na tom ma soucasny technologicky rozvoj v oblasti nanotechnologii.
Nanotechnologie jednak umoziuji ovladat strukturu materidlu na Skale mikro a nanometrt a také
s sebou pfinasi kvalitn€jSi moznosti analyzy. Z tkdnového nosiCe tak piestdvd byt jen pasivni
substrat pro adhezi bunék a jejich proliferaci. Namisto toho se muze (diky své struktufe) aktivné
zapojit do procesu vyvoje tkané [5].

Jednou z nadéjnych cest designu nového scaffoldu je co nejblizsi napodobeni chemickych
vlastnosti, pfipadné struktury pivodni mimobunééné hmoty a tim zajistit Co nejleps$i prostiedi pro
bunky. Diky zahrnuti jeji architektury a chemickych aspekti muze takovy scaffold podporovat
adhezi bunék a proliferaci, poskytovat biologické signaly, umoznit dostate¢ny pfisun zivin a
poskytnout mechanické a biologické vlastnosti ovliviwyjici funkci bunék. Samoziejmé je mozné
dosahnout novych vlastnosti, jinych neZ ma mimobunétna hmota, naptiklad modifikaci povrchu,
nebo pridanim kontrolovaného uvoliovani riznych aktivnich latek. Presto je pfirodni mimobunécna
hmota velmi dobrym vzorem [5].

Jednou z metod, kterou lze pouZit, je elektrospining, metoda vyroby nanovlaken, ktera jsou

rozmé&rové velice blizka vlaknim kolagenu a elastinu ECM.

2.5. Nanotechnologie pro vyrobu tkanovych nosicu

V této kapitole se zaméfim na nanotechnologie a pfedevS§im na samotny proces

elektrostatického zvlaknovani a jeho modifikace.

2.5.1. Nanotechnologie

Nanotechnologie se daji definovat rizn€ a definic je znacné mnoZzstvi. Pro pfedstavu jsem
vybral definici od National Science Foundation [8]: Nanotechnologie pfedstavuji vyzkum a
technologicky vyvoj na urovni atomi, molekul a makromolekul, v rozmérech ptiblizné¢ 1nm az 100
nm, poskytujici pochopeni tikazli a materiali na Grovni nanometrii a vytvareni a uzivani struktur,
pfistroji a systém, které vykazuji nové vlastnosti a funkce, diky jejich velikosti. Nové¢, odlisné
vlastnosti a funkce jsou vyvijeny v typické skale pod 100 nm. Nanotechnologicky vyzkum a vyvoj
zahrnuje kontrolovanou manipulaci struktury na rovni nanometri a jeji integraci do vétSich

materialovych komponentl, systémt a architektur. Ovladani a konstrukce jejich struktury a
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komponentl ziistava stale ve skale nanometrii. V nékterych zvlastnich ptipadech mize byt kriticka
délka mensi nez 1 nanometr — naptiklad pfi manipulaci s jednotlivymi atomy (pod 1 nm), ptipadné
veétsi — naptiklad polymery posilené nanocasticemi, kde se kriticka délka miize pohybovat mezi 200

a 300 nm.

I ptes to, ze se jedna o relativné mlady obor, ma v dnesni dob¢ jiz znaéné mnozstvi aplikaci.
V textilnim primyslu se pouzivaji nanocastice stiibra, které¢ diky svym antibakteridlnim G¢inkim
zabranuji zapachu. Oxid titaniCity (TiO;) se pouzivd na vyrobu nesmacivych dlazdic a skla.
Nanocastice zeleza nachdzeji své vyuziti pro ¢isténi odpadnich vod. Do kosmetickych piipravkd,
jako jsou krémy na obliceje a krémy na opalovani, se ptidavaji nanocastice oxidu titani¢itého a
oxidu zirkonic¢itého, rténky a li¢idla obsahuji nanocastice oxidu Zelezitého (Fe,Os). Nanovrstvy
TiO, se také pouzivaji na vyrobu lakt s reflexnimi vlastnostmi. V automobilovém prumyslu se
vyuzivd kompozitu polymer — jil pro zvySeni pevnosti riznych materidli. Dal§i vyuziti je v
oblasti elektroniky a informac¢nich technologii [9]. V neposledni fad¢ je tu nanospider — jedineény
Cesky patent firmy Elmarco — pfistroj pro komeréni vyrobu nanovlaken, ktera nachazeni vyuziti

napiiklad v oblasti filtraci.

2.5.2. Nanovlakna

Podle definice je za ,,nano* povazovano takové vlakno, které ma primér mensi nez 100 nm.
Piesto jsou nazory na tuto hodnotu nejednotné a prevazné komeréni subjekty, jako [10], [11], [12]
berou za hrani¢ni rozmér 0,5 um, nebo i 1 um. Faktem je, Ze jiz vlakna s primérem pod 1 pm mohu
vykazovat nové vlastnosti. Navic pro naSe ucely jsou idealni vldkna o primérech 50 az 500
nanometrti. Budu tedy za hrani¢ni rozmér povazovat 1 pm.

V dne$ni dobé¢ existuje n€kolik metod vyroby nanovldken, elektrospining je vSak zatim
jedinou metodou, ktera se vyuziva pramyslové. Dal§imi metodami jsou tazeni, meltspining, self-
assembly, template syntesis, elektroblowing a forcespinning [13].

Nanovldkna maji mnoho specifickych vlastnosti, které je odliSuji od béznych materidll.
Jenou z nich jsou jejich typické rozmeéry. Pro srovnani, vlakna vyrobena technologii meltblown
nebo spunbond, maji primér od 0,9 az do ne¢kolika mikrometr [10]. Primér nanovlaken muize byt
tedy vice nez 10 krat mensi. Nanovlakna se také vyznacuji velkym mérnym povrchem a porozitou

s malou velikosti port, diky niz se mohou pouzivat naptiklad jako filtracni médium [13].
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2.5.3. Elektrostatické zvlaknovani

V soucasnosti je elektrostatické zvlaknovani (elektrospinning) nejvhodnéjsi metodou vyroby
nanovldken. Proces vyroby je jiz technologicky znacné propracovany a tak se vyuziva i pro
primyslovou vyrobu nanovldken (naptiklad pro vyrobu filtrl). Daji se takto pfipravit vrstvy
nanovlaken o priméru v rozmezi ptiblizné¢ 50 — 900 nm [14].

Obrazek 3 znézoriuje schéma aparatury pro elektrostatické zvlaknovani. Roztok polymeru
je umistén v injekcni stiikacce, ke které je ze zdroje pfivedeno vysoké napéti. Naproti injekéni
stiikacce je umistén kolektor. Kolektorem muze byt napiiklad deska nebo valecek, ktery je bud’to
uzemnény, nebo je na néj privedeno napéti opacné.

Ve chvili, kdy je k polymeru pifivedeno dostatecné napéti, zacne samotny proces
zvlaknovani. Kapka polymeru se vytahne do tzv. Taylorova kuzele, z jehoz vrcholu vychazi proud
polymeru (tryska). Primér vlaken smérem ke kolektoru stale klesa pisobenim elektrického naboje.
Vlakna se pokousi co nejvice zvétsit svij povreh, diky provazani fetézcti polymeru vSak vznikaji
vlakna a ne kapky. V1akna dopadaji na povrch kolektoru, kde vytvoii tenkou vrstvu. V nasledujicich
podkapitolach se pokusim podrobnéji ptiblizit jednotlivé faze a podstatu tohoto procesu. Dalsi
informace obsazené v této kapitole, pokud neni uvedeno jinak, jsou pievzaty z Andradyho
monografie Science and technology of polymer nanofibers [14].
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Roztok polymeru

A

Vysoké
napéti
Kolektor
Obrazek  3:  Schéma  aparatury  pro  elektrostaticke  zvlaknovani  Zdroj:

http://www.nicast.com/index.aspx?id=2910

Vznik Taylorova kuZelu

Relativné malé, elektricky nabité kapky je mozno deformovat pomoci elektrického pole.
Efekt se snizuje se zvySujicim se polomérem kapky, protoze elektrické pole sldbne s druhou
mocninou vzdalenosti. Kapka polymeru (kvili zapleteni fetézcli) v elektrickém poli zaujima tvar
kuzele. Tento tzv. Tayloruv kuzel (Obrdzek 4) vznika, kdyZ je presazena hodnota tzv. kritického
napéti. Hodnota kritického napéti zalezi na riznych podminkéach, jako je druh polymeru, vzdalenost
kolektoru, teplota a vlhkost vzduchu. Z konce Taylorova kuzele nasledné vystieli tenky proud
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polymeru smétujici ke kolektoru, tzv. tryska.

Faze trysky

V této fazi se polymerni tryska snazi zvétsit svlij povrch, aby se piizpiisobila elektrickym
silam, které na ni pisobi, ¢imz se zmenSuje pomér povrchového naboje na jednotku povrchu.
Tryska se objevuje témet okamzité po prekroceni kritického napéti. S rostouci vzdélenosti od
Taylorova kuZele se zvysuje jeji rychlost a soucasné klesd primér, kvili jejimu prodluzovani a
vypafovani rozpoustédla. Postupné se tedy zvétSuje povrch trysky na jednotku jeji hmotnosti,
zatimco povrchovy naboj na jednotku povrchu klesa. K poklesu naboje piispiva také kontakt s

nabitymi ¢asticemi vzduchu.

A
\

e}
-

Tayloruv kuzel

Obrazek 4: Na obrdazku je zachycen polymer deformovany elektrickym
napetim. Vytvari Tayloriv kuzel, z jehoz konce vychadzi proud polymeru - tzv.

tryska Zdroj: [13]

Oblast bicujici nestability

Zpocatku rovna tryska prestava byt stabilni, zacina se ohybat a vInit. Ohyb trysky vede k

dals§imu zvétSeni povrchu, ¢imz se snizuje povrchovy naboj. Teoretické studie modeluji bicujici
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zonu jako vysledek soupefeni mezi nékolika odliSnymi nestabilitami. Tato oblast se vyznacuje

pusobenim elektrostatickych odpudivych sil, které nejsou z velké ¢asti axialni. Proud polymeru
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Obrdazek 5: Proud polymeru opisuje smycky

se stdle veétsim priimérem a ve spirdldach se

bliz1 ke kolektoru.

opisuje smycky se stale vétSim prumérem a ve spirdlach se blizi ke kolektoru. Kuzel, ktery mizeme
vidét zde (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.), je tvofen rychlym symetrickym pohybem jediné
trysky. V této oblasti dochazi k nejvyraznéj$imu odparovani rozpoustédla a zvétSovani povrchu.

Bicujici oblast je tedy misto odpovédné za samotny vznik nanovldken a jeji délka ovliviiuje

tloustku ziskanych nanovlaken. Tu lze ovlivnit vzdalenosti kolektoru od elektrody.
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2.5.4. Elektrostatické zvlaknovani na valcovy kolektor

Pokud chceme vyrobit tkanovy nosié¢, kterym budeme moci nahradit cévu, je tieba, aby mél
tvar trubicky. Toho snadno dosdhneme metodou elektrospinningu s valcovym kolektorem (Obrdzek
6), ktery popsal a patentoval Formhals jiz v roce 1934 [15]. Tento postup je velmi vhodny také
proto, ze soucasné¢ umoziuje vyrobu usporadanych vlaken, pokud je zvolena spravna rychlost
rotace kolektoru.

Nabité vlakno se pii kontaktu s povrchem kolektoru elektrostaticky pfichyti a je postupné
navijeno. Pokud je rychlost otaceni dostatecna, narovna se jeho ptuvodné spiralovita trajektorie. Tak

vznikaji usporadana vlakna. Soucasné mutize dochazet k jejich prodlouzeni tazenim [14].

Injekéni stFikacka

Zdroj vysokého
napéti

Zasoba polymeru

Jehla napojena na napéti

Vldkna polymeru

Rotujici kolektor

Obrazek 6: Schéma aparatury elektrostatického zviaknovani s rotujicim kolektorem. Zdroj:
http://www.intechopen.com/books/advances-in-biomaterials-science-and-biomedical-

applications/alignment-of-cells-and-extracellular-matrix-within-tissue-engineered-s
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Edwards a kol. [16] provadél vyzkum vlivu rotujiciho kolektoru na strukturu nanovlaken
poly(e-kaprolaktonu) (PCL). Pouzil 30% roztok PCL v dichlorethanu. Edwards provedl sadu méfeni
pfi riznych rychlostech otaceni a poté hodnotil uspotadani vldken a také jejich vnitini strukturu.
Ukazal, ze do rychlosti rotace 2 m/s zustavaji vlakna neuspoiadana (Obrdazek 7a). Pokud se
rychlost rotace zvysi nad tuto hodnotu, vlakna se dostanou pod mechanické napéti. Dochazi k jejich
uspofadani a soucasné prodluzovani (Obrdzek 7b). Maximalni orientace bylo dosazeno pii
obvodové rychlosti rotace 2,5 m/s. Pii pfekro¢eni obvodové rychlosti 5 m/s dochazelo u vlaken

k naru$eni vnitini struktury a vlakna se zacala trhat.

Obrazek 7: Vldkna PCL sbirana na valcovy kolektor pri riiznych otackach. Obrdzek a) zobrazuje

neusporadanou strukturu pri nizkych otackach, zatimco u b) byla rychlost dostatecna k vytvoreni

usporadané struktury vidken. Zdroj: [15]

Podobnou studii vypracoval Hu a kol. [17]. V této studii byl pouzit 13% roztok PCL v
dichlormethanu (DCM) a N,N-dimethylformamidu (DMF) v poméru 80/20. Nejvétsi miry uspofadani
vlaken zde bylo dosazeno pfi rychlosti rotace 10,68 m/s, pficemz nedoslo k zadnému poskozeni vlaken.
Soucasn¢ byl zkoumdn vliv uspofddanosti vlaken na uspofadani nasazenych bunck. Buiky se
prichycovaly podél vlaken a vytvarely pravidelnou strukturu. Struktura vlaken ma tedy znac¢ny vliv na
vysledné chovani bun¢k.

Xu a kol. [18] ptipravil scaffold tvofeny uspotfadanou strukturou vlaken elektrospinningem na
valcovy kolektor z 5% roztoku kopolymer kyseliny poly(L-mlééné) a poly(e-kaprolaktonu) (P(LLA-

CL)) (75:25) v acetonu pfi rychlosti rotace kolektoru 11 m/s. Vzorky byly posazeny hladkymi
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svalovymi buitkami (SMC) a pozorovany 7 dni. Biologické testy ukazaly, Ze se bunky pfichytavaji
podél vlaken (Obrdzek 8a,c). V porovnani se skupinou bunék na kontrolni desti¢ce (Obrdzek 8,d)

pro tkanové kultury byla rychlost proliferace srovnatelna, ovsem ob¢ skupiny vykazovaly zcela jiny

fenotyp.

Obrazek 8: Srovnani SMC péstovanych na nanovidknech (a,b) a na polystyrenové Petriho misce (C,d). Na
obrazku a) a c) jsou videt viakna aktinu a na obrazku b) a d) vidkna miozinu. Bunky péstované na

nanovldknech tvori usporadana viakna, na rozdil od bunék na TCPS Zdroj: [18]

2.6. Polymery vyuzivané pro vyrobu tkanovych nosica

Volba vhodného materialu pro vyrobu tkanového nosi¢e je velmi dulezitd vzhledem
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k mnozstvi pozadovanych vlastnosti. Existuje né¢kolik polymeru, které se v této oblasti vyuzivaji a
spliwyji tyto pozadavky (nebo alespon vétsinu). Tato kapitola ma za cil ukazat, jaké vlastnosti by
mél mit polymer ureny pro vyrobu tkanovych nosi¢t. Dale jsou uvedeny polymery pouzivané

V praxi a jejich strucna charakteristika.

2.6.1. Pozadované vlastnosti

Pokud vytvaiime umélou cévu, musime vzit v ivahu, do jakého prostredi se dostane, jaké

vlivy na ni budou piisobit, ptipadné jak by se méla chovat.

Z biologickych vlastnosti materidlu je samoziejmosti biokompatibilita. Material musi
umoznit (v idealnim pi¥ipadé podporovat) adhezi bunék, jejich diferenciaci a proliferaci. Obvykle je
také pozadovana biodegradabilita. Biodegradabilni material mize byt postupné odbouravan a
nahrazen vlastni ECM. Pokud bude material organismem postupné odbouravan, nesmi byt jeho
vysledné produkty toxické. Navic je tfeba, aby k rozkladu dochazelo jen tak rychle, aby bunky

dokézaly vyplilovat vznikly prostor novou tkéni.

Cévni nahrada musi mit také vhodné mechanické vlastnosti. Musi byt schopna odolat tlaku
krve, mit dostate¢nou pevnost v tahu, pii ohybu se nelamat a zachovavat prusvit. Splnéni téchto

pozadavku klade naroky jednak na mechanickou pevnost, ale také na pruznost.

2.6.2. Polymery vyuZivané v praxi

V praxi byla jiz vyzkouSena cela fada polymert, a to ptirodnich, syntetickych nebo jejich

kombinaci ve formé& smési, kopolymeru, pfipadné vicevrstvého scaffoldu. Podrobnéjsi informace o

jednotlivych polymerech je mozno najit napiiklad v [5], [19].

Piirodni polymery

Pfirodni polymerni biodegradabilni biomaterialy, které by se daly velmi snadno zavést
do klinické praxe, jelikoz jsou pro té€lo piirozené. Bunky snimi, diky jejich bioaktivnim
vlastnostem, velice ochotné interaguji [7].

Kolagen je nejhojnéjsi protein v lidském téle a hlavni stavebni prvek ECM. Zajistuje

integritu a pevnost tkani. Pfi naruseni tkané (poranéni) je kolagenu tfeba na opravu a obnovu jeji

27



struktury a funkce. Existuje pfes 30 druhii kolagenti a pro vSechny je spole¢na molekularni struktura
trojité Sroubovice. Pro vyrobu tkanovych nosict se obvykle pouzivaji kolageny typu I, 11l a IV.

Sell a kol. ve své studii [20], ptipravil elektrospinningem kolagenu vlakna rozmérové
srovnatelna s ECM. Pro kolagen typu | ziskal vlakna praméra od 100 nm do 5 um, pro kolagen typu
IIT vlakna od 115 do 612 nm pro rizné koncentrace roztoku. V obou piipadech byla zavislost
pramérti vldken na koncentraci roztoku lineéarni.

Nevyhodou kolagenu je, ze ve formé elektrospinnovanych vlaken nema po hydrataci in vivo
dostate¢né mechanické vlastnosti. Bez dalSiho zesitovani nedokaze piestat tepenné tlaky. Jednou
z variant je jeho zesitovani, druhou moznosti je elektrospining kolagenu ve smési se syntetickym
polymerem [20].

Elastin je polymer, bézn¢ zastoupeny v cévni tkani vedle kolagenu. Mechanicky zajist'uje
v tkani pruzné vlastnosti. Chemicky je inertni, t¢éméf nerozpustny. PouZiva se proto jeho rozpustna
forma alfa-elastin, pfipadné tropoelastin (z kterého je elastin tvofen). Pro zachovani spravné funkce
u nizkopritokovych prostfedi je tfeba, aby tkanova ndhrada odpovidala svymi mechanickymi
vlastnostmi ptivodni tepné. Tropoelastin dokaze poskytnout stavebni materidl pro formovani
elastinovych vlaken in vivo. Zapracovani tropoelastinu do cévni nahrady muaze byt proto velmi
uzite¢né. Problém je ovSem stejny jako u kolagenu. Elastin, pokud neni zesitovany, nevykazuje
dostate¢né mechanické vlastnosti. Elektrospinning alpha-elastinu a tropoelastinu provedl naptiklad
Li a kol. [21].

Elektrospinning smési kolagenu a elastinu provedl Boland a kol. [22]. Wtvofil dvojvrstvy
biomimeticky cévni scaffold. Vné&jsi vrstva se skladala z kolagenu typu 1 a elastinu v poméru 80/20
a vnitini v poméru 30/70. Vnitini sténu osazel endotelidlnimi bunkami, vnéjsi SMC a FB. Tato
studie ukézala, Ze vytvoreni biomimetického scaffoldu méa velmi pozitivni vliv na chovani bunék.

Ptesto jeho praktickému pouziti brani absence mechanickych vlastnosti.

Syntetické polymery

Syntetické polymery jsou obycejné levnéjsi nez biologické, jejich zpracovani je snadnéjsi a
také se lépe skladuji. Pritom jejich fyzikalnéchemické a mechanické vlastnosti jsou srovnatelné
S polymery ptirodnimi. Vyhodou je také, Ze mohou byt produkovany pod stalymi podminkami.
Jejich vlastnosti jsou predvidatelné a 1épe reprodukovatelné. Nejobvyklejsi materialy, které se dnes
pouzivaji, [5] jsou kyselina polyglykolova (PGA), kyselina polymlécna (PLA), jejich kopolymer
(PLGA), poly(e-kaprolakton), polydioxanon (PDO), polyanhydridy, polykarbonaty.

Vaz a kol. [23] pfiipravil elektrospinningem vicevrstvy scaffold na rota¢nim kolektoru o
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priméru 6 mm, kde vrchni vrstva byla slozena z pevnych, orientovanych vldken kyseliny
polymlécné (PLA) a wvnitini vrstva z neuspofadanych vlaken poly(e-kaprolakton) (PCL)
Usporadanou strukturu PLA se podatilo dosahnout pfi zvySeni obvodové rychlosti kolektoru na 3,4
m/s. Struktura vrstvy PCL se vyznaCovala mikrovlakny o praméru 1,5 az 6 um a velikosti poru
Vv priméru 15 pm. Vldkna vnéjsi vrstvy PLA dosahovala priméru od 800 nm do 3 um a velikost
port byla vpriméru 10 um. Takto vyrobeny Scaffold dosdhl pozadovanych mechanickych

vlastnosti (zna¢nd pruznost) a soucasné dobte podporoval rist a proliferaci tkanovych bunék.

Vyzkum na téma dlouhodobého zivota hladkych svalovych bunék na nanovldknech
kopolymeru kyseliny polymlécné a e-kaprolaktonu (P(LLA-CL) (70:30) se zabyval Dong a kol.
[24]. Hladké svalové bunky byly kultivovany na tkanovém nosi¢i po dobu 105 dni, s cilem
zhodnotit jejich dlouhodobou zivotnost a zanalyzovat jejich vliv na degradaci nanovlaken. I pfes to,
Ze pocatecni zivotnost byla niZz§i nez na polystyrenové desti¢ce pro péstovani tkanovych kultur, po
30 dnech prokézaly buiiky zivotnost vétsi. Po 2 mésicich se jiz zformovalo nékolik bunéénych
vrstev. Dale bylo prokdzano, ze buniky dokazi vyluc¢ovat vlastni ECM, coz je zcela nezbytné, aby

mohly nahrazovat material nosice a posilovat celistvost a pevnost struktury.

Smési prirodnich a syntetickych polymeri

Jako jedna z mozZnosti, jak zachovat biologické vlastnosti scaffoldu a soucasné zlepsit jeho
mechanické vlastnosti, je vyuziti polymerni smési polymeru ptirodniho a syntetického. PCL je
biodegradabilni polymer (1 az 2 roky) s vybornymi mechanickymi vlastnostmi. Pravé smés PCL a
kolagenu vyuzil ve své praci Lee a kol. [25]. Scaffold tvofeny kompozitem PCL a kolagenem typu |
dokazal odolavat vysokym tlakiim i po del$i dobé a pfitom si zachovavat vhodné prostiedi pro riist
bunék. Dosahl priméra vladken kolem 520 nm. Scaffold m¢l dostate€nou pevnost Vv tahu, adekvatni
elasticitu. Dale byl scaffold také osazen telecimi EC zevniti a SMC z vngjsi stény. Bunky vytvorily
souvislou vrstvu po celém scaffoldu. Dale byly provedeny testy stability in vivo. Scaffold odolal
krevnimu tlaku a vnitini endotelova vrstva zabranovala adhezi krevnich desticek. Také se ukazalo,
ze 1 mésic po transplantaci si scaffold zachoval svou vnitini strukturu a biomechanické vlastnosti
srovnatelné s redlnou tepnou.

Venugopal a kol. [26] pouzil smé&s PCL, kolagen I a III a elektrospiningem dosahl vlaken o
priméru 210 — 225 nm a mechanickych vlastnosti vhodnych pro cévni nahradu. Dale provedl
srovnani proliferace SMC na téchto vlaknech a samotnych vldknech PCL. Ukézal, Ze proliferace na

vlaknech typu PCL/kolagen I a III je po 6 dnech vyssi o 82 %.
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Lee a kol. [27] ptipravil scaffoldy ze smési polymert piirodnich (elastinu (15%) a kolagenu
(45%)) s raznymi polymery syntetickymi (40%) Témi byly PLLA, PLGA, PCL a PLCL. Byly
ptipraveny scaffoldy o primeéru 4,75 mm délce 12 cm a tloust’ce 0,5 mm pii obvodové rychlosti
kolektoru 0,12 m/s. Byly tvofeny nahodné orientovanymi vldkny o primérech 477 nm az 765 nm.
Scaffoldy byly netoxické a rozmérové stalé v prostiedi in vivo. Tato studie ukazuje, ze piitomnost
biodegradabilniho syntetického polymeru zlepSuje mechanické vlastnosti cévni nahrady. Zaroven
vSak pfitomnost elastinu a kolagenu zarucuje lepsi biokompatibilitu, nez by bylo mozno dosahnout
se samotnym syntetickym polymerem. Rovnéz poukazuje na moznost vyuziti n¢kolika raznych
materidli s riznymi mechanickymi vlastnostmi, jejichz uzitim by bylo mozné co nejvice napodobit
vlastnosti ptivodni cévy.

Huang [28], na rozdil od pfedchozich autordi, vyuzil kombinaci syntetického polymeru
S ptirodnimi pro vyrobu vicevrstvého scaffoldu na rotaénim kolektoru o priiméru 3 mm a rychlosti
rotace 0,05 m/s. Jako vné&jsi a vnitini vrstva slouzila vlakna smési kolagenu a chitosanu (4:1), mezi
nimi, jako stfedni vrstva, byla uzita vlakna P(LLA-CL). Scaffold vykazoval lepsi mechanické
vlastnosti nez scaffoldy z vlaken polymernich smési. Bylo prokazano, ze tato struktura ma vhodné
biologické vlastnosti a ptiznivé ovlivituje adhezi a proliferaci bunék i pies to, Ze proliferace bunék
na scaffoldu bez syntetick¢ého polymeru byla rychlej$i. Monovrstva endotelidlnich bunék se

zformovala béhem 1 tydne.
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3. Experimentalni ¢ast

Naplni experimentalni ¢asti bakalafské prace byla vyroba tkanovych nosi¢i a jejich
charakterizace. Druhou polovinou je analyza vlaken vzniklych stifidavym elektrostatickym

zvlakiiovanim.

3.1. Vyroba tkanovych nosici pro cévni implantaty

V ramci této Casti jsem se podilel na vyrob¢ tkanovych nosicl. Byly pfipraveny tkanové nosice
z PCL (Obrazek 9) na valcovy kolektor pii riznych rychlostech rotace. Byla analyzovana jejich

struktura a také jejich mechanické vlastnosti.

Obrazek 9: Ukdzka scaffoldi, ktery jsme pripravili

3.1.1. Metody

PouZité materidaly a piiprava roztokii

Poly-g-caprolactone (Mw 40.000, Sigma — Aldrich), rozpustény v roztoku chloroform:ethanol
v poméru 9:1 (9:1, Sigma — Aldrich), michan po dobu 8 hodin, aby vznikla homogenni smés. Roztok byl

pouzivan nejdéle tyden od pfipravy.

0
{C—(CH,)s—0%;

Poly-¢-kaprolakton, viz [19], str. 361
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Aparatura

Byla vyrobena aparatura pro elektrospinning s rotujicim kolektorem. Aparatura se sklada ze
zdroje vysokého napéti (Matsusada Precision Inc., Japan), automatické pumpy (Model NE-1000x; New
Era Pump Systems Inc., USA), 10 ml plastové stiikacky a uzemnéného nerezového rotujiciho kolektoru
(pramér od 3 do 6 mm a délka 20 cm). Jako pohon kolektoru byl pouzit krokovy motor (Obrdzek 10)
(pro vyrobu nahodné orientovanych vlaken, max. 1250 RPM) a vrta¢ka (Proxxon MICROMOT 50E)
(Obrdzek 11) (pro vyrobu vlaken orientovanych, max. 20000 RPM). Aparatura byla umisténa do

digestote kviili odvodu vypart rozpoustédla.

Automaticka
pumpa

el ———

- - -

\/

Obrazek 10: Aparatura pro elektrostatické zvidknovani s rotujicim kolektorem pro vyrobu

neorientovanych vlaken.

32



Piivod
vysokého

napeti

7

| ‘!'ll =y
¥ - - - 'j' - - =
- — e ?a ' \ .

» X=oe - — S
Obrazek 11: Modifikace aparatury pro elektrostatické zvidaknovani s rotujicim kolektorem pro

vyrobu orientovanych vidken.

Parametry vyroby

Byly vyrobeny scaffoldy v délce do 10 cm o vnitinim priméru 6 mm a tloustkou stény od
150 do 300 um. Pro vyrobu vzorkt s neusporadanymi vlakny byly pouzity otacky 250, 500, 750,
1000 a 1250 RPM, pro dosazeni orientovanych vlaken byly pouzity otacky 5000, 10000 a 12000
RPM. Zvlaknovani probihalo pii napéti 7 az 8 kV ve vzdalenosti od kolektoru 20 cm. Byl pouzit
roztok PCL o koncentraci 18% a zvlaknovani trvalo 90 minut pfi rychlosti pfisunu polymeru 3 az 5
ml/h. Pouzita jehla méla praimér 0,6 mm. Cely proces probihal pfi teploté 24,5+1°C a relativni
vlhkosti vzduchu 35,5+1%.
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Analyza struktury

Vzorky byly nejprve potazeny na zlati¢ce (Quantum, Q150R-ES) vrstvou zlata tlustou 7 nm.
Poté byla struktura vlaken analyzovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (Phenom,
FEY). Pro analyzu orientace vlaken bylo méfeno (u kazdého vzorku) minimalné 100 nahodné
vybranych vlaken ze snimku programem NIS-elements AR Analysis. Mechanické testy byly
provedeny na trhacim stroji (LabTest 2.05)

3.1.2. Vysledky

Zvldkiiovani na kolektor s nizkymi otackami

Bylo vyrobeno 5 riznych vzorki cév pii otackach 250, 500, 750, 1000 a 1250 RPM. Ze
snimkd z elektronového mikroskopu (Obrdazek 12) je ziejmé, ze vlakna jsou orientovana zcela
nahodné. VsSechny vzorky obsahuji 2 druhy vldken, kterd se vyrazné li§i primérem.
Z experimentalni zkuSenosti vime, Ze to je zpisobeno pouzitim roztoku chloroformu s ethanolem

jako rozpoustédla.
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Obrazek 12: NVzorky pripravené elektrospinningem z 18% roztoku PCL na rotacni kolektor pri
otackach 250 (a), 500 (b), 750 (c), 1000 (d) a 1250 (e) RPM.
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Zvlakiniovani na kolektor s vysokymi otackami

Byly ptipraveny 3 scaffoldy pii otackach kolektoru 5000, 10000 a 12000 RPM (Obrazek

13). Otacky byly dostateéné, pro dosazeni orientované struktury vlaken. Jako u vzorki

piipravenych pfi nizkych otackach, i zde mizeme vidét vlakna 2 riiznych priméri.

Obrazek 13: Snimky zobrazujici vzorky s orientovanymi viakny, kterych bylo dosazeno pri otackach

5000 RPM (a), 1000 RPM (b) a 12000 RPM (c).
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Analyza orientace vldken

Nameétené vysledky byly zpracovany do tabulky a do grafu. Tabulka lukazuje, ze nejvyssiho
stupné orientace je dosazeno pii otaCkach 12000 RPM, zatimco nejmensi stupen orientace

vykazoval vzorek vyrobeny pti otackach 5000 RPM. Celkové rozlozeni vlaken znazoriuje Graf 1.

Tabulka 1: Orientace vidken pri riiznych otackdach kolektoru

Smérodatna odchylka
procentualniho
RPM Pramér zastoupeni Nejmensi thel Nejvétsi uhel
5000 179,8 24,3 107,2 267,3
10000 180,7 17,3 118,6 269,0
12000 177,2 10,6 151,8 218,5

Graf rozlozeni orientace vlaken pro otacky 5000
%0 RPM, 10000 RPM a 12000 RPM
45 -
==3¢&=5000 RPM
40 - [
==3¢&=10000
T 35 - RPM
2 30 |
2
825 -
~4§ 20 A
9
215 -
10 A
5 .
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Orientace vlaken[°]

Graf 1: Procentudlni rozlozeni orientace vidiken u vzorkii pripravenych na rotacnim kolektoru pri otdackdch

5000 RPM, 10000 RPM a 12000 RPM.
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Analyza mechanickych vlastnosti scaffoldit

Mechanické vlastnosti nanovlakennych tkanovych nosi¢t byly hodnoceny u vzorka

s ndhodnou orientaci vldken (250 RPM) a u vzorkl s orientovanymi vldkny vyrobenymi pfi

ota¢kach 5000 RPM a 10000 RPM. Kazdé méfeni bylo provedeno dvakrat. Pro testovani byly

ptipraveny vVzorky o rozmérech 10x16 mm. U vSech vzorkl byla zméfena jejich tloustka.

Tabulka 2 a Graf 2 ukazuji, ze nejvétsi pevnosti v tahu ve sméru vlaken dosahl vzorek

piipraveny pii otackach 10000 RPM, tedy vzorek s nejvyssi orientaci vlaken. Pevnosti v tahu

v w7

u méfeni vzorki kolmo ke sméru vldken. Na druhé stran€, mechanické vlastnosti vzorku

ptipraveného pii nizkych otackach kolektoru se v zavislosti na sméru se méni relativné méné¢.

Tabulka 2: Vyhodnoceni pevnosti v tahu pro VZOrKy pripravené s pouzitim riznych otdicek kolektoru.

Namahani vzorkit bylo provedeno ve sméru vidken, pod uihlem 45° a kolmo ke sméru vidken.

Pevnost v tahu [MPa]

Otacky kolektoru

kolmo ke sméru vlaken

pod thlem 45°

ve sméru vliaken

250 0,133 0,154 0,29
5000 0,1 0,151 0,506
10000 0,155 0,15 0,7
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Graf 2: VWhodnoceni pevnosti v tahu pro vzorky pripravené s pouzitim riiznych otdacek kolektoru.

Namahani vzorkii bylo provedeno ve smeéru viaken, pod uhlem 45° a kolmo ke smeru viaken.

Hodnoty procentualniho prodlouzeni ukazuji Tabulka 3 a Graf 3. Z grafu mizeme vidét, ze

nejvyssiho prodlouzeni bylo dosazeno u vzorku, ktery byl pfipraven pii otdckach 10000 RPM pfti

namahéni kolmo ke sméru vlaken, pfi namdhani po sméru vldken bylo vSak jeho prodlouzeni

vyrazn€ niz§i. Mechanické vlastnosti vzorku pfipravené¢ho pii nizkych otackach kolektoru se

Vv zavislosti na sméru se méni vyrazné méné nez u vzorkil piipravenych pti vysokych otackach.

Tabulka 3: Relativni prodlouzeni vzorkii (pripravenych pri otackach 250 RPM, 5000 RPM a 10000

RPM) zpiisobené mechanickym namdhanim ve smeéru vidken, pod uhlem 45° a kolmo ke sméru

viaken.

Relativni prodlouzeni [%]

Otacky kolektoru

kolmo ke sméru vlaken

pod uhlem 45°

ve sméru viaken

250 49,74 38,2 22,98
5000 130,23 72,6 20,05
10000 165,61 63,68 18,52
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Graf 3: Relativni prodlouzeni vzorkii (pripravenych pri otackach 250 RPM, 5000 RPM a 10000

RPM) zpiisobené mechanickym namdhdanim ve smeéru viaken, pod uhlem 45° a kolmo ke smeéru

viaken.

3.2. Analyza vzorki stiidavého elektrostatického zvlaknovani

Bylo pfipraveno nékolik vzorkd nanovlaken polyvinylbutyralu (PVB) metodou stiidavého

elektrostatického zvlaknovani a dale vzorky pfipravené stejnosmémym elektrostatickym

zvlakiovanim, aby bylo mozné provést jejich srovnani. Déle byly stfidavym elektrostatickym

zvlakiiovanim pfipraveny 2 vzorky navijené na rotacni valcovy kolektor pfi rliznych vzdalenostech

od elektrody. Vsechny vzorky byly zkoumany elektronovym mikroskopem a byla charakterizovana

jejich vnitini struktura.
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3.2.1. Stiidavé zvlaknovani

Stiidavé elektrostatické zvlaknovani je zcela nova technologie vyroby nanovlaken. Princip
této metody pfipomina stejnosmérné elektrostatické zvlaknovani, je vSak pouzito stfidavé napéti.
Diky tomu vznikaji vldkna s kladnym i zapornym nabojem. Jejich vzajemnou interakci vznika

neutralni svazek, jak ukazuje Obrdzek 14. To s sebou piinasi mnoho zajimavych zmén a ukazu,

Obrazek 14: Ukdzka vyroby vidken metodou AC
elektrospinningu. Z elektrody vychazi sloup neutralnich

viaken.

které u stejnosmerného elektrostatického zvldknovani nenajdeme. Proto je nutné provést zékladni
analyzu vzorki pfipravenych touto metodou a také porovnat jejich strukturu se vzorky vzniklymi
pti stejnosmérném zvladknovani. Jednd se o technologii, ktera ma jisté znacny potencial. Jednou z
moznosti vyuziti by mohla byt vyroba tkanovych nosi¢ti pro cévni implantaty.

Pro rozliseni stfidavého a stejnosmérného elektrospinningu budu déle pozivat zkratky DC

pro stejnosmérny (z anglického direct current) a AC pro stéidavy (z anglického alternating current).

41



3.2.2. Metody

Pouzité materialy a priprava roztoki

18% roztok polyvinylbutyralu (Mw 60000, Kuraray) s ethanolem (Sigma — Aldrich) byl
michan pfes noc pii teploté 50 °C, aby vznikla homogenni smés. Pro pfipravu vzorki se pouzivaly i

star$i roztoky, jelikoz se jedna o zacatky vyzkumu.

H
CH, H H |
N NS |
—ECHﬁ—C“ (“—),,—(c H,— C“—)],,— (CH,— CI %
O\C /O OH (|)
H” ™ (CH,),CH; =t
Polyvinylbutyral, viz [19]str. 910 CH;

Zvlakiiovaci aparatura pro DC elektrospinning

Aparatura pro DC elektrospinning se skladala z ty¢ky o priméru 1 cm a délce 15 cm. Jako
kolektor byla pouzita kovova deska ¢tvercového tvaru o délce stény 30 cm. Elektroda byla umisténa
ve vzdalenosti 15 cm od kolektoru. Napéti poskytoval zdroj vysokého napéti (Matsusada Precision

Inc., Japan).

Zvlakiiovaci aparatur a pro AC elektrospinning

Obrazek 15 ukazuje schéma aparatury pro stiidavé elektrostatické zvlaknovani, Obrazek 16
jeji realné uspotradani. Autotransformator (Ktizik Praha Smichov, RAT 3x10, 8980) je zapojen do
elektrické sité. Slouzi k regulaci napéti vstupujiciho do vysokonapétového transformatoru (ABB,
KGUG 36, 1VLT5212006685). Transformator transformuje napéti v poméru 1:156. Maximalni
vystupni napéti je tedy U = 36 KV. Z vysokonapét'ového transformatoru je vyvedena elektroda
(Obrazek 17b). K té je silikonovou hadi¢kou ptivadén polymer a jeho piisun zajist'uje automaticka
pumpa (Model NE-1000x; New Era Pump Systems Inc.). Aparatura byla postavena v souladu
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S patentovou piihlaskou [PS3862CZ].

Pro sbér vliaken (Obrdzek 17a) byl pouzit (jako rotacni kolektor) valec o priméru 8 cm a

délce 45 cm s volitelnymi otackami v rozsahu od 3 RPM do 150 RPM pohanény elektromotorem.

N
Vysokonapétovy transformator Zvlakiovaci
elektroda
53 Piivod
polymeru
W Automaticka
O pumpa

Autotransformator
Uzeméni =

Obrazek 15: Schéma aparatury pro AC elektrospinning

Autotrans 1“0'1métor

Vysokonapétovy
transformator

Automatickd pumpa

Obrazek 16:Ukdzka aparatury pouzivané pro AC elektrospinning. Autotransformdtor slouzi
K regulaci napéti ze sité do vysokonapétového transformatoru. Z vysokonapétového transformatoru

je napéti privedeno na elektrodu.
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Elektromotor

\
/

Piivod
polymeru

Obrazek 17: (a) Rotacni kolektor pouzivany k navijeni svazku vidken. (b) Zvlaknovaci

elektroda s privodem polymeru a pripojenim k vySokému napéti
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Parametry stejnosmérného zvlakiiovani

Vlékna byla odebirana na papirovou podlozku ptipevnénou ke kolektoru pti pouzitém napéti

17,2 kV. Zvléknovani probihalo pfi teploté 21,7 °C a relativni vlhkosti vzduchu 39,7 %.

Parametry stiidavého zvldknovani

Zvlaknovani bez kolektoru probihalo pii efektivnim napéti 22,9 kV, 28,6 kV a 32,7 kV a
frekvenci 50 kHz z elektrody o praméru 1 cm. Proces zvlaknovani byl velmi zivy a plynuly. Ve
vSech piipadech se vytvofil se sloup vladken, kterd bylo mozno odebirat pomoci kartonovych

prouzku. Zvlaknovani probihalo pii teploté 25,8 °C a relativni vlhkosti vzduchu 41,8 %.

Pro pfipravu vzorkl navijenych na valcovy kolektor bylo pouzito efektivni napéti 21,3 kV,
frekvence 50 kHz a primér elektrody byl 1 cm. Byly pfipraveny 2 vzorky a to pii vzdalenostech
kolektoru 1 m a 4 m. Obvodova rychlost valce byla 0,02 m/s. Rychlost navijeni byla zvolena tak,
aby nedoSlo k pretrzeni svazku vldken. Proces se podafilo ustdlit a vytvofit na kolektoru
nerovnomérnou vrstvu vldken. Zvlaknovani probihalo pfi teploté 25,3°C a relativni vlhkosti

vzduchu 42,4%.

Charakterizace struktury

Vzorky byly nejprve pozlaceny zlatickou (Quantum, Q150R-ES). Pro charakterizaci
struktury vSech vzorka byly pouzity skenovaci elektronové mikroskopy (Phenom, FEY a ULTRA
Plus, Carl Zeiss). Ze snimku byly poté zméfeny praméry vlaken programem NIS-elements AR
Analysis. Byly spoc¢itany pramérné tloustky vlaken a rozloZeni praméru vlaken bylo vyneseno do

grafu.

3.2.3. Vysledky

Vzorky byly analyzovany. Vysledkem je kvalitativni a kvantitativni popis jejich struktury a
jejich srovnani se vzorky DC elektrospinningu. Ukazuje se, Ze struktura vlaken ptipravenych témito

metodami se velmi lisi. Postupné se zamétim na jednotlivé charakteristiky.
45



Stiedni integralni kiivost vldken

Vlakna vznikla AC elektrospinningem maji na prvni pohled jiny charakter nez ty z DC
elektrospinningu. Netvoii jen tenkou 2D vrstvu. Jejich struktura je na¢echrana.

To je zptsobeno vyrazné vyssi kiivosti vlaken, kterou miizeme pozorovat na obrazku ¢. 18.
Je vidét, Ze stfedni integralni kiivost vlaken na obrazcich a) a c) je téméf nulova, na rozdil od
vlaken na obrazcich b) a d). Lze piedpokladat, Ze to ptsobi jednak nepfitomnost kolektoru, a také
to, ze se spolu setkdvaji vlakna s rtiznym ndbojem, kterd se mohou vzajemné pfitahovat i

odpuzovat.
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Obrdzek 18: Obrdzky (a) a (c)(Phenom, FEY) ukazuji vidkna pripravena DC elektrospinningem,

obrazky (b) a (d) (Ultra plus, Carl Zeizz) vidkna pripravena AC elektrospinningem.

Analyza pramért vlaken ukazuje zna¢né rozdily mezi DC a AC elektrospinningem.
Primérna tloustka vlaken z DC elektrospinningu byla 472 nm, u AC v rozmezi 936 — 1028 nm. Na
grafu 2 mizeme vidét, ze také rozlozeni praméru vlaken je u obou metod odlisné. VétSina vliaken
vyrobena DC elektrospinningem spada svymi priméry do relativné malého intervalu. U AC
zvlaknovani se objevuje mnohem vice vlaken vyrazné tlustSich, nez je primérna hodnota. Vliv

velikosti efektivniho napéti na tloustku vlaken nebyl zaznamenan (viz tabulka ¢. 1).
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Tabulka 4: Primeérna tloustka vidken ziskand metodou DC a AC elektrospinningu pri riizném napéti

metoda DC elektrospining AC elektrospining
napéti [kV] 17,2 22,9 28,6 32,7
primér [nm] 472,3 961,5 1028,5 936,0

Graf rozloZeni praméra vlaken stenosmérného a stfidavého
elektrostatického zvlakfovani pfi rizném napéti

50 T

—>— Stridavé zvl. 22,9 kV

N
o
}

—O—Stridavé zvl. 28,6 kV
——Stridavé zvl. 32,7 kV

—A—Stejnosmérné zvl. 17,2 kV

N
o

Procentualni zastoupeni
w
o
1

10

0 1 2 Primér vldken fum) 4 5

Graf 4: Rozlozeni priméri viiken AC a DC elektrospinningu. Prumérna tloustka vidken
pripravenych metodou AC zvidkiovani je veétsi nez u metody DC zvidkiovani. \e vzorku
pripraveném AC elektrospinningem se také vyskytuji vidkna vyrazné tlustsi, neZ je priimérnd

hodnota vzorku.

Dvojce vidken

Charakteristickym znakem stfidavého zvlaknovani, jak muizeme vidét na Obr. 19, jsou
dvojce vlaken tésné piimknutych k sob€. Ve vzorku se daji nalézt i shluky vice vldken. Lze
predpokladat, ze takovéto pary vznikaji interakci dvou rizné nabitych vlaken, ktera se k sobé
pritahnou, a tak vznikne elektricky neutralni par. Podle dostupnych snimki z elektronového
mikroskopu se zdd, Ze dvojce a shluky znacné prevladaji nad samostatnymi vlakny. Bohuzel, ze

snimki nelze vzdy uréit s jistotou, zda je vlakno jedno nebo dvé, pokud je vlakno vystavené z boku.
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Celkov¢ odhaduji, ze dvojce a shluky tvofi vice nez 85% vlaken.
Je nutno poznamenat, ze podobny ukaz je mozné vidét i u stejnosmérného elektrospinningu

z roztokl s vysokou koncentraci, ovSem s odliSnym mechanismem procesu.

Obrazek 19:  Ukazka  dvojic  vidken

pripravenych AC elektrospinningem (Ultra
plus, Carl Zeizz).
Vady

Zatim vSechny vzorky, které¢ jsme metodou AC electrospinningu vyrobili, obsahovaly jistou
obdobu koralkt (Obr. 20). Jejich primér se pohyboval od 4 pym do 10 um a délka az k 20 um.
Tvarem se lisi od koralkd vznikajicich u stejnosmérného elektrospinningu. Nejsou zcela kulaté a

navic jsou vzdy soucasti dvojce vlaken. Povrch téchto koralkt je ¢lenity a piipomina kiizalu.
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Stridavé elektrostatické zvlakriovani s rotacnim valcovym kolektorem

Zda se, ze pomoci rota¢niho kolektoru na AC zvlakniovani mizeme dosdhnout ¢astecného
usporadani vlaken (Obr. 21). Otazka je, zda je timto zpisobem mozné dosdhnout vys$si trovné
usporadani, protoze pii vyssich rychlostech otaceni se svazek vldken zacina trhat. V kazdém ptipadé
je vyuziti rotaniho kolektoru vhodnym tfeSenim sbéru vldken. Navic pro vyrobu tkdtiovych nosict

pro vyrobu cévnich implantatl je navijeni vlaken zcela nezbytné.

Viiv vzdalenosti kolektoru na strukturu viaken

Z méteni praméri vlaken je ziejmé, Ze vzdalenost rotacniho kolektoru od elektrody pii AC
elektrospinningu nema zadny vliv na vysledné praméry vldken. Nedochéazi ani ke vzniku vétSich
shlukti vldken (viz graf 2 a Tab. 3) a rozlozeni jejich priméri je podobné. Zatim vSak nelze

rozhodnout, zda ma tato vzdalenost vliv na makroskopické uspotfadani vlaken.
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Obrazek 21: Vzorky pripravené metodou AC elektrospinningu na rotujici vailcovy kolektor ve

vzdalenosti (a) I metr a (b) 4 metry (Phenom, FEY).

Tabulka 5: Vliv vzdalenosti rotujiciho valcového kolektoru na primér vlaken.

vzdalenost kolektoru [m] 1 4

Primérna tloustka vlaken [nm] 744,1333 759,1337
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Graf 5 : Porovndni priméri viaken pri riznych vzdalenostech valcového kolektoru od zvldknovaci

elektrody.
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Zavér

V ramci této bakalarské prace byla vyrobena aparatura pro vyrobu tkanovych nosictu pro
cévni implantaty. DC elektrospinningem byly vyrobeny tkanové nosi¢e z PCL s neuspotfadanou a S
uspofadanou strukturou. Analyza struktury ukazala, ze nejvice usporadanou strukturu vykazoval
vzorek pripraveny pii otackach kolektoru 12000 RPM. Analyza struktury vlaken také ukazala, Ze
vSechny vzorky ptipravené DC elektrospinningem obsahovaly vlakna 2 praméri, coz by mohlo mit
pozitivni vliv na péstované buiky. Vrstvy orientovanych vldken PCL by se dalo vyuzit pro
vytvofeni vnitini vrstvy cévni nahrady.

Do budoucna by bylo jesté vhodné zajistit posun elektrody, aby byly tloustky vyrobenych
vzorkli rovnomérné. Také je tieba zlepSit technologii sundavani tkanovych nosi¢t z kolektoru,
jelikoz pii ném ¢asto dochazi k poskozeni vzorkt. Posledni véc, na kterou bychom se v budoucnu
meéli zaméfit, je zvétSeni velikosti port téchto vzorkd.

Dale byla sestrojena aparatura pro stfidavé elektrostatické zvldknovani a byly piipraveny a
analyzovany vzorky vyrobené touto metodou. Bylo zji§téno, Ze vzorky pfipravené touto metodou
maji jinou strukturu, nez vzorky pfipravené stejnosmérnym zvlaknovanim. Vykazuji vétsi pruméry
vladken a jiné rozlozeni jejich pruméru. Pro jejich strukturu jsou také typické dvojice vldken a
specifické koralky. Dilezitou vlastnosti je vysokd stfedni integralni kiivost vldken. Ta zajiStuje
vys$si porovitost vzorku. Lze predpokladat, Ze tato vladkna by se dala vyuzit pro péstovani vétSich
bun¢k, jako jsou hladké svalové buiky. Pro tento ucel je vSak tfeba pouZit jiny polymer nez
polyvinylbutyral, ktery nema pottebné biologické vlastnosti.

Idedlni by bylo poziti biodegradabilniho polymeru, jako je PCL. Predbézné pokusy o
zvlaknéni toho polymeru AC elektrospinningem vsak nebyly pfili§ uspésné. Je mozné, ze zvlaknéni
PCL AC elektrospinningem by se mohlo podafit s pouzitim jiného rozpoustédla, nez je
chloroform:elthanol (9:1). Dalsi praci je tfeba vénovat vylepSeni aparatury a dosahnuti plynulého
procesu vyroby, kterému zatim brani zasychani polymeru na elektrodé. Také je tfeba zdokonalit
proces zpracovani vlaken. Jako funkéni se ukézalo navijeni na valcovy kolektor. Druhou moznosti
je mnou navrzena metoda, chytani vlaken na desku, ¢imZ vznika velmi nacechrané struktura. Nas

tym také pracuje na zpracovani téchto vlaken jejich staCenim do pftize.
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Seznam pouzitych pojmii

Aktin - Protein, ktery dokaze ménit energii ATP na energii mechanickou. Spolu s miosinem tvoii
zéklad svalovych vlaken.

Apoptdza - Programovand bunécna smrt.

Avrteria linealis - Tepna, ktera privadi krev do sleziny.

Ateroskleroza - Kornaténi tepen, vzniklé ukladanim tukovych latek do jejich stén.

Cytokiny - Skupina bunéénych signalnich proteint.

Diferenciace - Proces, kdy z nespecializované bunky vznika bunika vice specializovana a to jak
strukturné tak funkéné.

Elektroblowing - Technika vyroby nanovldken, ktera kombinuje princip elektrospinningu
s proudénim vzduchu kolem elektrody.

Fibroblast - Buika tvofici zaklad vazivové tkan€. Obvykle ma hvézdicovity tvar a velikost od 10 —
15 um [29].

Fibronektin - Bilkovina obsaZzena v extracelularni hmoté, trombocytech aj. Podili se na adhezi
bunék patii k adhezivnim glykoproteintim.

Fokalni adheze - Struktura riznych proteinli, které se podileji jednak na pfichyceni bunky
k substratu a pak také na jeji komunikaci s okolnim prostiedim.

Forcespinning - Technologie vyroby nanovlaken, ktera pro jejich formovani vyuziva odstfedivou
silu.

Hladké svalové bunky - Bunky tvofici hladkou svalovinu, kterou nelze ovladat vili. Jsou soucasti
stény cév, ale i jinych organt. Jejich délka muze pohybovat mezi 10 um a 100 um [29].

Hyperplazie - Zvétseni organu zptisobené zmnozenim bunék.

In vitro - Mimo zivé télo, neboli ve zkumavce.

In vivo - V zZivém téle.

Integrin - Protein slouzici jako buné¢ny receptor. Hraje roli pii pfichytavani bunky k substratu, ale
také naptiklad bunice zprostfedkovavaji informace o chemickych a mechanickych vlastnostech
substratu.

Ischemicka choroba srde¢ni - SniZeni krevniho zasobeni srdce.

Laminin - Jeden z proteini extracelularni matrix, zékladni slozka bazalni membrany

Kolagen — Jedna ze zakladnich slozek mimobunééné hmoty. Zajistuje v tkani mechanickou
pevnost.

Meltblown - Metoda vyroby mikrovlaken, ktera se bézn¢€ pouziva pro vyrobu netkanych textilii.
Polymerni tavenina je tlacena skrz trysky a tazena proudem vzduchu. Po ochlazeni vznikaji vlakna.

Meltspining - Zvlaknovani z taveniny.
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Miozin - Protein, ktery dokaze ménit energii ATP na energii mechanickou. Spolu s aktinem tvoii
zéklad svalovych vlaken.

Proliferace - Buné¢né mnozeni.

Self-assembly - Proces, pii kterém se vytvoii organizovana struktura na zakladé specifickych
lokalnich interakci. Timto procesem lze pfipravit, mimo jiné, i nanovlakna.

Splenektomie - Odoperovani sleziny.

Spunbond - Metoda vyroby mikrovlaken, kterd se bézné pouziva pro vyrobu netkanych textilii.
Polymerni tavenina je tlacena skrz trysky a tazena proudem vzduchu. Po ochlazeni vznikaji vlakna.
Tazeni - Mechanické tazeni polymerniho roztoku takovou rychlosti, kterd zajisti pfeménu
viskézniho polymeru v pevné vlakno v disledku vypatovani rozpoustédla. Umoziuje usporadat
vlakna s vysokou piesnosti.

Template syntesis - Technika, vyuZivana pro pfipravu nanomateriall. Princip zaloZeny na odlivani
vzorkil podle Sablony.

Vena safena magna - Povrchova zila dolni koncetiny. Vede po vnitini strané¢ dolni koncetiny od
kotniku k tfislku. Pfi jejim odbéru je jeji funkce zastoupena jinymi zilami.

Vena saphena parva - Povrchova Zila dolni konéetiny vedouci od kotniku pies zadni stranu lytka. Pfi

jejim odbéru je jeji funkce zastoupena jinymi zilami.
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