TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI
Fakulta textilni [ |

Nanovlakenné kozni kryty pro pouziti ve
veterinarni mediciné

Diplomova prace

Studijni program: N0723A270001 Textilni inzenyrstvi
Autor prdce: Bc. Anna Novotna
Vedouci prdce: Ing. Andrea Klapstova

Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materialQ

Liberec 2021 |



TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI
Fakulta textilni [ |

Zadani diplomové prace

Nanovlakenné kozni kryty pro pouzi
ve veterinarni mediciné

ti

Jméno a pfijmeni:  Bc. Anna Novotna

Osobni ¢islo: T19000075

Studijni program: ~ N0723A270001 Textilni inzenyrstvi

Zaddvajici katedra: Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materialQ
Akademicky rok: ~ 2020/2021

Zasady pro vypracovani:

1. Vypracovani reserse na dané téma (Iécba ran, polymerni materidly, vyroba nanovlaken, vyuziti
nanovlaken pfi hojeni koznich defektd u zvifat, aditiva)

2. Navrh a vyroba nanovldkenného kozniho kryti z vybranych materidld, jejich optimalni

kombinace, pfidani latek pro zvyseni ucinnosti hojeni; analyza morfologie vidken

Ovéreni kompatibility materidlu s burikami in vitro

4. Zpracovani vysledkud

w



Rozsah grafickych praci: dle potieby dokumentace =.=
Rozsah pracovni zprdvy: 40-60 dle potreby 1 T
Forma zpracovdni prdce: tiSténa/elektronicka

Jazyk prdce: Cestina

Seznam odborné literatury:

1. Kim, J. 1. a kol. Electrospun Propolis/Polyurethane Composite Nanofibers for Biomedical
Applications. Materials Science and Engineering: C. 2014. 44:52-57.

2. Adomaviciute, E. a kol. Formation and Biopharmaceutical Characterization of Electrospun PVP
Mats with Propolis and Silver Nanoparticles for Fast Releasing Wound Dressing. BioMed Research
International. 2016. 4648287, 1-11

3. Agren, M. Wound Healing Biomaterials. 2016. Amsterdam: Elsevier. ISBN 978-1-78242-455-0.

4. lbrahim, N. A. a kol. Handbook of Functionalized Nanomaterials for Industrial Applications. 2020.
Elsevier. ISBN 978-0-12-816787-8.

Vedouci prdce: Ing. Andrea Klapstova
Katedra netkanych textilii a nanovladkennych material{

Datum zaddni prdce: 1. listopadu 2020
Predpoklddany termin odevzddni: 28. kvétna 2021

L.S.
doc. Ing. Vladimir Bajzik, Ph.D. Ing. Jifi Chvojka, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Liberci dne 1. listopadu 2020



r

Prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci jsem vypracovala samostatné jako
plvodni dilo s pouzitim uvedené literatury a na zakladé konzultaci s ve-
doucim mé diplomové prace a konzultantem.

Jsem si védoma toho, ze na mou diplomovou praci se plné vztahuje zakon
€. 121/2000 Sb., o pravu autorském, zejména § 60 - Skolni dilo.

Beru na védomi, Zze Technicka univerzita v Liberci nezasahuje do mych au-
torskych prav uzitim mé diplomové prace pro vnitini potfebu Technické
univerzity v Liberci.

Uziji-li diplomovou praci nebo poskytnu-li licenci k jejimu vyuziti, jsem
si védoma povinnosti informovat o této skute¢nosti Technickou univerzi-
tu v Liberci; v tomto pripadé ma Technicka univerzita v Liberci pravo ode
mne pozadovat Uhradu nakladd, které vynalozila na vytvoreni dila, az do
jejich skutecné vyse.

Soucasné Cestné prohlasuji, ze text elektronické podoby prace vlozeny do
IS/STAG se shoduje s textem tisténé podoby prace.

Beru na védomi, ze ma diplomova prace bude zvefejnéna Technickou uni-
verzitou v Liberci v souladu s § 47b zédkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych
$kolach a 0 zméné a doplnéni dalSich zadkond (zdkon o vysokych Skolach),
ve znéni pozdéjsich predpisu.

Jsem si védoma nasledkd, které podle zakona o vysokych skolach mohou
vyplyvat z poruseni tohoto prohlaseni.

25. kvétna 2021 Bc. Anna Novotna



Dekuji Ing. Andree Klapsrové za vedeni této prace, vstricnost pii konzultacich, realizaci
mych napada a moznost se podilet na tomto zajimavém tématu. Mgr. Katefing Hrn¢irové
dekuji za pomoc pii biologickém testovani a trpelivost s korekturami. Clenam Katedry net-
kanych textilii a nanovlakennych materiala dékuji za jejich ochotu. Za méieni obsahu latek
v nanovlakennych vrstvach dekuji Ing. Jane Millerove, Ph.D., provedené v rdmci projektu
NanoEnviCz (LM2018124), ktery je podporovan Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a teélovy-

chovy Ceské republiky.

Deékuji svym blizkym za jejich podporu a za to, co mi predali.



Nanovlakenné kozni kryty pro pouziti ve veterinarni mediciné

Abstrakt

Tradi¢ni kryti, jako jsou obvazy a gazy, mohou naruSovat hojeni kozniho traumatu pfi vy-
mené. Zvlase ve veterinarni medicing je vyZzadovano rychlé a piesné oSetreni, bez traumati-
zujiciho prevazovani. Nabizi se vyrobit novou néplast, kterou neni potieba vyménovat,
protoZe se po c¢ase sama vstieba. Nanovlakna se prirozené nachazeji v mimobunéené hmote,
a proto je jejich pouziti piihodné. Tato prace se zabyva vyrobou potencionalniho kompozit-
niho koZzniho krytu z nanovlakennych vrstev vyrobenych bezjehlovym elektrostatickym
zvldknovanim. Kryci vrstva je z biodegradabilniho polyuretanu, ktery docasné prebird
zejmena ochrannou funkci kizZe. Lepsi adhezi k rané zajist’uje hydrofilni polyvinylpyrrolidon.
Jejich vhodnym spojenim muaZe vzniknout kompozit, ktery zajiSt'uje neprerusované hojeni.
Navic byly do vrstev piidavany aditiva, jod za ucelem dezinfekce a propolis pro podporujici
Geinky. Bylo dosazeno cile vytvoreni kompozitniho materialu pomoci zvlaknovani ze smesi
polymera a laminovanim dil¢ich vrstev. Tento postup byl proveden také s pilotni koncentraci
aditiv. Testovani materiala prob¢hlo pomoci skenovaci elektronové mikroskopie, méreni
kontaktniho Uhlu a kvalitativni analyzou aditiv. Biologicka kompatibilita byla testovana po-
moci stanovovani cytotoxicity extrakta materiala s bunéenymi liniemi NIH3T3 a HaCaT a
in vitro testy s vyhodnocenim 1., 3., 7. a 14. den pomoci metabolického CCK-8 testu a flu-
orescenc¢ni mikroskopie.

Klicova slova: elektrostaticke zvlaknovani, nanovlakenne vrstvy, kozni kryty, propolis, vete-
rinarni medicina



Nanofibrous Wound Dressings for Veterinary Applications

Abstract

Changing traditional wound dressings, such as bandages and gauzes, can interfere with the
wound healing process. In veterinary medicine it is especially necessary to effect fast and
precise treatment without the trauma of re-bandaging. It is therefore appropriate to consider
the production of a new plaster which does not require changing, as it would be self-absorb-
ing after a certain amount of time. Nanofibers are naturally occurring in extracellular matrices
and therefore their use is appropriate. This thesis deals with the manufacture of a potential
composite wound dressing of nanofibrous layers using needle-less electrospinning technol-
ogy. The cover layer is biodegradable polyurethane, which temporarily takes over the pro-
tective function of the skin. Improved adhesion to the wound is provided by hydrophilic
polyvinylpyrrolidone. In the appropriate combination, this creates a composite, enabling un-
interrupted wound healing. Furthermore, the additives iodine (for disinfection) and propolis
(to enhance healing) were added in layers. The objective of this thesis — to create a composite
wound dressing — was achieved by blend electrospinning and laminating sectional layers.
Materials testing was carried out by scanning electron microscopy, measuring the contact
angle and the qualitative measuring of additives. Biocompatibility was tested by cytotoxicity
of material extracts with cell lines NIH3T3 and HaCaT and in vitro testing with results from

the 1%, 3, 7" and 14" day by metabolic CCK-8 assay and fluorescence microscopy.

Key words: Electrospinning, Nanofibrous Layer, Wound Dressings, Propolis, Veterinary
Medicine
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Seznam pouzitych zkratek

BSA
CCK
DAPI
DMEM
EDS
etOH
FBS
FITC
FTIR
hm.
CHEKO
KNT
LAM
NK
NPWT
PBS
PCL
PES
PLA
PURP
PUR, GP-PUR
PVA
PVP |
PVP
RH
SEM
SUKL
TUL
TR-X

bovinni sérovy albumin

metabolicky test

4' 6-diamidin-2-fenylindol, dihydrochlorid
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, médium
energeticka disperzni spektroskopie

etanol

fetalni bovinni sérum

phalloidin-fluorescein isokyanat

infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci

hmotnostni

rozpoustedlovy systém chloroform: etanol: kyselina octova v poméru 8:1:1

Katedra netkanych textilii a nanovldkennych materiala
laminat

negativni kontrola

Negative Pressure Wound Therapy, terapie podtlakem
fosfatovy pufr

poly-e-kaprolakton

polyester

kyselina polymlécna

vzorek polyuretanu s obsahem 20 hm. % propolisu
polyuretan

polyvinylalkohol

vzorek polyvinylpyrrolidonu s obsahem 5 hm. % jodu
polyvinylpyrrolidon

relative humidity, relativni vihkost vzduchu

skenovaci elektronova mikroskopie

Statni Gstav pro kontrolu léciv

Technickd univerzita v Liberci

Triton X
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1 Uvod

Diplomova prace se zabyva potencionalnimi degradovatelnymi nanovlakennymi kozZnimi
kryty pro vyuziti ve veterinarni mediciné. Kozni kryty docasné nahrazuji funkce kze v dobé
jejiho poskozeni, a to zejména ochrannou. Vyvoj specialnich zdravotnickych prostredka je

v dnesni dob¢ na vzestupu.

Nanovlakna se podobaji telu vlastni struktuie, extracelularni hmot¢, ktera spolecné s busn-
kami vytvaii jednotlivé tkdne. Nanovlakna se proto hodi k vyvoji riiznych biomaterialé, slou-
Zicich jako nosice (scaffoldy) pro nove vznikajici tkan nebo neadherujici koZni kryty.

Vybranymi materialy pro vyrobu kozniho krytu jsou dva biokompatibilni synteticke poly-
mery — biodegradabilni polyuretan (PUR) a inertni polyvinylpyrrolidon (PVP). V kompozitu
maji splnovat optimalni vlastnosti pfilnavosti a funkce materidlu po dobu hojeni kaze bez
nutné vymeny a narusovani procest hojeni. Nanovlakenny kryt je navic funkcionalizovan,
jodem do spodni rozpustné vrstvy PVP, za ucelem dezinfekce rany, a propolisem, coz je
zéstupce tradicnich ptirodnich Iéciv, ktery je ptidavan do vrstvy PUR.

V této préci bude provedeno vzorovani materialé, vyroba kompozitniho materiélu, sledovani
vlastnosti vrstev pomoci méieni kontaktniho Ghlu a obrazové analyzy skenovaci elektrono-
vou mikroskopii. Obsah latek bude dokazovan pomoci infracervené spektroskopie, Rama-
novy mikroskopie a EDS analyzy. Déale budou provedeny testy na cytotoxicitu vyluhu

materialu a in vitro testovani s bunec¢nou linii.

Cilem této prace je predevsim technologické reSeni vyroby funkcionalizovaného kompozit-
niho nanovlakenného kozniho krytu metodou bezjehlového elektrostatického zvlaknovani,
ktery by byl aplikovatelny u koZnich poraneni, kde doslo ke ztrate nebo poskozeni kize (ne-
hody, popéleniny, kozni nadory aj.). Tento novy nanovlakenny kryt by pak nasledné mohl

najit uplatneni ve veterinarni i humanni mediciné.
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2 Teoreticka cast

Teoreticka cast je uvedena biologickym kontextem, kde jsou zminény vybrané zékladni in-
formace o kaZi a hojeni, tykajici se problematiky koZniho kryti. Poté je priblizen dosavadni
pristup veterinarni mediciny v hojeni koZnich poranéni, pouzivané kozni kryty, vyuZiti nano-

vldken, materidly veetne aditiv, vyroba nanovlakennych vrstev a jejich funkcionalizace.

2.1 Biologicky kontext

Nanovlakenné vrstvy jsou perspektivnim materidlem pro mnoho biomedicinskych aplikaci.
V biomediciné se zacaly vyuZivat proto, Ze napodobuiji extracelularni hmotu, ktera spolec¢né
s bunkami vytvaii jednotlivé tkane [1]. Jedna se tedy o prirodu napodobujici (biomimeticky)
pristup. Tato kapitola obsahuje podkapitoly o tkdnoveém inZenyrstvi, kéZi a hojeni tkani.

2.1.1  Tkanové inzenyrstvi

Tkéanové inZenyrstvi je multidisciplinarni obor, spojujici znalosti z mediciny, pfirodnich ved
a materialového inZenyrstvi za Gcelem regenerace, opraveni nebo zlep3eni funkce zdravych
a poskozenych tkani savca. Kombinuje se vyuZiti bunek a biomateriala. Dosavadni zdrojem
tk&ni nebo celych orgéna jsou predevsim transplantace, ktera maji mnoha omezeni (nedosta-
tek darct, imunitni reakce pfijemce aj.) [2, 3].

Hlavnimi principy tkanového inZenyrstvi je izolace bunek, jejich kultivace, vliozZeni do
scaffoldu a aplikace na misto poSkozeni. Vyvijeny biomaterial obvykle slouZi jako podparny

nosic¢ (scaffold) pro jednotlivé bunky, které vytvareji novou tkan [2].

Scaffold, tedy nosi¢ nebo leSeni je struktura, kterd imituje mezibuné¢nou hmotu a slouzi jako
docasn4, nebo trvald opora bunek. Scaffold musi splnovat poZadavky na chemickeé sloZeni a
mechanicke vlastnosti, aby doslo k adhezi a proliferaci bunék na daném nosici. Z hlediska
materialového jsou poZadavky na scaffold nésledujici: biokompatibilni, tedy snaSenlivy v bi-
ologickém prostiedi a netoxicky pro bunky veetne produkta pripadné degradace (bez cyto-
toxicity), a pfipadné¢ biodegradabilni [4]. Dulezite parametry materialu ovlivaujici burky jsou
povrchove vlastnosti a porozita. Také mechanické vlastnosti, zejména pevnost, elasticita a
drsnost musi odpovidat parametram okolni tkan¢, jinak dochazi k nezadoucimu oddélovani
scaffoldu od tkane, pripadné zeslabovani okolni tkane. Struktura musi podporovat vaskula-
rizaci a angiogenezi. Velikost pora ovliviuje prorastani scaffoldu burikami. Materialovi tech-
nologové se zabyvaji zejména zpracovatelnosti materiala s vhodnou strukturou scaffoldu [2,
3, 5].

12



2.1.2  Kuze savci

KuZe je nejvétsi organ tela obratlovea [6]. Oddéluje vniteni struktury téla od vnéjSiho pro-
stredi. Hlavni funkce kaZe jsou ochranné, senzoricke, termoregulacni, termoizolacni, re-
sorpeni, exkreeni, energetické, komunikacni, regeneracni a metabolické. Pro dosaZeni techto

vlastnosti se kiazZe neustéle obnovuije [7].

Anatomicky rozliSujeme t#i hlavni ¢asti: pokozka (epidermis), Skara (dermis) a podkozni vazivo
(subcutis) viz Obrazek 1. PokoZka je tvorena mnohovrstvym epitelem zrohovatélych bunek.
Déleni probiha v bazalni vrstve, kde jsou burky v jednovrstve zakotveny v bazalni lamine.
Nad ni se nachazi stratum spinosum, vrstva (tvarove) mnohosténnych propojenych bunek. Stra-
tum granulosum obsahuje ploché burnky, zac¢ina zde rohovaténi. Ve vrstve stratum lucidum ztraci
bunky jadro a tvofi tenkou vrstvu. Nejsvrchngjsi je stratum corneum, kde jsou busnky ploché,
odumtelé, svazané k sobé v mnoha vrstvach, postupné se obnovuji a odlupuji. Langer-
hansovy burky zajist’uji imunitni obranu [5, 8].

Skara ma mezenchymalni pivod a je tvofena zejména mezibunéenou hmotou, kterou pro-
dukuji fibroblasty. Jejimi hlavnimi slozkami jsou p#irodni polymery, a to proteiny (kolagen a
elastin), glykosaminoglykany (kyselina hyaluronova, chondroitin sulfat) a glykoproteiny (la-
minin, fibronektin). Skara zajist'uje uchyceni bunek, pruznost, pevnost v tahu, umozsauije ko-
munikaci, tvofi objemovou majoritu tk&ni [9]. Déle je protkéna pojivymi, nervovymi a
kapilarnimi vlakny. Obsahuje také pigmentove burnky (melanocyty), které pomahaji chranit
pred UV zarenim (zejména u psa s tmavou srsti se koncentruji u folikula). Mazove a potni
Zlazy priléhaji na vacek chlupu. Potni ZIazy se obvykle u zvitat nevyskytuji na celém povrchu
tela, koncentruji se pouze na urc¢itych mistech, u pst je to na polStarcich pacek [8].

Podkozni vazivo je vrstva z tukovych bunek (adipocyta) propojenych kolagennimi viakny.
Zajist’uje prichyceni ke kostni ¢i svalové tkani a podili se na termoregulaci organismu. Ob-
sahuje cévy, vegetativni a senzitivni nervy, receptory. Mezenchymalni kmenové bunky z tu-
kové tkan¢ jsou multipotentni (mohou se obnovovat a diferencovat do vice typa bunek).
Klinické pouZiti autolognich bune¢k v ortopedii ukazalo, Ze tato lécba pomaha p#i hojeni
chrupavky, kolennich a kyeelnich kloubi [7] a ve veterinarni mediciné pro regeneraci Slach a
komplikovanych fraktur [8].
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Langerhansovy buriky

— F Stratum corneum
~— Stratum lucidum
@ — Stratum granulosum
o E — Stratum spinosum
STRATUM 2
CORNEUM L €6 melanocyt
i — | \ i ‘ —— bazalni vrstva
STRATUM ! \ | | L fibroblast
GRANULOSUM - | ‘“ &bazélni lamina
r f b\ ~— tkapildra
STRATUM ‘ 1 \A
SPINOSUM E.
r a
STRATUM 1
BASALE / 3

Subcutaneous

-
— — svalova povazka
—sval

Obrazek 1 - Rez kazi. Vrstvy kaZe jsou epidermis, dermis a subcutis. (Prevzato a upraveno z [10] a [5])

2.1.3  Hojeni

Hojeni ran je komplexni proces, obnovujici porusené funkce tkani. Reparacni mechanismus
se sklada ze ¢ty zakladnich fazi: hemostaza, zanet, proliferace bunék a remodelace posko-
zené tkane [5], viz Obrazek 2. Faktory ovlivaujici prabeh hojeni jsou celkovy stav pacienta,
tedy napt. vek, pohlavi, vyZiva, infekce, stres, stavajici choroby [11]. Faktory nepiispivajici
hojeni rany jsou reakce na cizi materialy, infekce, zvy3eny vytok z rany, ztrata krve, vysuso-
vani, ztrata tepla organismu. VedlejSimi faktory jsou také pouZité predchozi i dosavadni te-

rapie (nap#. kortikosteroidy, ozareni) [12].

Po poSkozeni tkane nasleduje sled nekolika deja, nejprve stazeni cév (vazokonstrikce) a sra-
Zeni krve (hemokoagulace), kdy krevni desticky uvolnuji cytokiny a rastové faktory. Kaskada
signala zajiStuje tvorbu fibrinu, ktery tvofi prvotni vlaknitou srazeninu a dochazi k piitaho-
vani (chemotaxi) specializovanych bunék a rozvoji zanétu (tzv. zanétliva ¢ast hojeni), ktery
je podpofen rozsitenim cév (vazodilataci), aby specializované buriky mohly snadnéji proudit
k mistu poSkozeni. Neutrofily (burnky imunitniho systému) maji ¢istici funkci, rozkladaji
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zbytky odumyelé tkan¢ a patogeny. Poté nastupuji makrofagy, které pohlcuji (fagocytuiji) bak-
terie a bunéeny odpad (detrit). Pomoci chemotaxe pfitahuji bunky endotelu aj. pro opravu
poskozenych tkani. Rozkladem neutrofilé konci zanetliva faze [5, 13].

Dalsi faze hojeni je mnozZeni bunek (proliferace), cozZ je faze mitoticke aktivity, kdy dochazi
k tvorbé nové tkane (epitelizaci). Fibroblasty jsou vyznamneé aktivni od tretiho dne, nejvyssi
produkce je sedmy den od poSkozeni tk&ne. Nové bunky migruji a syntetizuji proteiny,
zejména kolageny, které jsou hlavni sloZkou mimobunéené hmoty (extracelularni matrix).
Epitelizace probihd od povrchu a kraja, zpravidla byva provedena do dvou dni (zéleZi na
rozsahu poskozeni a celkovém stavu pacienta), kdy je povrch rany zakryt novou vrstvou
bunek. Také dochazi k tvorbé novych cév (angiogeneze) [5].

Posledni faze hojeni je remodelace tkan¢, ktera zacina pfi uzavieni rany novym epitelem a
trva v fada tydna az mésica [5, 13].

fibroblast - Y

, . . krof4 proliferujici fibroblast ~ ZNOJ€Na epidermis
krevni sraZzenina markrofag podkoZni tuk o .
jizva zhojena dermis

== Ova =——

Obréazek 2 - Faze hojeni: hemostéaza, zanét, proliferace a remodelace. Prevzato a upraveno podle [14].

2.2 Lécha koZnich poraneni ve veterinarni medicing

U zvitat je rana definovana jako poruseni mekkych tkani. Rozlisuje se chirurgicka rana bodna,
fezna, secna, trzna, zhmozdena, rozdrcend, stielnd, kousna, otravena. Hojeni prirozené po-
stupuje zvySenim prostupnosti cév v misté poskozeni, nasleduje otok. Nova tkan (granulacni)
zakryva plochu rany, dochazi ke zjizveni, které vznika vyplnénim pojivovym vazivem v misté
pavodni rany [15].

DalSimi druhy ran jsou prolezeniny, nekrdzy, popéaleniny, omrzliny, otlaceniny, vykloube-
niny, zlomeniny, vyhiezy, kyla, cysty (dutiny s obsahem), nadory. Jejich léceni i hojeni je spe-
cifické k danému typu [8, 15].
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Casto je rana doprovazena krvacenim (tepenné — arterialni nebo Zilni — vendzni). Pro chi-
rurgické oSetieni se pouziva zaskrceni (gumovym obinadlem), tamponada (pomoci gazy tla-
¢ici na cevy), aplikace tlakového obvazu, zaSkrceni cévy, zaSiti cévy. FyzikaIni pfistupy
zahrnuji studenu vodu, elektrokauterizaci, termokauterizaci (zacelovani palenim) a chemicky

postup zahrnuje podani lokélnich hemostatik. Zastava maZe byt i spontanni [15].

Ogetteni dle stavu rany probiha vycistenim (dekontaminace), veetne pripadného vyfezani
nekrotické tkan¢ (debridement), drenazovanim pro odvod exsudatu, uzavieni rany a zakryti
rany. Je casté, Ze zvire neni oSetieno hned po vzniku rany, nebo dochézi ke komplikacim.
Nejcastejsi je hnisani, coZ je piirozeny vypotek rany (exsudat), ovsem pfi jeho nadbytku a
infekci dochazi k problémam. Nahromadenim v tkani vznika absces, pokud ma vyvod, jedna
se 0 hnisavy vied (ulcus). Hrozi sepse, coz je selhani organismu z davodu celkového zapla-
veni mikroorganismy [15-17].

Pro dezinfekci rany se pouZivaji lokalni vyplachy napt. povidon jod, hypermangan, lokalni
antibiotika a pro podputrnou lécbu (¢asto preventivne) antibiotika. Davodem je ¢asta konta-
minace ran, nedostatecna diagnostika (z davodu naroc¢nosti casové a zejména finaneni) a take
stereotypem injekce — radné léceni. NaduZivanim antibiotik vznikaji resistence bakterii [16,
17].

Poranéni kiiZe se oSetiuje podle rozsahu a typu rany. Tyka se v podstaté vSech veterinarnich
zakroka. Rana vystavena vzduchu vykazuje horsi hojeni, castéjsi infekci, vetsi jizveni a také

je pro majitele neesteticka [18].

2.2.1  Kozni kryty

Kozni kryty maji za ukol zakryt defekt, poskytnout mechanickou oporu a zkratit dobu hojeni.
Idedlni kryti ma ranu udrZovat ve vihkém, ale nikoliv macerovaném prostiedi. Zaroven od-
vadi vypotky z rany, umozauji vyménu plyng, ale nepropousti mikroby. Vyrobek musi byt
bezpecny, kontrolovane degradovatelny, se snadnou aplikaci a nebolestivym vymeénovanim.

Také neobsahuje alergizujici, toxicke ¢i jiné latky zhorSujici prabeh hojeni [2, 19].

Déleni podle kontaktu s ranou je na kryty primarni a sekundarni. Primarni kryti je ve styku s
ranou, absorbuje sekret, zabranuje vstupu infekce, mélo by byt sterilni. Sekundarni kryti je
nad primarnim, zajist’uje dalSi ochranu, kompresi, stabilitu. Zejména u zvitat je dalezita pro
spravnou funkci primarniho kryti, ¢asté jsou adhezivni pasky. Pro zabranéni okusovani rany

se u zvifat pouZivaji dalsi pfidavné pomtcky jako ochranny limec [5].
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Podle typu a diagnostiky rany se voli vhodny kryci material, kterych dnes existuje Siroka Skala.
RozliSuji se dve¢ zakladni kategorie, a to tradi¢ni a moderni. Tradi¢ni materialy zahrnuji pro-
dukty jako gaza, obvaz, naplast, pripravené tkanim nebo netkanymi technologiemi z vlaken
baviny, visk6zy nebo polyesteru. Jsou dostupné a levné, maze dochazet k bolestivému od-
strariovani, kdy rana piilis pfilne (adheruje) ke kryti. VylepSené gazy mohou byt impregno-
vany parafinem, zinkem, jodem atd. pro zlep3eni uvedenych nevyhod. Bavinéné, celulézové
a polyamidové obvazy se obvykle pouZivaji v kombinaci s dalSimi kryty, kterym poskytuji
oporu [20].

Moderni kryti vytvati lepsi prostiedi pro hojeni rany. Zahrnuje pouZiti syntetickych a p#irod-
nich polymerd, dosavadnich znalosti a inZzenyrskych postupa pro vyvoj vhodnych materiala
pro optimalni hojeni, typicky se jedna o vihké prostiedi. Mezi z&stupce patii hydrogely, hyd-
rokoloidy, alginaty, polopropustné filmy a peny [5, 20].

Hydrogely udrzuji vihké prostiedi, dokdZou absorbovat mensi ¢ast vypotka, jsou neadhe-
zivni. Mezi pouzivané materialy patii polyvinylalkohol (PVA), polyvinylpyrrolidon (PVP),
hyaluronan, Zelatina (degradovany kolagen), karboxymetylcelulosa, pektin. Nevyhodou je de-
hydratace rany a nutnost pouZziti sekundarniho kryti. Hydrokoloidy vytvati gel po kontaktu s
ranou [5, 12].

Alginaty jsou prirodni polysacharidy ziskané z morskych fas. Aplikuji se v netkané vrstve
nebo ve svazku vlaken. Maji hemostaticky ucinek, absorbuji vypotek (priblizne 20-30x své

hmotnosti) a jsou vhodné i na infikované rany, navic jsou biodegradabilni [12].

Filmy jsou tenké, prahledné, adhezivni, polopropustné vodeodolné kryty. UdrZuji vhodnou
vlhkost, podporuji ¢isteni, poskytuji mechanickou ochranu. Vyrabi se nejcastéji z polyure-
tanu. Nehodi se pro infikovaneé rany, p#i vymeéne dochazi k naruSeni hojeni. Pény jsou z ab-
sorbujicich material, zejména polyuretanovych pén. Vytvareji vihké prostiedi a i termickou
izolaci rany [5, 19].

Vylep3enim techto kryta je pridavani latek, které podporuji hojeni, rastové faktory nebo an-
timikrobialni latky, leciva, napt. antibiotika (ackoliv preventivni pouzivani zvySuje bakterialni

rezistence) [12].

Existuji i dalSi terapie ¢isteni a péce o ranu. Piedevsim pfi prodlouzeném hojeni a pro chro-
nické rany se pouzivaji dalsi postupy pro zamezeni rozvoji infekce a dalSimu zpomaleni ho-
jeni. Také je tlak na odstupovani od managementu oteviené rany, ktera je nachylna na

znecisteni, o to vice u zvirat [17].
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Zajimavou novou technikou je podtlakova terapie (Negative Pressure Wound Therapy,
NPWT) pomoci pierusovaného, nebo staleho podtlaku. Diky uzavienému prostiedi dochazi
k prevenci sekundarni infekce, odvadi se exsudat, ¢imz se znovu sniZzuje moznost bujeni mi-
kroorganisma. Objem rany se zmensuje, dochazi k podpoie proliferace a rychlejSimu zaho-
jeni. Jiz bylo popsano pouZiti u psa, kocek, koni, tygra, Zelvy nebo nosoroZca [21, 22].

Vhodnost aplikace NPWT je pro akutni i chronické rany, oteviené rany, typicky doprovazené
velkou ztratou kize (veetné popalenin) a sekundarni chirurgické rany, kozni grafty i oteviené
bridni dutiny. NemutZe byt pouZito p#imo na nervy, cévy, kosti, podkoZni tuk a pfi krvéaceni.
Na ranu je priloZzeno pénove kryti (PUR, PVA, PES) a s presahem potazeno folii [22].

2.2.2  Naéhrady kaZe

Pro velkd poskozeni kaZe je potieba odkryté tkané chranit. Konveneni 1éceni vyuziva dnes
autograftt (t¢lu vlastni — autologni transplantaty). Kize se sejme na nepostizené ¢asti téla a
presune se na misto defektu. Tento postup nelze pouZit vzdy, zejména u vaznych popalenin
(kdy jiz neni dostatek zdravé ktze). Vyhodou je, Ze neni problém s imunologickou reakci,
jedna se o material télu vlastni. Pro sniZeni nekrdzy je nutne brat pouze vrchni vrstvy kize,
bez podkozniho tuku [5, 23, 24]. U zviiat se tento postup pouZiva, nejcasteji se kize odebira
z hrudniku a bficha [24].

Psi limitaci zdroja se maze pouZit allograft (donorem je stejny Zivocisny druh, ale jiny jedinec
nez pacient). Tento postup je vyuZivan hojné od druhé svétové valky, vyhodou je moZnost
skladovani zmrzlych tkani, ¢i kadavera. U zvirat se navic nevyskytuji ¢asté imunologické re-
akce [25], nevyhodou je zde ale mozny prenos nemoci. DalSi moznosti je aplikace xenografta
(donorem je jiny Zivocisny druh nez je pacient), které neni univerzalni, ale maze byt alespon
docasné [23]. Napriklad ve veterinarni ortopedii se pouziva pfi transplantaci kosti (allografty

i Xenografty) pro mala zvitata [26].

Jednim z cila tk&noveého inZenyrstvi je vytvoieni vhodné ndhrady. Takové, ktera bude do-
casne, nebo trvale prebirat ochrannou funkci a bude vhodnym prostiedkem pro obnovu

tk&ne pfi potlaceni rizik odmitnuti implantatu a prenosu nemoci [27].

Samotny scaffold méa prestavovat vhodny nosi¢ pro proliferaci bunék. Predstavuje tedy leSeni
mimobunéené hmoty. Jiz existuji reSeni komerené dostupna: acellularni Biobrane, Integra,
Alloderm, kterd dermis simuluji jako smés vlaken a epidermis jako silikonovou membranu.
Produkty s obsahem bun¢k (zde se rozlisuji autologni nebo allogenni) jsou potom epider-

malni nahrady, napt. Epicel, Autoderm, TransDerm, dermalni nahrady, napi. Dermagraft,
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Hyalograft. Zatim maji vyrobky mnoha omezeni, napt. nedostatecna vaskularizace, casova
priprava (v fadu tydnu), legislativa. Jedna se o komplexni téma, dochazi k dalSimu rozvoiji, [2,
23].

Kozni kryt je vrstva zajist'ujici dostatecnou hydrataci rany, absorpci a odvod vypotku
(exsudatu), minimalizaci traumatu a bariéru pro vnéjsi mikroorganismy. Jako velmi vhodny

material se proto jevi nanovlakenne vrstvy [27].

2.3 Nanovlakenné kozni kryty

Nanovlakenné vrstvy se podobaji mezibunéené hmote kize, kde se prirozené nachéazi via-
kenné struktury, napt. kolagent nebo elastinu, které vytvaieji 3D site. Struktura v fadech
nanometra rozhoduje o interakcich bunek s materialem jako je migrace, adheze a proliferace.

Nanovlakna maji velky mérny povrch a vysokou porozitu [27].

Velky mérny povrch zajiSt'uje vice pojicich mist s proteiny v biologickém systému a také se
nabizi k povrchové funkcionalizaci, ktera maze mit i casovy prabéh (Drug Delivery System)
¢i lokalni uvolnéni vyvolané zmeénou podminek (napi. uvolnéni p#i zanétu, ktery zvysSuje pH)
[6]. Vysoka porozita vrstvy obsahujici malé pdry zajiStuje dobrou vymenu plyna pro bu-
néené dychani, zaroven ochranuje pied vysychanim rany. Naopak zhorSuje prostupnost pro
mikroorganismy do rany z vn¢jSino prostredi. Také pomaha k esteti¢téjSimu zahojeni rany.

Ve scaffoldu podporuje prorastani bunek a neovaskulazizaci [28, 29].

Nanovlakenné kryti je multifunkeni. Existuji zakladni vrstvy a vrstvy s pridavkem latek —

s hemostatiky, antibakterialni, antioxidacni, protizanétlivé, s rastovymi faktory atd. [27].

K optimalnimu fungovani kozniho krytu je potteba vybrat vhodny material. P+i odstranovani
tradicnich vidkennych kryta ¢asto dochazi k poskozeni hojené tkan¢, proto pfichézi na radu
biodegradovatelne materialy, které podporuji hojeni, jsou spolec¢né s produkty degradace dale

netoxické a organismem vyloucitelné a nemusi se naro¢né odstrarnovat [30].

Vyhodou je moZnost fizeni degradability. V nekterych pripadech je vhodna do¢asna podpora
s postupnou degradaci vrstvy (kozni kryty [28, 31-33], napfiklad skupina Rockwood et al.
[34] navrhuji kryt z biodegradabilnich elektrostaticky zvlaknénych viaken polyuretanu), v ji-

nych je nutné vytvortit stabilni strukturu (nanovlakenné nitroo¢ni implantaty [35]).

Nanovlakenné scaffoldy se obvykle pfipravuji z roztoka polymerd. Jedna se o vodna, ale

casteji organicka rozpoustedla. Z prirodnich polymert jsou zastupci kolagen, chitosan, chitin,
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kyselina hyaluronova, hedvabi atd. Ze syntetickych polymera potom polyvinylalkohol (PVA),
kyselina polymléc¢na (PLA), polykaprolakton (PCL), polyuretan (PUR) atd. Casté je vyuzivani
smesi (PVA/PLA, kopolymer kyselina polyglykolové s polymlécnou/kolagen, chitosan/hed-
vabi ad.) [5, 31, 36].

Nanovlakenné kozni kryty se t&si velkému rozvoji, mnoho zdravotnickych prostiedka je jiz
ve fazi klinickych studii, ptikladem je ¢esky Nanotardis z PCL (KNT TUL) [32]. A vzdalené
uz neni vyrabét v case podle aktualnich potieb pacienta, naptiklad pomoci pistole Fiber
Flow (vyvinuto na KNT), kterd vyuziva odstredivého zvlaknovani a byla uvedena firmou
Pardam v roce 2019 [37]. Jiné pfenosné elektrospinningoveé zatizeni pouziva studie Liu et al.
[38] z roku 2018 pro vyrobu nanovlakenné vrstvy in situ, o rok pozdgji bylo pouZito podobné

zarizeni na hojeni ktZe prasat [33].

2.3.1 Nanovlakna ve veterinarni medicin¢

Nanotechnologie jsou pouzivaneé i ve veterinarni medicing, zemedélstvi a chovu zvirat. Po-
moci nanotechnologii se zpiesnuje diagndza chorob a jejich léc¢ba, detekce nadors, cilené
podavani léciv (Drug Delivery System), je aplikovatelna v oblastech vyzivy, reprodukce a
chovu, bezpecnosti potravin, vyroby vakcin a metod tkanového inZenyrstvi. Hlavnim cilem

je vylepSeni soucasné vyuzZivanych postupa a metod [39].

Veterinarni medicina byva oproti humanni opomijen4, ackoliv se vyznamné podili na jejim
rozvoji. V preklinickych testovanich materiala je vzdy zahrnuto nejprve testovani na vybra-
mit s tim spojené etické otazky. Navic existuji situace, kdy je pouZiti animalnich modela
nevhodné, napftiklad pro mezidruhovou rozdilnost. Cilené veterinarni aplikace se vyviji
zejména pro zavodni zvitata ¢i ohroZené druhy. Dnesni nejvétsi rozvoj se zatim vyskytuje u
dostihovych koni a jejich pohybového aparatu, dalSi oblasti je veterinarni praxe malych zvirat
[12].

Pro velka zvirata byly Eastem et al. vyvijena nanovlakna z polypropylenu a polykaprolaktonu
slouzici jako kylni sitky. Doporucuji kompozitni synteticky material na zaklade dobrych in
vivo vysledka. Oproti standartnim materidlam doslo k mensimu zjizveni a jizvy jsou pruznéjsi
[40]. Z blendu z chitosanu, PVA a PCL ze studie Gholipour-Kanani et al. byly pfipraveny
technologii elektrospinning nanovlakenné vrstvy, které byly vyuZity jako koZni kryty pro ho-

jeni feznych ran psg, testy in vivo prokazali jejich G¢innost pro zlepSovani hojeni [41]. Pro psy

20



byl taktéZ vyvinut Pandayem et al. 3D scaffold pro mezenchymalni kmenoveé burnky z orien-
tovanych polykaprolaktonovych nanovlaken, ktery byl otestovan in vitro pro podporu osteo-

geneze a doporucuji PCL nanovlakenné vrstvy pro pouZiti in vivo.

Nanovlakna mohou byt adovana raznymi lécivymi latkami. Nap#. nanovlakenné vrstvy z chi-
tosanu pomoci elektrospinningu pro ¢isteni a hojeni popalenin jak uvadi Bayat et al. [42].
Ptidavek 2 % bromelainu zlepsil proliferaci bun¢k oproti samotnym chitosanovym nano-
vlaknam v in vitro testech a doporucuji vyuZiti pro hojeni popalenin. Stokol et al. se zabyvali
dorucovanim lé¢iv v nanovlaknech, do metastaz rakoviny kosti a prsnich Zlaz u pst, aldoxo-
rubicinem, byla prokazana in vitro cytotoxicita pro bunky uvedenych nadora [43]. Scaffold
z kopolymeru kyselin polymlécné a polyglykolové skupiny Yun et al. s pfimesi hydroxyapatitu
je doporucovan pro rekonstrukce kosti u psa. Po dobrych vysledcich in vitro testa scaffoldu
byly provedené in vivo testy na beaglech, které ukazaly, Ze kost regeneruje lépe po aplikaci
degradabilniho 3D tisteneho scaffoldu s kompozitnimi nanovlakny [44].

Studii stéle pribyva, a je vidét, Ze nanovlakenné vrstvy jsou slibny material.

2.4 Pouzivané polymerni materialy

Polymera vyuzivanych pro nanovlakenné vrstvy existuje Siroka skala. Polymery se rozdéluji
na prirodni a syntetické. Prirodni polymery se ziskavaji z obnovitelnych zdroja, maji batch-to-
batch variabilitu, tedy zéleZi na konkrétnim misté odbéru, protoZe jsou heterogenni, a s tim
souvisi také horsi zpracovatelnost. Obecn¢ jsou biokompatibilni, ale mtze se objevit pie-
hnana imunitni reakce. Oproti tomu syntetické polymery maji stalé sloZeni, které Ize |épe

regulovat p#i vyrobé, ktera je snadno reprodukovatelna [2].

S ohledem na zaméieni této prace budou zminény skupiny a typy pouzivané v Praktické ¢asti.

2.4.1 Polyestery (PES)

Polyestery jsou Sirokou skupinou polymert obsahujicich v retézci esterové vazby (viz Obra-
zek 3). PES vznikaji reakci vicesytnych alkohola s vicesytnymi karboxylovymi kyselinami.
Existuji prirodni i syntetické, alifatické i aromatické, nejznam¢jSim zastupcem je polyethylen
tereftalat pouzivany naptiklad pro obaly napoju a textilni vlakna. Jako biomaterialy jsou vyu-
Zivany nedegradabilni, ¢i biodegradabilni polyestery. Kyselina polyglykolova (PGA) byla syn-
tetizovana v 50. letech 20. stoleti. Spolecn¢ s kyselinou polylaktidovou (PLA) a

polykaprolaktonem (PCL) patii k vyuZivanym zastupcam [45].
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Obrazek 3 - Obecny vzorec PES Obrazek 4 - Vzorec PCL

Polykaprolakton (PCL) je béZznym zastupcem pro pouziti v mediciné pro pevné Sici nit¢,
nosice léciv nebo pripravu implantata. Je dobie misitelny s ostatnimi polymery, maze byt

sloZzkou polyuretana [46]. Jeho vzorec je na Obrazku 4.

Vznikd polymeraci za otevieni kruhu z wo-kaprolaktonu. Krystalinita dosahuje hodnot
57-76 %. Teplota tani je 58—63 °C, teplota skelného prechodu je mezi-72 a-60 °C. Rozklada
se hydrolyzou esterovych vazeb i za telni teploty. Doba Uplného odbourani z tela vysokomo-
lekularniho polymeru jsou priblizné 3 roky [2]. Je netoxicky, stiedni letaIni davka pfi oralnim
podani je pro krysy 10 g/kg [47].

2.4.2  Polyuretany (PUR)
Polyuretany vznikaji katalyzovanou reakci diisokyanata s vicefunkenimi alkoholy (polyoly).
Lze je tadit mezi blokové kopolymery polyestera nebo polyethera spojenych uretanovou

vazbou (Obrazek 5). Pouzivaji se hojné v pramyslu jako pény, tmely, viakna.
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Obrazek 5 - Obecny vzorec PUR
PUR jsou inertni, mechanicky odolné a flexibilni, biokompatibilni. Pokud obsahuji linearni
etezee, jedna se o termoplasty, p#i vySSim stupni zesitovani vznikaji termosety. Termoplas-
tické polyuretany maji dve slozky, tvrdé a mekké segmenty. Tvrdé segmenty maji rigidni

strukturu, vetsi obsah krystalické faze. Polyoly v dlouhych segmentech poskytuji pruznost a

22



mékkost. Pro stabilni PUR je zakladem polyetherovy systém, biodegradabilni PUR se pripra-
vuji z polyesterovych diolg, proto podporuji bunéénou viabilitu. PUR jsou vhodné jak pro
tvrdé tkane (kost, chrupavka), tak i pro pouZiti v mekkych tkanich [48, 49].

Uretanova vazba je pomérné stabilni, ale peny z aromatickych isokyanati jsou citlivé na UV
zareni. V organismech jsou jako prvni napadany amorfni ¢asti mekkych segmenta. Degra-
dace PUR probihé hydrolyzou, také enzymaticky pomoci esteraz, urethanaz a proteaz. PUR
nejsou stabilni v kyselém prostiedi [5].

2.4.3  Polyvinylpyrrolidon (PVP)

PVP je polymer schvéleny jako bezpecny pro farmaceutické Gcely. Je biokompatibilni, neto-
xicky, hemokompatibilni [50]. PouZiva se v potravinarstvi, kosmetice, farmacii, na fotogra-
fické papiry. Syntetizuje se radikdlovou polymeraci, monomery se vyrabi z prekurzora
acetylenu a formaldehydu. Jeho strukturni vzorec je zobrazen na Obrazku 6.
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Obrazek 6 - Vzorec PVP

PVP je amfifilni, neionicky, inertni material. Strukturni vzorec je na Obrazku 6. Ma dobrou
prilnavost, pouZivd se pro adhezivni filmy. Je hydroskopicky, rozpousti se ve vode a
polarnich rozpoustedlech, je nerozpustny v esterech, etherech, ketonech (absolutné
vysuseny) a uhlovodicich. Jako prasek je stabilni a ma tendenci k navlhani. Ve vodném roz-
toku je stabilni, pouze je nutné jej chranit pied plisnémi. Tvoii ochotné komplexy, napfiklad
s jodem, sniZuje toxicitu takto vazanych latek [50].

Molekuly veétsi jak 40 kDa mohou byt alergenem v krevnim séru, cozZ ale neni bézny jev. Te¢lo
PVP vylouc¢i nezmeénéné. Nedegradované projde i ¢istickou odpadnich vod, ale zatim nebyla
zaznamenana Skodlivost. Pro odbourani je potieba y-laktamaza na Stepeni laktamoveho
kruhu [50].
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Teplota tani je 100140 °C, teplota skelného prechodu je 175 °C, které nedosahuje, nebot’
dfive dochazi k dekompozici. Stredni letalni davka p#i oralnim podani pro krysy je 100 g/kg,
pri aplikaci na kazi kralika 560 mg/kg [51].

2.5 Aditiva

Vlastnosti zékladnich polymera je mozné vylepSovat pridavanim dalSich latek. MozZnosti je
nepreberné mnozstvi, zde jsou uvedeny dva zastupci, které jsou pouZzity v praktické ¢asti. Jod
mé dobré dezinfekeni Geinky, proto bude pridavan ke spodine rany. Propolis, prirodni pro-
dukt veel, ma podporuijici Geinky, je pridavan do vrstvy PUR.

2,51 Jod

Jod patti do skupiny halogent. V prirodé se vyskytuje pouze ve slouceninach. Je to biogenni
prvek, ktery je nezbytny pro vyvoj mozku a hormony Stitné Zlazy. Ve 20. letech 20. stoleti se
proto zacal pridavat do kuchyrskeé soli. Zdrojem jsou moiske ryby a plody, oceany obsahuji
koncentraci priblizne 50 mg/I [52].

Elementarni jod se vyskytuje v kovove Sedych Supinach, je toxicky, snadno sublimuje a jeho
pary jsou nebezpecné. Ma siln¢ dezinfekeni a leptavé G¢inky. Stredni letalni davka pro mysi

p#i oralnim podani je 14-22 mg/kg [53].

Jod se v organismu preménuje na jodid, ktery je koncentrovan ve Stitné Zlaze. Nadbytek se
vylucuje zejména ledvinami. Jodidy prochazeji placentou a jsou vylu¢ovany do materského
mléka [54].

Jodovany povidon
Latinsky Povidonum iodinatum je dezinfekeni pripravek, ve kterém je jod vazan komplexné
(Obrézek 7). Je G¢inny proti bakteriim, sporam, viram, kvasinkam, houbam a prvokam. Roz-

tok je stabiln¢jSi nez elementarni jod. Ma typicky hnédou barvu a je rozpustny ve vodé [55].

V 10% koncentraci (ve stabilizovaném okyseleném glycerolu) je znam také jako Betadine,
SUKLem schvaleny piipravek. “Betadine je indikovan jako kozni dezinfekeni piipravek pro pou-
Ziti pred aplikaci injekce, odbérem krve nebo jinou punkci, biopsii, transfuzi, infuzi, k dezinfekci kaze
a sliznice pied chirurgickym zakrokem, pro aseptické oSetteni ran, pro lécbu koZnich bakterialnich a
plisnovych onemocnéni, k celkové nebo castecné dezinfekci pacienta pied chirurgickym zakrokem
(dezinfekeni koupel).” [54]
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Vyhodou Betadine, kterd stoji i za hojnym vyuzivanim ve veterinarni medicing, je nedrazdi-
vost. Je t¢inny v pH 2-7, a maZe byt oslabovan enzymy, nepouZiva se proto s ostatnimi
dezinfekenimi cinidly [54].

Ptiprava jédovaného povidonu je mnohokrat patentovana a prodavana pod riznymi ob-
chodnimi nazvy, dalsim je nap#iklad Kollidon od firmy BASF.
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Obréazek 7 - Vzorec jédovaného povidonu

Elektrostatickym zvlaknovanim se jiz zabyvalo nekolik tyma, Ignatova et al. [56] vyrobili
zvlaknovanim z jehly nanovlakna z vodnych roztoka jédovaného povidonu a smési polye-
thylenoxid/jédovany povidon, i se sitovanim pro aplikaci jako antimikrobialni koZni kryty.

Sebe et al. pripravili nanovlakna pomoci odstiedivého zvlaknovani a in vitro testovali antibak-
terialni pasobeni jédu v kompozitu PVP/PVA/jod pro aplikaci pro kryty ran. Vyrobena

vlakna méla antimikrobialni aktivitu [57].

Liu et al. v roce 2018 publikovali zvlaknovani PVP s jodem pomoci prenosného zvlaknova-

ciho zarizeni pro vyrobu in situ koznich kryta [38].

Shitole et al. zvlaknovali koaxialne (jadro-plast’) jodovany povidon (3%) s PCL. Také modi-
fikovali povrch L-lyzinem, coz zvysilo viabilitu bunek, provedli antimikrobialni a mechanické

zkousky, material doporucuji pro Gcel pouZiti jako kozni kryty [58].

2.5.2  Propolis

Propolis je pryskyri¢ny material produkovany veelami. Obsahuje asi 30—-40 % veeliho vosku,
50-60 % pryskytic, 5-10 % esencialnich oleja a 5 % pylu [11]. Z hlediska chemického obsa-
huje vice jak 300 molekul, mezi nimi flavonoidy, fenolové kyseliny, esterové derivaty, ter-
peny, aldehydy, ketony, alkoholy, steroidy, aminokyseliny atd. [59]. SloZeni se liSi vzhledem
k zemepisné poloze, skladbé rostlin, ro¢nimu obdobi i typu veel. Patii k heterogennim pfi-

rodnim substancim [60].
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Veelam slouZi k ochrané Ulu, proti mikroorganismam, vyplauji jim mezery proti vétru, desti.
Nechténeho navstevnika ulu jim obali, zahubi a zamezi jeho rozkladu. Je ziskavan jako ve-
dlejsi veelarsky produkt. Terapeutické uc¢inky jsou pozorovany jiz od staroveéku. V 18. stoleti
byl propolis zapsan jako lécivo v Londyné. Hojne vyuZivany byl i v prabéhu 2. svétové valky.
Byly prokéazany antimikrobialni (antibakterialni, antifungalni i antivirové), antiparazitni, anti-

Ts

oxidacni, protizanétlive, protirakovinné, imunomodula¢ni a hepatoprotektivni ucinky [61].

Nyni se pouZiva p#i onemocnéni hornich cest dychacich, pro hojeni ran, popéalenin a zanéta
jako jeden z prirodnich produktt. Uplatiuje se také v potravinaistvi a kosmetice. Ve veteri-
narnim lékaistvi je vyuZivan pro podporu hojeni (zejména uzaviraci funkce) u koni a psa,
konkrétne proti rastu nadors, pfi bakterialnich infekcich, zanétech, dale na plisiiova one-
mocneni, alergické reakce, v Ustni duting, o¢nich problémech nebo onemocnéni jater [62],
pro zvyseni stravitelnosti v bachoru dojnic, ke zvySeni kvality mléka (jako doplnek stravy)
nebo k ochran¢ epitelialnich bunek proti patogenam zptisobujicich mastitidu ve vemenech).

Pocet patenta ve vyrobcich pro veterinarni medicinu zobrazuje Graf 1 [61].
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Graf 1 - Pocty patenta ve vyuZziti propolisu ve veterinarni medicing 1992-2017 [61]

Pfidavanim propolisu do nanovlaken se jiz zabyvalo nekolik veédeckych tymi. Asawahame et
al. zvlaknili pomoci jehly PVP s aditivem propolisu pro pouZiti v Gstni dutine. Vysledky byly
testovany na inhibici Streptococcus mutans, kterou vykazovaly [63].

Pro scaffold s antibakterialnimi vlastnostmi psipravili Kim et al. elektrostatickym zvlakrnova-
nim z jehly nanovlakennou vrstvu z polyuretanu adovanou propolisem v koncentracich 0, 5,
10 a 30 %. Kompozit je homogenni, zvySuje se hydrofébnost a antimikrobialni aktivita. In
vitro studie prokazali ochotngjsi rast na scaffoldu a doporucuji ho pro pouZziti jako kozni kryt
[59].
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Adomaviciute et al. zvlakaovali PVP pomoci Nanospideru s propolisovou tinkturou a nano-
casticemi sttibra pro rychlé uvolnovani v koznich krytech. Sledovali uvolnovani fenolickych
sloucenin. Vyrobeny material ma antimikrobialni vlastnosti. V této studii nebyly provedeny
in vitro testy [64].

Bilginer et al. elektrostaticky zvlaknovali z jehly vodny roztok PVA s pridavkem propolisové
tinktury (etanoloveé). Vrstva byla sivovana glutaraldehydem. S vy3sim obsahem propolisu do-
Slo ke zvyseni kontaktniho Ghlu. Nebylo provedeno in vitro testovani [65].

Stojko et al. pripravili nanovlakenné vrstvy pomoci jehlového zvlaknovani z kopolymeru po-
lylaktidu a kyseliny glykolové u s raznymi poméry kopolymerd a s obsahem 5 a 10 % propo-
lisu. Studovali uvolaovani a degradaci materialu, in vivo testovani hojeni popélenin na
prasatech. Doporucuji nadéjny nanovlakenny kryci material s kontrolovanym uvolnovani
apiterapeutickych latek jako G¢inngjsi nahrady dosavadnich koZnich kryti [66].

2.6 Vyroba nanovlaken

Nanovlakna jsou definovana jako vlakna s pramérem pod 1 mikrometr [22], jeden z jejich
rozméra je tedy v méritku nanometré. Maji velky mérny povrch, vytvorena vrstva je porézni
a Ize je funkcionalizovat. Z davodu bezpecnosti v mediciné se voli biokompatibilni ¢i biode-
gradovatelné materialy, které p#i pfipadné degradaci na rozmery délky v mikrometrech nejsou

rizikem pro bunky, ani co se tyka kumulace [1].

Z hlediska pramyslové vyroby vede elektrostatické zvlaknovani (stroje Nanospider od firmy
Elmarco) a také odstredivé (naptiklad stroje Cyclone od firmy Fiberio). Predpoklada se roz-
voj produktivni metody stridaveho zvlaknovani [67]. DalSi pripravy jsou specialni, zatim v la-
boratornim méritku, a to samosestavovani molekul, syntéza Sablonou, stiihové (smykoveé)
zvlaknovani, fazova separace, tazeni (drawing). Také je mozné modifikovat meltblown (vy3e

tekuté polymery, specialni zvlaknovaci hlava atd.).

2.6.1  Proces elektrostatického zvlaknovani

V této praci bylo pouzito elektrostatické zvlaknovani. Jedna se 0 momentalné nejproduktiv-
n&jsi metodu. Elektrostatické zvlaknovani je samoorganizovany proces vyroby nanovlaken
za pasobeni vnejsiho elektrickeho pole vysoké intenzity. Rozdéluje se na dva zakladni typy,
zvldknovani z jehly (kapilarni), kdy vznika jedind polymerni tryska, nebo bezjehlové, tedy
z volného povrchu. Pfi zvldknovani z volného povrchu dochazi ke vzniku mnohocetnych

polymernich trysek a zvySuje se tak produktivita vyroby.
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Bezjehlové zvlaknovani dobze ilustruje tyckova elektroda (viz Obrazek 8), coz je jednoduché
laboratorni zafizeni. Polymerni roztok (3) je privadén na elektrodu (2), kde za ptsobiciho
elektrickeho napéti v fadu kilovolta dochazi k tvorbe polymerni trysky (3), ktera se ztencuje
a vyrobena nanovlakna (4) jsou zachytavana na kolektor (5), ktery je uzemneny, nebo opacné
nabijeny.

1- zdroj vysokého napéti,

2- kovovd ty¢ka,

3- kapka polymerniho roztoku nebo taveniny,

4- vznikajici nanovldakna,

5- uzemnény kolektor zachytavajici nanovlakna.

Obrazek 8 - Elektrostatické zvlaknovani z tyeky [68]

Vyuziva se posloupnosti fyzikalnich jeva: destabilizace volného povrchu polymerniho roz-
toku vede ke vzniku trysky, ktera ma stabilni a bi¢ujici ¢ast, dochazi k vypafovani a vypuzo-
vani rozpoustedla vlivem zmensujiciho se praméru a usazovani nanovlaken na kolektoru.

Vlakna se nespojuji diky odpuzovani stejnych naboja, které piechodné nesou [67].

Nanospider

Jedna se o pramyslovy stroj pro zvlaknovani nanovlaken z volneho povrchu polymerniho
roztoku v elektrostatickém poli, jde o pramyslové pouZivanou technologii. Dochazi ke spon-
tdnnimu tvofeni trysek z volné hladiny. Stroj Nanospider byl vyvinut na KNT tymem profe-
sora Jirsaka a patentovan [69] v roce 2004. Firma Elmarco stroj vylepsila a nyni se pouZiva
po celém svete. Schéma zobrazuje Obréazek 9. Elektrody jsou struny (1 a 5) pfipojené ke
zdrojam vysokého elektrického napéti. Na spodni zvlaknovaci strunu je nanasen polymer
pomoci pohyblivého davkovaciho zarizeni (2). Dochazi k samoorganizovanému vzniku na-
novlaken (3). Vznikla vrstva (4) je odvadéna na spunbondové nosné textilii. Na laboratorni

verzi tohoto stroje (o Siti 0,5 m) probihal vyvoj popsany v této praci.
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Obrazek 9 - Schéma Nanospideru se strunovou zvlédknovaci elektrodou [70]
1, 5 - strunova elektroda, 2 - davkovaci zarizeni roztoku, 3 - nanovlakna, 4 - nanovlakenna vrstva

Obrazek 10 zobrazuje zvlaknovaci linku stroje NS 8S1600U. Pro predstavu vyrobce uvadi
parametry: vzdalenost elektrod v rozsahu 150 az 250 mm, rychlost pievijeni od 0,2 do
40,0 m/min, roztok se davkuje ve varce 60 I. Teplota p#i zvlaknovani je 20-30 °C a vlhkost
nejcasteji 2040 % RH, coz zajiSt'uje klimatizace. Stroj je schopny provozu 24/7. Pro zékaz-
niky Elmarco dodava stroje na miru, pro konkrétni polymer a dalsi poZadavky [71].

Obrazek 10 - Nanospider NS 851600U [72]

2.6.2  Parametry ovlivaujici elektrostaticke zvlaknovani

Polymerni roztok musi spliovat zakladni parametry jako je polarizovatelnost molekul v elek-
trickém poli, mit vhodnou viskozitu pro stabilitu viaken pfi zvlaknovani. Proces se sklada z
hydrodynamickych a elektrickych nerovnovah [67, 73].
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Zvlaknitelnost zavisi na parametrech materiéla a procesnich podminkach. Mezi materialové
parametry patii typ polymeru, jeho struktura, molekulova hmotnost a polydisperzita, para-
metry roztoku, jako jsou koncentrace, rozpousteédlovy systém (rychlost odparovani, rozpust-
nost polymeru), vlastnosti pridavanych aditiv, elektricka vodivost roztoku, povrchové napéti,
viskozita ad. Procesni podminky zahrnuji pouZzité elektrické napéti, vzdalenost mezi elektro-
dami, klimatické podminky (teplota a vihkost), rychlost davkovani roztoku, rychlost vyparo-
vani rozpoustedel, i viastnosti nosného materialu (ktery musi byt alespon ¢astecné vodivy)
[74, 75].

Materialové parametry

Molekulova hmotnost polymeru udava stredni délku fetézca, kterd neni uniformni, jeji roz-
ptyl se popisuje pomoci polydisperzity. Vyssi molekulova hmotnost polymeru ma vyssi vis-
kozitu a Ize ji zvldknovat pii niZsi koncentraci, protoZze retézce jsou delsi a i p#i mensi

koncentraci ztstavaji retézce v dostatecném kontaktu, aby vytvorili vidkno [75].

SniZzovanim koncentrace roztoku dochazi ke snizovani viskozity a snizovani poctu kontakta
ietézct. Bez dostatecného kontaktu fetézcet se vlivem povrchového napéti (které zvlakno-
vani obecn¢ brani) zacinaji tvotit koralkové vady, které dalSim snizovanim koncentrace pre-

chézeji v elektrospraying, rozprasovani [75].

Rozpoustedlovy systém je daleZity z hlediska rozpustnosti polymeru. Dobré rozpoustedla
polymer zcela solubilizuji, zatimco nerozpoustédla zpasobi zmenSeni objemu prostoupe-
ného polymerem (tzn. srazeni). Zjistit, zda je rozpoustédlo vhodné, je predikovatelné diky
modelam. Napfiklad Hansenovy parametry zohledsuji interakce polarni, v désledku disperz-
nich sil a vodikovych mastka. Dany polymer pak ma podle svych chemickych parametra
polohu v prostorovém grafu, coz je stied tzv. rozpustnostni koule. Pokud parametry roz-

poustedloveho systemu leZi uvnitt, Ize predpokladat, Ze vznikne roztok [67, 76].

Vodivost roztoku ovlivauje jednak tvorbu Taylorova kuZele a pocatek zvlaknovani, ale ma
také vliv na pramér vlaken a jejich uniformitu. ZvySovani vodivosti roztoku sniZuje pramér
vlaken. Samotné polymery byvaji Spatn¢ vodivé, vodivost proto zajist’uje rozpoustediovy

systém ¢i aditiva.
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Procesni podminky

Pouzité elektrické napéti ma vliv na deformaci povrchu roztoku. P#i nizkem elektrickém na-
péti prevazuji sily povrchového napéti, pii kritickém elektrickém napéti (specifické pro kazdy
roztok) vznika Taylorav kuZel, dale stabilni polymerni tryska. Pti zvySovani intenzity elek-
trického pole dochazi ke zrychleni procesu (vypuzovani rozpoustédel), pramer viaken klesa.
NiZsi elektrické napéti ale prodluzuje ¢as letu trysky, vznikaji proto hladsi vidkna [74]. Pokud
dojde k pfilisnému navy3eni elektrického napéti, maze dojit k vytaZzeni vy3siho objemu

trysky, coZ je ale doprovazeno zvySenim praméru viaken.

Vzdalenost elektrod je nutné nastavit tak, aby vlakna na kolektor dopadala sucha (rozpous-
tedla jsou dostatecné odpaiend) a dostatecné vydlouzena (bicovanim). Jednoznacny smér
vlivu zde neni patrny, jsou zndmé piipady zvySovani i snizovani praméru vlaken. Na p#ilis
malé vzdalenosti se rozpousteédlo odpati nedostatecné, coz maze vést az k vyrobe folii. Na
prili§ velke vzdalenosti maze dojit k neusazovani vlaken na kolektor. Také parametry a tvar
kolektoru jsou dalezité pro vytvareni nanovlakenné vrstvy. Vhodnym nastavenim lze vytva-

et i orientovand vladkna.

Proces je ovliviiovan také klimatickymi podminkami. VVzdu$na vihkost ovliviuje vyznamné
zejména vodorozpustné polymery. Pti vysoké vihkosti dochazi ke Spatnému vypaiovani roz-
poustedla. Ovsem pri primereném zvySeni vihkosti dochazi k lepSimu procesu zvlaknovani
a snizeni pramera vlaken. Nap#iklad Pelipenko et al. sledovali nanovlakna PVA, ktera snizila
pramer z 667 nm na 161 nm p#i zvySeni vlihkosti z 4 % na 60 % RH [77].

Procesy elektrostatického zvlaknovani jsou zatim méné probadanou oblasti. Dnes neexistuji
tabulky, které by obsahovaly presny popis nastaveni jednotlivych parametra pro uniformni
vyrobu pro jednotlivé roztoky. Provazanost jednotlivych parametra a oboustrannost nekte-

rych efektt nedavaji ndvod pro vyrobu nanovlakenné vrstvy, coz zastava ukolem technologa.

2.6.3  Funkcionalizace nanovlaken

Pti elektrostatickém zvlaknovani mohou vznikat razné morfologie (Obrazek 11). Porézni
vlakna lze pripravit vyZitim vice rozpoustedel s rozdilnou tekavosti nebo bikomponentni
zvlaknovani s naslednym vymyvanim. Orientace nanovlaken se vytvati pomoci usporadani
elektrod, ¢i specialnimi kolektory. Také k orientaci mtze pfispivat rotujici kolektor. Nano-
vlakenné prize vznikaji zakroucenim svazku nanovlaken, Ize také obalovat klasickou pfizi
nanovlakny a vyrabét kompozit. Koaxialni zvldknovani dvou roztokd probiha napt. v uspo-

fadani jadro-plase, i kdyZz presnou morfologii zatim nelze zcela dokazat. [78].
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Obrazek 11 - Razné morfologie nanovlaken vznikajici v zavislosti na vyrobnim procesu [79]

Velky mérny povrch nanovlaken je vhodny pro funkcionalizaci. Podil molekul na povrchu je
mnohem vétsi, neZ je bézné u klasickych materialé. Na povrchu se tak maze nachazet mnoho
potencionalné vaznych mist, ktera lIze modifikovat. P+i funkcionalizaci celého polymeru, se
velka cast objevi prave na povrchu, pripadné Ize vyuZit degradace materialu a postupného
uvolnovani latek. Metody modifikace jsou fyzikalni (vysokoteplotni, vysokoenergetické),

chemické (chemické depozice, za mokra) a biotechnologické (enzymaticke) [79].

Zakladni nanovlakna mohou byt nejprve zvlaknéna, a poté dale upravovana napt. plazmou,
roztokem nebo enzymaticky podle Obrazku 12 A, kdy dochézi rovnou k navazani pozado-
vané latky. Pokud to nelze provést v jednom kroku, povrch se aktivuje a poté dochazi k na-
vazani pozadovanych latek, jak ukazuje 12 B. DalSi pfistup je zvlaknovani jiz modifikovaného
roztoku a zvlaknovanis aktivnimi latkami (12 C), je nutnd jejich stabilita pfi procesu zvlékno-
vani [79].

Vhodny postup se vybira s ohledem na konkrétni latky, jejich chemickou strukturu, reaktiv-
nost a ochotu ke zvlaknovani, stejné tak na stabilitu v procesu. MoZnosti je mnoho.
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Obrazek 12 - Zpuasoby modifikace povrchu nanovlaken, upraveno podle [79]
A - chemicka Uprava, B - mezikrok aktivace, C - modifikace roztoku
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3 Prakticka cast

V této préci byly ptipraveny materialy pro biodegradovatelné kozni kryty ran. Pro idealni
funkci byl navrhovan kompozit, a to z davodu lepsi pfilnavosti k rané a docasné ochrany
proti vnejsim vlivam v misté poskozeni kazZe. Diky biodegradovatelnému materialu nebude
dochézet k narudeni hojeni vyménovanim krytu spojenym s poskozovanim nove vznikajici
tkéne.

Zvyseni adheze ke spodiné rany bylo docileno pomoci hydrofilniho polymeru PVP. Doc¢asna
mechanicka ochrana byla zajiStovana biodegradabilnim GP-PUR, coZ je novy medicinalni
polymer. Pro dosaZeni synergie bylo nutné optimalni spojeni téchto dvou materiala ve forme

nanovlakennych vrstev vyrabenych elektrostatickym zvlakaovanim na zatizeni Nanospider.

Experimenty se zabyvaly Sk&lovanim a vyrobou nanovlakennych vrstev. Ke spojovani byly
pouZzity metody soucasného zvlaknovani dvou roztoka (experiment 1), zvlakaovani smesi

(experiment 2) a zvlaknovani samostatnych vrstev s naslednou laminaci (experiment 3).

Pro dosazeni lepSich terapeutickych vlastnosti byly materialy adovany. A to vrstva PVP jo-
dem, protoZe se jedna o pouzivané dezinfekeni ¢inidlo, zejména ve spojeni s PVP. Pro lepsi
podporu hojeni byl do vrstvy PUR pridan propolis, coZ je tradi¢ni pfirodni apiterapeuticka
latka. S aditivy byly zopakovany experimenty 2 a 3 (pod oznacenim experiment 4). Pridavani
aditiv bylo zajimavé z technologického hlediska, protoZze dochazi k ovlivaovani zvlaknova-
ciho procesu.

Vyrobené vrstvy byly charakterizovany obrazovou analyzou pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie a mérenim kontaktniho uhlu s destilovanou vodou. Kvalitativni obsah latek byl
vyhodnocen pomoci infracervené spektroskopie FTIR, Ramanovy mikroskopie a analyzy
EDS. Pro ovéreni biologické kompatibility byly provedeny testy cytotoxicity extrakta mate-
riala a také testovani in vitro s bunéenou linii.

Pro lepsi orientaci ¢tenaie byly kroky shrnuty nasledujicimi grafikami. Na Obrazku 13 je
zobrazeno schéma postupu vyroby a testovani materiala, Obrazek 14 znazornuje obsah pro-
vedenych experimenta.
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Obréazek 13 - Schéma jednotlivych kroké postupu v této préci
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Obrézek 14 - Schéma provedenych experimenta
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3.1 Materialy a metodika
V této kapitole jsou popsany pouzivane materialy, davody vybéru a jejich ptiprava. Jsou zde
uvedeny pouZité pristroje a metody. Biologicke testovani je pro celistvost oddéleno a zmi-

néno az po shrnuti vyrobenych materiala v kapitolach 3.7 a 3.8.

3.1.1  Vybér materiala

Pro potencionalni kozni kryty byla pouZita nanovlakenna vrstva, ktera je pro danou aplikaci
vhodn4, coZ je podloZeno literarni reSerSi (viz kapitolu 2.3). Polymerni materialy jsou
popsany v kapitole 2.4. Na KNT TUL je v soucasnosti vyvijen Nanotardis, coZ je biodegra-

dabilni kozni kryt z PCL [1, 32]. Prave prochazi pokrocilou fazi klinického testovani.

Pouzivané materialy

Pro zlepSeni adheze ke spodin¢ rany byl pouZit hydrofilni polyvinylpyrrolidon o dvou raz-
nych molekulovych hmotnostech (PVP, 360 000 g/mol a 1 300 000 g/mol, Sigma Aldrich).
PVP je inertni polymer, a byl vybran také proto (napsiklad misto PVA), protoZe je zakladem
jodovaného povidonu (napt. pripravku Betadine), zde je také spojitost s pridavanim jodu,
ktery mé dezinfekeni Ueinky. Experimenty se zvlakaovanim PVP jsou napriklad ve studiich
Adomavicute et al., Utkarsh et al., Shitole et al., Sebe ¢t al. [56-58, 64, 74] a dalsi.

Ochranna vrstva byla z biodegradabilniho polyuretanu (GP-PUR, v praci oznac¢ovan jako
PUR, s molekulovou hmotnosti 600 000 g/mol, Wilens). Jedna se o novy polymer, byl vyvi-
nut pro biodegradabilni potahy gastrointestindlnich stentt. Obsahuje Useky polykaprolak-
tonu, coZ je dobte zndmy a v tkanovém inZenyrstvi pouzivany polymer. Pti vyrobé PUR byl
pouZit polytetrahydrofuran, 1,4-butandiol, polyethylenoxid a hexamethylendiisokyanat. Vy-
robce udava max. deformaci 1 700- 2 700 %, Youngav modul <10 MPa, nasakavost vodou
po 24 h 2-8 hm. %. V kompozitnim krytu by mél zajiStovat ochrannou funkci do jeho de-
gradace. V kyselem prostiedi (pH 2,4) degraduje za 7 dni, ve fyziologickém pH (7,4) je to
potom vice jak 147 dni podle prace BartoSové [49] pii testovani planarnich vzorkda ve forme
folii. Vrstva polyuretanu byla obohacena o propolis, coZ je pfirodni spektrum latek produ-
kovanych veelami, pouZivany jiz od staroveéku. Motivaci je vzestup ptirodniho Iékaistvi a
osobni angaZzovanost autorky. Dodan byl pevny homogenizovany vzorek z Vyzkumného Us-
tavu veelarského v Dole, ze kterého byl pripravovan extrakt.
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3.1.2 Ptiprava roztoka

Polymerni roztoky byly pripraveny navazenim uvedenych hmotnostnich procent na analytic-
kych vahach, v uvedeném rozpoustedlovém systému. Pouzivana rozpoustedla byla etanol
(96%, denaturovany 1 % isopropanolu, Technisolv), chloroform (stabilizovany 1 % etanolu,
Penta Chemicals), kyselina octova (99%, Penta Chemicals). Rozpoustedlovy systtm CHEKO
predstavuje pomer 8:1:1 chloroform: etanol: kyselina octova.

Roztoky byly za laboratorni teploty michany magnetickych michadlem do Uplného rozpus-
teni, 24 hodin piedem. Takto pfipravené roztoky byly ihned elektrostaticky zvlaknény.

Ptiprava propolisu probihala rozpousténim hrudek z lu. Homogenizace byla provedena
z velkého objemu propolisu z ¢eskych Ula i z rizného obdobi. Skladovano bylo v temnu,
suchu a chladu. Tradi¢ni propolisova tinktura je etanolova (vyrobend z dostupného lihu na
volném trhu). Vyhodou je bezpecnost etanolu pro vn¢jsi uZiti a 70% vodny roztok se pouZziva
jako dezinfekce [80]. ProtoZe propolis obsahuje velké mnozstvi latek [60], jsou také roz-
pustné v Sirokém spektru rozpoustedel, pouZivaji se i dalsi (napi. DMSO [81], chloroform
[66]). Vzhledem k rozpoustedlovému systému PUR, autorka vytvotila vyluh propolisu v roz-
poustedlech chloroform a etanol 4:1. K rozpousténi dochéazelo za michéani a v temnu. Poté
byl roztok prefiltrovan.

Ptiprava jodu (pevny, cistota nad 99,8 %, Sigma Aldrich), skladovany uzavieny v temnu a
chladu, spocivala v rozpusténi za laboratorni teploty a michani ve zvlaknovacim roztoku. Na
vyrobu jodovaného povidonu v této praci nebyl prostor.

3.1.3 Meteni viskozity a vodivosti

Pro stanoveni kvalitativnich vlastnosti roztoka bylo provedeno meieni dynamickeé viskozity
na rotacnim viskozimetru RotoVisco 1 (Haake) svyhodnocenim pomoci softwaru
RheoWinJob. Méteni probihalo za konstantni teploty 21,6 °C. Bylo provedeno 5 méieni, ¢i
mén¢, pokud doslo k dosazeni 2 stejnych vysledka podle protokolu. Vysledek je uvadeén jako

pramér = smeérodatna odchylka.

Na pristroji Con 510 (Eutech Instrumens) se sklenénou mérici sondou K10/6MM8 bylo
provedeno orientacni mereni vodivosti roztoka. Teplota méieni byla 20,4 °C. Hodnoty
slouzi k hodnoceni zvlaknitelnosti. Tyto parametry (spolu s dalSimi) byly pozorovany i na
prabéhu samotného elektrostatického zvlaknovani.
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3.1.4 Elektrostatické zvlaknovani

Nanovlakenna vrstva byla vyrabéna metodou bezjehlového elektrostatického zvlaknovani.
Byl pouZzivan stroj Nanospider (Elmarco) v laboratornim provedeni NS 1WS500U (Obrazek
15A) se zvlaknovaci strunovou elektrodou, a také v konfiguraci dvou strun v experimentu 1.
Klimatické podminky zajiSt'uje klimatizace NS AC 150 (Elmarco).

Pro testy o mensi spotfebé polymeru a testovani aditiv bylo pouZito zvlaknovani z tycky
(Obrazek 15B). Jedna se také o zvlaknovani z volné hladiny roztoku. Jako nosna textilie byl

v obou ptipadech pouZit polypropylenovy spunbond.

A B

Obréazek 15
A - laboratorni Nanospider, B - zvlaknovani z tycky

3.1.5 Skenovaci elektronova mikroskopie

Vizualni hodnoceni vrstev bylo provadéno pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
Vega 3 SB Easy Probe (Tescan). Pro optimalni vodivost povrchu byly vzorky povrstveny
10 nm zlata v pfistroji Q150ES (Quorum Technologies). Na pfistroji byla také provedena
EDS analyza prvka. Méieni praméra vlaken probihalo pomoci softwaru Imagel. Z 200 me-

feni pramera ze snimka byl urcen pramér a 95% interval spolehlivosti.

3.1.6 FTIR a Ramanova mikroskopie

Méieni vrstev pomoci analyzy infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FTIR) probihalo na pristroji Nicolet iZ10 (Thermo Fisher) technikou zeslabeného uplného
odrazu z diamantového krystalu (ATR). Ramanova mikroskopie probihala na Raman DXR

mikroskopy (Thermo Fisher) s laserem o vinové délce 532 nm.
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3.1.7 Méfeni kontaktniho uhlu

Kontaktni thel byl méfen pomoci goniometru See system 6.2 (Advex Instruments). VVzorky
byly pripravovany na podlozni sklicko v konfiguraci sklicko, dvé vrstvy méreneho materialu,
prichycené ze strany izolepou, aby nedochazelo k ovliviiovani méreni. Poté byla mikropipe-
tou nadavkovana kapka destilované vody o objemu 5 pl. Uhel byl odecitan po 1 s po dosed-
nuti kapky na povrch, pocet méreni je pet. Vysledek je uvaden jako aritmeticky pramer +
smérodatna odchylka.

3.1.8  Zpracovani dat
Data byla zpracovana v programu Excel (Microsoft Corporation) a softwaru GraphPad
Prism v7 (GraphPad Software).

U dat zobrazenych pomoci krabicovych grafa (boxplot), tzv. vousy znazorauji minimum a

maximum, krabice potom horni a dolni kvartil, uvnitf je zndzornén median.

U sloupcovych grafa, pokud neni uvedeno jinak, zobrazuji chybové Usecky smérodatné od-
chylky. U praméra vlaken se jedna o 95% interval spolehlivosti.

Nametené hodnoty prameéra vidken byly statisticky hodnoceny. Pred parametrickymi testo-
vanimi bylo zkontrolovano rozloZeni dat pomoci D" Agostinova Pearsonova testu normality.
Pro data bez normélniho rozloZeni, jako je tomu zde, byl pouZit neparametricky Kruskal-
Wallisav test. Statisticky signifikantni zmeény byly akceptovany na hladin¢ vyznamnosti
p <0,05.

3.2 Experiment 1: Skalovani a vyroba dvouvrstvého materialu soucasnym zvlakiio-
vanim dvou roztoka

V experimentu 1 byla provedena vyroba materialu ze dvou oddélenych roztoka zvlaknova-

nych souc¢asné, byly reSeny dilei problémy a vzorovani zvlaknovanim z tyeky. Vyhodnoceni

probéhlo pomoci SEM.

Nejprve, po vybéru materiala, bylo provedeno Skalovani zvlaknovacich roztoka a nastavo-
vani procesnich parametrt, jako je napiiklad vzdalenost elektrod, elektrické napcti, teplota a
vlhkost. Zejména u PUR, protoZe se jedna o novy typ polymeru. Z doporucené pocatecni

koncentrace 4 hm. % roztoku v rozpoustédlovéem systému CHEKO bylo pfistoupeno
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k5 hm. %. V pripadé PVP o molekulové hmotnosti 360 000 g/mol byla pocatecni koncen-
trace 12 hm. % roztoku v etanolu, urcena na zaklade vysledka predchozich experimenta na
KNT. Byla pozorovana dobréa zvlaknitelnost.

Tyto dva materialy poté byly zvlaknény soucasné ve dvoustrunové konfiguraci elektrod na
laboratornim Nanospideru. Tento postup se pouZziva v pramyslové vyrobe, kde je bézné po-
uzivani vice strun. Uspozéadani zobrazuje Obrazek 16. Procesni parametry uvadi Tabulka 1.

Obrazek 16 - Elektrostatické zvlakaovani dvou raznych roztoka z dvou strun na zarizeni Nanospider

Tabulka 1 - Parametry zvlakriovani na Nanospideru

Polymery 5 hm. % PUR + 12 hm. % PVP
Rozpoustedlovy systém CHEKO/ etOH

Elektrické napeti [kV] -10 50
Odvadeci rychlost [mm/min] 10

Pramer praviaku [mm] 0,6

Vzdélenost elektrod [mm] 200

Teplota [°C] 22

Relativni vzdusna vihkost [%] 50

Nejprve byla vyrobena zékladni vrstva PUR, za Ucelem dostatecné kryci vrstvy. Nasledne
byla tato vrstva povldknéna obéma polymery pfi sou¢asném zvlaknovani z oddélenych za-
sobnika. Pri zvlaknovani bylo zjisteno, Ze vyrobnost PVP byla mnohem vyssi a prevaZzovala
nad vyrobnosti PUR.
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Po sundani vrstvy vyrobené na Nanospideru a pti nezbytné manipulaci se dil¢i vrstvy ihned
zacaly oddelovat, doslo k nedostatecnému spojeni (viz Obrazek 17).

Obrazek 17 - Vyrobena vrstva (oddéluje se)

V reakci na tento experiment (a dil¢i problémy s nastavenim stroje v prabéhu zvlaknovani)
bylo navrhnuto, Ze bude vyrovnan rozdil vyrobnosti. Bylo proto pristoupeno ke snizeni kon-
centrace PVP s cilem sniZeni vyrobnosti, aby se mohl Iépe projevit efekt soucasného zvlakro-
vani. Pro zachovani zvlaknitelnosti PVP byl pouzit polymer s vy$Si molekulovou hmotnosti,
pouZivany take ve studii Utkarsh et al. [74], a bylo provedeno vzorovani o hmotnostnich
koncentracich 10 %, 7,5 % a 5 % v etanolu, porovnavane s pavodnim 12% roztokem. Na-
sledn¢ také hm. koncentrace 5%, 6% a 7%. Tyto experimenty probehly v menSim méritku

na laboratornim zvlaknovani z tycky.

3.2.1  Vyslednd morfologie

Na SEM snimcich (Obrazek 18) bylo oveieno, Ze spodni vrstva byla PUR (A) s typickou
morfologii, a vrchni vrstva se vice podobala samotnému PVP (B), coZ bylo dano
zejmena vysSi vyrobnosti. Tato skutecnost byla ovérena kompletnim rozpustenim vzorku ve
vode.

Pro vyrovnani vyrobnosti byl vybran vysokomolekularni PVP. Na Obrazku 19 jsou vysledky
vzorovani vrstev, 5 hm. % koncentrace byla nedostatecne visk6zni. Byla zvolena koncentrace
6 hm. % PVP.
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BohuZel v této dobe doslo k epidemiologickym omezenim a experimenty musely byt odsu-
nuty. Nakonec, i kvali predchozimu sledovanému procesu vyroby, kdy nedochazelo k miseni
vznikajicich nanovlaken, bylo rozhodnuto touto cestou nepokracovat.

Obrézek 18 - metitko 100 pm a 10 um
A - vrstva PUR, B - vrchni vrstva PVP
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Obrazek 19 - SEM PVP molekulova hmotnost 1 300 000 g/mol, metitko 10 um
A-10hm. %, B-75hm.%,C-6hm. %
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3.3 Experiment 2: Vyroba blendu
V experimentu 2 byl kompozitni material vyraben jednokrokove z jednoho roztoku obsahu-
jiciho oba polymery. Vysledky byly testovany pomoci SEM a probé¢hlo méreni kontaktniho

ahlu.

Autorka navrhla pouZit blend (smes), tedy pouZzit jeden roztok s obéma polymery ve stejném
rozpoustedlovém systému. PVP je velmi dobie rozpustny polymer (viz kapitolu 2.4.3). Prak-
tické overeni zvlaknitelnosti pro PVP probehlo zvlaknovanim z tycky v rozpoustédlovem
systému CHEKO. Byl vyuzit v etanolu navzorovany vysokomolekularni PVP, ktery se ukéazal
byt dobze zvlaknitelny. Na rozdil od molekulové hmotnosti 360 000 g/mol, jehoZ roztok byl
velmi viskozni. Poté byly provedeny experimenty s blendy PVP:PUR v raznych pomérech.
Z jednoduchého vzorovani t¥i pomera obsahoval nejméné vad blend 1:1. Jako hafe zvlakni-
telny zde vystupoval PUR, morfologii zobrazuje Obrazek 20. Tabulka 2 zobrazuje parametry

provedeneho zvlakmnovani z tycky.

Tabulka 2 - Parametry zvlakniovani z tycky

Polymery SPURSAm S
Rozpoustedlovy systém CHEKO
Elektricke napéti [kV] 20

Teplota [°C] 20

Relativni vzdusna vihkost [%] 32

Vzorek ¢. 1 PVP 6 %
Vzorek ¢&. 2 PVP 12 %
Vzorek ¢. 3 PUR 5 %, 23 kV
Vzorek ¢. 4 1:1 blend
Vzorek ¢. 5 1:2 PVP

Vzorek ¢. 6 1:2 PUR

Po zhodnoceni vysledka zvlaknovani z tycky bylo pristoupeno k vyrobé na Nanospideru. Na
Nanospideru byl zvlaknovan pouze blend 1:1 PVP:PUR, za podminek uvedenych v
Tabulce 3.
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Tabulka 3 - Parametry zvlaknovani na Nanospideru

Polymery PVP 6 hm. % a PUR 5 hm. %
Rozpoustedlovy systém CHEKO

Elektrické napeti [kV] -10 49,9
Odvadeci rychlost [mm/min] 5

Prameér pravlaku [mm] 0,6

Vzdalenost elektrod [mm] 200

Teplota [°C] 22

Relativni vzdusna vihkost [%] 50

= \C SO K ] ¢

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.76 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 14.74 mm | SEM HV: 20.0 kV WOD: 14.75 mm
SEM MAG: 500 x Det: SE SEM MAG: 500 x Det: SE SEM MAG: 500 x Det: SE

Obrazek 20 - SEM snimky blenda PVP a PUR zvlaknovanych z tycky v raznych pomérech.
Vzorek ¢. 4 -Smes 1:1, ¢.5- 1.2 PVP, ¢. 6 - 1.2 PUR jako v Tabulce 2, méritko 100 pum
Pro zvlaknovani na Nanospideru byla vybrana smés obou polymera v pomeru 1:1 pro
5 hm. % PUR a 6 hm. % PVP. Pramery vlaken vyrobené vrstvy maji pramérne 776 nm, 95%
interval spolehlivosti je mezi 719 a 834 nm. Namétena data zobrazuje Graf 2. Vrstva byla
homogenni, vlakna hladka (Obrazek 21). Z manipulace nebylo patrné oddelovani vrstev.
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Det: SE [SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym
Obrézek 21 - SEM snimky vrstvy blendu Graf 2 - Krabicovy graf praméra

vlédken vrstvy blendu, n=200

44



Obsah obou polymera byl stanoven jednoduchym pokusem, vloZenim vzorku vrstvy do ka-
dinky s vodou. Tam doslo k rozpusteni PVP, ktere bylo podpoieno zamichanim. Nedoslo
k rozpusteni celé vrstvy a vrstva byla soudrzna, tudiz ploSna hmotnost PUR byla dostatecna.
Presné stanoveni je mozné provést s vazenim naprosto vysusenych vzorka, v této praci bylo

planovang, ale kvali casovym davodam nebylo provedeno.

3.3.2  Vysledky meéieni smacivosti
Vrstva obsahovala nanovlakna z vodorozpustného PVP i vice hydrofobniho PUR. Prameérny
Ghel smaceni byl 66 stupnua se smérodatnou odchylkou 20 stuprda. Obsahovala mista hydro-
fobni i hydrofilni, podle konkrétniho mistniho rozloZeni polymerg, které je ndhodné. Dana
metodika predpoklada homogenni vrstvu, kdezto u nanovlaken dochazi ke kapilarnim jevam,
ktere prispivaji hydrofilnimu efektu.

3.3.3  Vliv rozpoustedlového systému na vlastnosti roztoku PVP

Pti experimentech byl pozorovan zajimavy jev. Pti vyméné rozpoustedlového systému eta-
nolu za smés CHEKO doslo k nésledujicim zmendm v chovani roztoka: v experimentu 1
byl pouzivan 12 hm. % roztok PVP o molekulové hmotnosti 360 000 g/mol, nasledn¢ byl
vybran PVP o vyssi molekulové hmotnosti (1 300 000 g/mol) a roztok o koncentraci
6 hm. % v etanolu.

Pfi vyrobe¢ smési, a tedy se zmeénou rozpoustedlového systému na CHEKO, byl pripraven
nejprve roztok vysokomolekularniho PVP, ktery byl dobie zvlaknitelny. ProtoZe jiz nebylo
treba vysoké molekulové hmotnosti, autorka vyzkousela navrat k pivodnimu PVP o nizsi

molekulové hmotnosti. Ale doslo k vyraznému narastu viskozity.

Bylo provedeno méreni viskozity a vodivosti. Viskozita byla mérena pii 21,6 °C. Roztoky o
koncentraci 6 % mely viskozitu 19,9+0,4 mPa-s (etanol) a 36,0+2,8 mPa's (CHEKO).
U 12% roztoku PVP v etanolu se jiz viskozita o #ad zvysila 212,6+3,4 mPa-s. Narast u 12%
PVP v CHEKO byl markantni, viskozita se zvysila na 1 221+155 mPa-s. Nejvyssi vodivost

meél 12% roztok PVP v etanolu. Méreni spolu s parametry jsou shrnuty v Tabulce 4.
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Tabulka 4 - Parametry roztoka PVP

molekulova " . . L
hm. koncen- h rozpoustedlovy vodivost dynamicka vis-
motnost . i
trace PVP system [US/Zcm] kozita [mPa-s]
[9/mol]
6% 1300 000 etanol 3,6+0,99 19,9+0,3
12% 360 000 etanol 5,8+0,68 212,632
6% 1300 000 CHEKO 3,2+0,53 36,0+2,8
12% 360 000 CHEKO 2,9+0,21 12214155

ProtozZe se jedna o totozny polymer, ktery se liSi pouze délkou retézce, Ize tu pozorovat vliv
rozpoustedlového systému. A vetsi vliv zde ma koncentrace, oproti molekulové hmotnosti.
U kratSiho fetezce ve vysSi koncentraci dochazi k vyrazné interakci se systémem CHEKO,
které je doprovazeno markantnim zvySenim viskozity, ke kterému u delSiho fetézce v niZsi
koncentraci tolik nedochazi. Se zvySenim viskozity nedochazi k navyseni vodivosti, roztok

proto nezvlaknuje.

Rozpustnosti a zvlaknovanim PVP (360 000 g/mol) se zabyval také Nasouri et al. [82]. Za-
jimavé je, Ze pii koncentraci 14 hm. % bylo PVP zvlaknitelné z etanolu, nikoli chloroformu
(spraying) pfi zvlaknovani z jehly o prameru 0,7 mm, za elektrického napéti 17 kV na vzda-
lenost 15 cm. Chloroform a etanol jsou ve studii 0znacena jako Spatna rozpoustedla podle
vypocta Hansenovych parametra. | vhodnou kombinaci vice nerozpoustedel Ize docilit roz-

pustnosti [76].

3.4 Experiment 3: Laminace
V experimentu 3 byly vyrobeny na zafizeni Nanospider samostatné vrstvy a nasledn¢ byla
v dalSim kroku provedena jejich laminace. Charakterizovano bylo pomoci SEM a méreni

smacivosti metodou kontaktniho Ghlu.

Pti podminkach uvedenych v Tabulce 3 v kapitole 3.3 bylo také zvlaknéno samostatnée PVP
a PUR. Praméry vildken PVP meélo vetsi nez PUR, pramér byl 818 nm s 95% intervalem
spolehlivosti mezi 764 a 873 nm. Graf 3 zobrazuje namérené hodnoty PVP, Obrazek 22
zobrazuje morfologii vrstvy. Vrstva PVP byla pomérné homogenni, objevovaly se na ni take

velmi jemna vlakna, ktera vyznamné zvySuji mérny povrch vrstvy.
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SEM HV: 20.0 kV WD: 14.22 mm iochibi bl b o] I PVP
SEM MAG: 500 x Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm

Obrazek 22 - SEM vrstvy PVP, metitko 100 pm a 10 ym Graf 3 - Krabicovy graf pra-
méra vldken PVP, n=200

PUR melo pramery vliaken 687 nm s 95% intervalem spolehlivosti mezi 639 a 736 nm. Vrstvu
se podatilo vyrobit s pravidelnou strukturou, obsahovala pouze drobné vady ve formée sple-
tenca, které jsou pro tento polymer typické (Obrazek 23). Objevovaly se zde i mikronova
stuzkova vlakna, pro vrchni funkcei krytu byla tato vlakna spiSe prinosem, jelikoZ vrstvu zpev-
nuji. Namerené hodnoty praméra vldken jsou v krabicovém Grafu 4.
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SEM HV: 20.0 kV WD: 14.69 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 14.59 mm PUR
SEM MAG: 500 x Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm
Obrézek 23 - SEM vrstvy PUR, meritko 100 um a 10 pm Graf 4 - Krabicovy graf praméra

vlaken PUR, n=200

Jednoduché vrstvy byly pfipraveny v rozméru 10 x 10 cm, navrstveny na sebe a vloZeny do
predehratého laminovaciho lisu RPS- MINI L 600 (Meyer).

Parametry procesu byly: teplota 60 °C, rychlost odtahu 9,2 m/min, bez pritlaku (hodnota
nastavena na -0,2 N/cm?). Doslo ke spojeni vrstev bez zmeény rozméru. Pro kontrolu mor-
fologie byla pouzita analyza SEM a bylo zhodnoceno, Ze nedoSlo k znehodnoceni viakenné
struktury.
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3.4.1 Vyslednd morfologie

Vrstvy byly viditelne teplem deformované, ale vlakenny charakter zastal zachovan, jak uka-
zuje Obrazek 24. Vrstva byla kontrolovana z obou stran. Na Grafu 5 je vidét rozloZeni pra-
méra vlaken. U laminovaneé vrstvy PVP byl pramér 827 nm, s 95% intervalem spolehlivosti
mezi 762 a 892 nm, pro laminované PUR 791 nm, s 95% intervalem spolehlivosti mezi 731

a 851 nm, neni zde patrny statisticky rozdil s pavodnimi vrstvami.

WD: 14.85 mm SEM HV: 20.0 kv WD: 14.82 mm
Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

Obrazek 24 - SEM laminace
A - strana PUR, B - strana PVP
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1
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I
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Graf 5 - Pramér vlaken laminované PUR a laminované PVP, n =200

3.4.2  Vysledky méreni smacivosti

Vyrobena vrstva PVP byla velmi hydrofilni. Po kapnuti kapky destilované H,O ihned do-
chézi k vstiebani vrstvou a okamzitému rozpusteni polymeru. Obréazek 25 byl potizen pii
meéfeni kontaktniho Uhlu. Prabeh vsakovani byl velmi rychly, pouzivanou kamerou nezachy-
titelny. Kontaktni Ghel byl konstantnich 0 stupria.
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Obréazek 25 - Vrstva PVP smacena kapkami destilované vody

Samostatna vrstva PUR méla vysledny kontaktni Ghel na hranici hydrofébnosti/hydrofil-
nosti. Ackoliv je strukturou vice hydrofobni, morfologie vlakenné vrstvy zpasobuje lepsi
smacivost vodou. Nameteny uhel byl 87+13 °.

Tyto vrstvy byly zalaminovany. Ze strany PVP byl naméieny Uhel stale 0 stupna. Dochézelo
k intenzivnimu vsakovani vody do plochy. Ze strany PUR byl vysledny kontaktni thel pre-
vazné hydrofobni, 9615 °.

3.5 Experiment 4: Aditiva

Pfidani podpuarnych aditiv do vlakenné vrstvy bylo provedeno z pripravenych extrakté pro-
polisu a pevného jédu do roztoku polymeru. Vysledna smés byla zvlaknovana z adovaneho
roztoku. Obsah latek byl po¢itan jako hmotnostni podil vztaZzeny k polymeru.

Nejprve bylo provedeno vzorovani z tycky, pro jod v koncentracich 5 a 10 hm. %, s propo-
lisem 5, 10, 20 a 30 hm. %, byly Uspédné nalezeny parametry pro zvlaknovani danych roztoka.
S jodem byla také pripravena max. koncentrace 185 hm. % zvlaknovana v digestosi, doché-
zelo ale pouze k elektrosprayingu. Pro dalSi experimenty byla vybrana jedna koncentrace a

vrstvy byly vyrobeny na Nanospideru a dale testovany.

VySe uvedené experimenty 2 a 3 byly provadeny také s adovanymi roztoky. Pro vyrobu
v rdmci této préce byly zvoleny koncentrace jédu 5 hm. %, protoZe staci mala koncentrace
pro dezinfekeni, ale nikoliv leptavé uc¢inky. Jod byl pfidavan k PVP. Propolisu bylo pridano
20 hm. %, aby byly sledovany terapeutickeé uc¢inky a efekt vyssi koncentrace na zvlaknitelnost,
ktera byla v malém meritku proveditelnd; také byla predpokladana lepsi detekovatelnost ob-
sahu aditiva ve vrstvé. Propolis z extraktu v chloroformu a etanolu (4:1) byl pfidan k PUR a
blendu.
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3.5.1  Vyslednd morfologie

PVP s 5 hm. % obsahem elementarniho jodu (PVP 1) byl zvlakniovany na Nanospideru za

podminek uvedenych v Tabulce 3 v kapitole 3.3. Hodnota praméru vlaken byla prameérné

397 nm s 95% intervalem spolehlivosti mezi 365 a 428 nm. Doslo k vyraznému sniZeni pra-

meéra vlaken, vrstva obsahovala velmi mnoho jemnych viaken. Graf 6 zobrazuje namérené

hodnoty a morfologie je na Obrazku 26.

HV: 20.0 kV WD:
MAG: 500 x

Rentgenovou analyzou EDS byla potvrzena pfitomnost jodu ve vrstve, jehoZ vysledky jsou
na Obrazku 27. Byla také provedena Ramanova mikroskopie, uvedené vysledky jsou v nasle-
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Obrazek 26 - SEM vrstvy PVP s jédem
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Obrazek 27 - EDS vrstvy PVP s jodem

Graf 6 - Krabicovy graf praméra
vlaken PVP |, n=200
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Vrstva PUR s obsahem 20 hm. % propolisu (PUR P) méla vidkennou strukturu, ale na rozdil
od ¢isté vrstvy PUR obsahovala vice vad ve forme pocinajicich koralka. Pramer vlaken byl
nad submikronovou hranici, diky cemuz byla vrstva i lehce zabarvena dohnéda. Pramér vla-
ken je 1,226 pm a 95% interval spolehlivosti je mezi 1,159 a 1,294 um. Morfologii ukazuje
Obrazek 28 a namétené hodnoty pramert vidken na Grafu 7.
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SEM HV: 20,0 KV WD: 1482 mm | BEMHVERLONY || WO ALRE mm 1 | : PURP
SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
Obrézek 28 - SEM PUR s propolisem Graf 7 - Krabicovy graf praméra

vlaken PUR s propolisem, n=200

Vrstva blendu byla adovand propolisem (blend P), vztazeno k obsahu PUR se jednd o
20 hm. %, vzhledem k obéma polymeram potom 9,1 hm. %. Nameieny pramér vlaken byl
717 nm, 95% interval spolehlivosti je mezi 684 a 750 nm, jak je vidét na Grafu 8. Ze zvétSeni
500x na Obrazku 29 je patrné, Ze vrstva obsahovala zakroucena vlakna nepravidelnych tvars.
Z detailngjiho pohledu je patrné, Ze se nejednalo o zasadni defekty a vldkna byla hladka.
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Obrazek 29 - SEM vrstvy blendu s propolisem Graf 8 - Krabicovy graf prameru
vlaken blendu P, n=200

51



Laminované vrstvy byly pripraveny obdobné¢ jako v kapitole 3.4, pouze misto zékladnich
vrstev byly pouZity ty adované. Doslo k UspeSnému spojeni bez znehodnoceni viakenné
struktury. Vysledna morfologie je zobrazena na Obrazku 30. Ve vrstve PVP se ¢astecné za-
choval podil velmi jemnych vlaken, ale celkove doslo ke zvy3eni praméra vidken. U vrstvy
PVP 1 byl pramér 930 nm, s 95% intervalem spolehlivosti mezi 870 a 990 nm, PUR P m¢l
pramer 1457 nm, s 95% intervalem spolehlivosti mezi 1374 a 1540 nm. Data jsou zobrazena
na Grafu 9.
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Obrézek 30 - SEM vrstvy laminatu
A - strana PVP s jédem, B - strana PUR s propolisem
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Graf 9 - Krabicové grafy praméra vliaken laminovanych adovanych vrstev, n=200

3.5.2  Vysledky FTIR a Ramananovy mikroskopie

Pro hodnoceni kvalitativniho obsahu latek ve vrstvach byla pouzita metoda infracervené
spektroskopie FTIR ATR pro vrstvu PUR a PUR s propolisem. Kazda latka ma podle ob-
sahu specifickych skupin sva typicka vibracni spektra, které se projevuji zvysenou absorbanci
specifickych vinoc¢ta v infracerveném spektru. PUR obsahuije typickou vazbu -NH-COO-,
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s vinoc¢ty 1650 cm™ a pro N-H skupiny 3300-3500 cm™, 1700 cm™ pro C=0 a 1100 cm™ pro
asymetrické C-O-C [83], ktera byla silna.

V blendu bylo patrné vetsi zastoupeni N-H skupin (obsaZeny v obou polymerech) a nejvetsi
narast (peak) absorbance byl na vinoctu 1700 cm™, ktery predstavuje C=0 vazby. Propolis
je smés mnoha prirodnich latek. Jejich spektrogram byl patrny i v adované vrstve, zejmena
na oznacenych mistech na Grafu 10 a 11. Kvantitativni podil touto metodou neni zjistitelny,
ale z davodu citlivosti metody musi byt vetsi jak jednotky procent. Peaky u vinoc¢ta 2900,
1600 a 850 cm™ vypovidaji o nejvyznamng;jsich zastoupenych skupinach (C-H, C=0 a C-O,

0O-0). Spektrogramy vypovidaji o adovani propolisem.
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Graf 11 - FTIR spektra blendu
modra - PUR-PVP blend, ¢ervena - blend s propolisem, zelena - propolisu
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Pro stanoveni piitomnosti jodu nebylo mozné pouZit FTIR, jelikoZ se jednd o nepolarni
latku, proto byla pouZita Ramanovska mikroskopie. Specifické vinocty jsou stejna jako u in-

fracervené spektroskopie, pro Ramanovska spektra jsou zptsobena polarizaci.

K#ivky namérenych intenzit (na Grafu 12) se témer prekryvaly, u vrstvy s jodem byl patrny
narast intenzity v hodnotéach vinoctu 210 a 150 cm?, ktery je pro jod typicky. V okoli vinoctu
3000 cm™* byl pozorovan narast intenzity zpasobeny nepolarnimi skupinami CHs, CH; a
polarni N-H. Peak intenzity v oblasti 1500-1700 cm™ byl zpasoben skupinami C=0. Dalsi
malé peaky byly zpuasobeny skupinami C-H a C-C, peak 950 cm™ zobrazoval pritomnost
péticlenného kruhu.
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Graf 12 - Ramanova spektroskopie PVP
modra - PVP, ¢ervena - PVP s jodem

Méienim bylo prokazano, Ze dané vrstvy obsahuji aditiva.

3.5.3  Vysledky mefeni smacivosti

Vrstva PUR s propolisem byla hydrofobni, pridavek voskd a dalSich latek v propolisu ji zvy-
Soval. Naméieny kontaktni uhel byl 107+10 °. Také odchylky méieni zde byly mensi. U
vrstvy blendu s propolisem také prevaZzoval hydrofobni charakter, kontaktni Ghel byl
113+11 °. Vrstva PVP s jdédem vykazovala stale 0 stupnd a silnou hydrofilitu. Aditivum nijak
neovlivnilo smacivost.
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3.6 Shrnuti: Vyrobené vrstvy

Byly vyrobeny vrstvy zakladni (PVP a PUR), blend, vrstvy adované 5 hm. % jodu a 20 hm. %
propolisu, (vrstvy PVP I, PUR P, Blend P) a laminaty zakladnich (znovu namérené praméry
po laminaci vrstev byly oznaceny jako Lam PVP a Lam PUR) a adovanych vrstev (Lam PVP
I a Lam PUR P). Piehledngji je to zobrazeno v Tabulce 5.

Podatilo se vyrobit zadané kompozitni materialy. Jako kozni kryt maji potencial vystupovat
blendy a laminaty, kde vrstva PVP ma adhezivni funkci a PUR ma funkci ochrannou. Aditiva
byla Uspedne piidana do vrstev a jejich obsah byl zpétne prokézan. Byly zméeieny kontaktni
Uhly vrstev. Propolis lehce zvySoval hydrofébnost vrstvy, coz maze byt pfiznive pro ochranu

rany. J6d nemél na smacivost PVP vliv.

Tabulka 5 - Prehled vyrobenych nanovlakennych vrstev

Oznaceni Material

z&kladni vrstvy

PVP polyvinylpyrrolidon

PUR biodegradabilni polyuretan
Blend smes PVP a PUR

Lam laminat

strany laminatu se znovu naméie-
nymi praméry vidken

adované vrstvy

polyvinylpyrrolidon s 5 hm. %

Lam PVP, Lam PUR

PVP I P
jodem
biodegradabilni polyuretan s
PURP 20 hm. % propolisem
Blend P smés PVP a PUR s propolisem
laminat s aditivy — z vrstev PVP |
Lam Pl a PUR P
strany adovaného laminatu se
Lam PVP I, Lam PUR P Znovu naméienymi prameéry
vlaken

Pramery vlaken vrstev byly submikronové, az na vrstvy polyuretanu s propolisem. Obsah
mikronovych vldken ve vrstveé zvySuje mechanickou odolnost, coZ je vyhodou v aplikaci
vrchnich koZnich kryta. Také byva smes mikronovych a submikronovych vidken dobie pri-
jimana burkami [84].
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Praméry vidken ukazuje Graf 13. Rozdily mezi daty se vyskytovaly u dvojic PUR a PUR P,
PVP a PVP I, PVP | a Lam PVP I, PUR P a Lam PUR P. Nesignifikatni rozdily byly u
blends, PUR a Lam PUR, PVP a Lam PVP, zde rozdily mezi mediany nebyly statisticky
vyznamné, v grafu jsou oznaceny Sedymi Useckami, aby bylo naznaceno, Ze byly porovnavany

prave tyto dvojice.
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Graf 13 - Pramery vlaken vyrobenych vrstev s chybovymi Useckami 95% IS, n=200
rozdily mezi daty jsou oznaceny **** p<0,0001 a neoznacené Usecky jsou nesignifikatni

3.7 Testovani cytotoxicity zakladnich vs. adovanych vrstev

Pro pouZiti materialu v biomedicinskych aplikacich je potteba stanovit, zda material neni to-
xicky pro bunky savca. To je stanovovano pomoci testu cytotoxicity z extrakta materiala
podle CSN EN 1SO 10993: 5 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedka — Cast 5:
Zkousky na cytotoxicitu.

Testované materialy byly vyrobené vrstvy PVP, PVP s jodem (PVP I), PUR, PUR s propo-
lisem (PUR P). Jde o testovani uvolnovani jednotlivych sloZzek z materialu a jejich vliv na

viabilitu pouZité bunéene linie.
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3.7.1 Materialy a metodika

Ptiprava bunck

Pro testovani byly pouzity mysi fibroblasty (NIH3T3, pasaZz 14) a lidské keratinocyty (Ha-
CaT, pasaz 37). Bunky byly kultivovany v kultivacnich nadobéach v kompletnim kultiva¢nim
médiu (Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM, Biosera) s pridavkem 10% fetalniho
bovinniho séra FBS (Biosera) a glutaminu (Biosera) v inkubéatoru s 5% CO, atmosférou za
teploty 37 °C. Konfluentni vrstve¢ adherovanych bun¢k bylo odsato médium, vrstva byla
oplachnuta fosfatovym pufrem (PBS) a pomoci trypsinu (Lonza) byly burky uvolnény ze
dna a resuspendovany do nového média. Pocet Zivych bunek v bunéené suspenzi bylo sta-
noveno na pristroji Luna Cell Counter (Logos Biosystems) pomoci barveni bunék trypano-

vou mod#i v poméru 1:1.

Cytotoxicita extrakt

Materialy byly piedem sterilizovany 12 hodin ethylenoxidem (Anprolene) a odvétrany pri
laboratorni teploté po dobu 2 tydna. Do sterilni zkumavky s materily bylo pfidano kom-
pletni kultivacni médium (DMEM) v koncentraci 5 mg (vzorky PVP I 5, PUR P 5) a 10 mg
materialu (vzorky PVP, PVP | 10, PUR, PUR P 10) na 1 ml média.

Zkumavky s materialem byly umistény na laboratorni tiepacku (60 RPM) pii teplote 37 °C
po dobu 24 hodin pro vytvoreni extrakta.

Do 96 jamkové mikrotitracni desticky byly nasazeny burniky NIH3T3 a HaCaT o koncentraci
10* bunek/100 pl v kompletnim kultivacnim médiu (n=8). Bunky byly kultivovany v inkuba-
toru s 5% CO, atmosférou za teploty 37 °C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti 24 hodin od nasazeni byl mikroskopicky zkontrolovan souvisly narast bunék a
odsato médium. Nésledne bylo do kazdé jamky priddno 100 pl vytvofeného extraktu z ma-
terialu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit cytotoxicky 0,1% Triton-X-100 (TR-X, Sigma Al-
drich) a jako negativni kontrola kompletni kultivacni medium. Nésledné inkubace bunék s
extrakty probihala 24 h za stejnych kultivacnich podminek. Poté byl proveden kolorime-
tricky test bunécené viability CCK-8 (Dojindo Laboratories).

Kolorimetricky test bunéené viability CCK-8
Principem metabolického testu CCK-8 je, Ze viabilni burniky preménuji vodorozpustnou tet-
razoliovou sal WST-8, (2-(2-metoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-

tetrazolium) pomoci bunéenych dehydrogenaz na oranzovy formazan, ktery je rozpustny
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v kultivacnim médiu. MnoZstvi rozpusteného formazanu je méreno pomoci spektrofotome-

tru psi vinové délce 450 nm. Produkované mnoZzstvi oranZzového formazanu je imérné poctu

aey

Zijicich bunek.

Pro testovani byl pouzit 10% roztok CCK-8 v kompletnim kultivacnim médiu, ktery byl pi-
petovan do titra¢ni desticky k nasazenym bunkam. Inkubace probihala 1- 3 h. Spektrofoto-
metrické meteni absorbance bylo provedeno na pristroji Tecan (The Spark Multimode
Plate Reader) p#i hodnotach vinové délky 450 nm. Nasledn¢ byla dle pramérné hodnoty
naméiené absorbance vzorka spocitana procentudlni viabilita bunek, kde 100% viabilita je
ureena kontrolnim vzorkem buneék v DMEM.

3.7.2  Vysledky

Jako cytotoxické jsou oznacovany ty vzorky, které nedosahuji 70% bunécené viability kon-
trolnich bunék. Pro buriky NIH3T3 vykazoval toxicitu materiadl PUR P, polyuretan adovany
20 hm. % propolisem v obou koncentracich vyluhu (5 mg/ml, 10 mg/ml). Pro burky HaCaT
této hranice nedosahl stejny material v koncentraci 10 mg/ml. Vysledky zobrazuji Grafy 14
a 15. Extrakty z vrstev PUR a PVP i PVP s jodem nevykazovaly cytotoxicky efekt a v dalSich
experimentech by nemely ovliviiovat bunéenou viabilitu.

CCK-8 extrakta materiala s bunécnou linii NIH3T3

bunéena viabilita [%)]
3

DMEM DMEM PUR PURP PURPS5 PVP PVPI PVPI5
+ TR-X 10 10

Graf 14 - Viabilita bunék po pésobeni extrakta z materialu, n=8
materialy byly extrahovany v koncentraci 5 nebo 10 mg/ml média (DMEM)
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CCK-8 extrakta materiala s bunéenou linii HaCaT

bunéena viabilita [%6]

DMEM DMEM PUR PURP PURPS5 PVP PVPI PVPI5
+ TR-X 10 10

Graf 15 - Viabilita bunek po pasobeni extrakta z materialu, n=8
materialy byly extrahovany v koncentraci 5 nebo 10 mg/ml média (DMEM)

3.8 Testovani materiala in vitro

Na vybrané materiély byly nasazeny bunky a testovana bunécna adheze a proliferace na ma-
terial ve c¢tyrech testovacich dnech (1., 3., 7. a 14. den od nasazeni). Testované vzorky jsou
zékladni material PUR, PUR adovany 20 hm. % propolisu (PUR P), blend, blend s propoli-
sem (blend P). Vzorky laminat (lam) a adovany laminat 5 hm. % jodu a 20 hm. % propolisu
(lam PI) byly testovany 1. a 14. den, kde byl sledovan stav na zacatku a na konci experimentu.
Prvni den testovani byla sledovana adheze bune¢k na material, dalsi testovaci dny je sledovana

zejmena bunécend proliferace na materidlu pomoci metabolického testu CCK-8 a fluorescen-
¢ni mikroskopie.

3.8.1 Materialy a metodika

In vitro testovani materialu s bunéenou kulturou NIH3T3

Na dna jamek o praméru 1,6 cm titracni desticky byly umistény vzorky vrstev (n=6) bez
podkladove textilie, zatizené sklenénymi krouzky. Na etylenoxidem vysterilizované a odve-
trané vzorky byly nasazeny NIH3T3 bunky (pasaZ 15), a to v koncentraci 10* bunek/jamka
v kompletnim kultivacnim médiu. DalSi testovani buneené adheze a proliferace probihalo po
1, 3, 7 a 14 dnech metodami metabolického CCK-8 testu (popsany v kapitole 3.7.1) a flu-
orescenc¢ni mikroskopie. Jednotlivé vzorky byly v testovaci dny pomaoci sterilni pinzety pie-
ndavany z pavodnich do novych jamek, aby byly testovany pouze burky na materialu.
Negativni kontrolou (n=1) byl material bez nasazené bunécné pasaze a pozitivni kontrolou
(n=2) bunéena pasaz nasazena na dno titracni jamky.
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Fluorescencni mikroskopie

Vybrany vzorek pro jednotlivé testovaci dny byl oplachnut PBS a fixovan 2,5% glutaralde-
hydem (Sigma Aldrich) v PBS po dobu minimalné 15 minut ve 4 °C. Poté byl dvakrat oplach-
nut PBS a permeabilizovan 5 minut v 1 ml permeabilizacniho roztoku, ktery obsahoval
0,1% Triton X-100, 0,1% bovinniho sérového albuminu (BSA, VWR Chemicals) v PBS. Poté
byl vzorek znovu oplachnut v PBS a po dobu 20 minut barven fluorescenc¢nim barvivem
FITC (Sigma Aldrich), fedeny 1:1000 s permeabilizacnim roztokem. Po oplachnuti PBS bylo
na pét minut pridano fluorescenéni barvivo DAPI (Sigma Aldrich), obarvujici jadra bunek.
Vzorky byly uloZzeny v PBS ve 4 °C pro dalsi pouZiti. Snimani probihalo na fluorescene¢nim
mikroskopu Eclipse Ti (Nikon). Z 10 zornych poli byl stanoven dle poctu jader obarvenych
DAPI pocet bunék na 1 mm?materialu pomoci softwaru ImageJ nebo MatLab (MathWorks).

3.8.2  Vysledky
Vrstvy PUR, PUR P, blend a blend P byly testovany ve ¢tyrech testovacich dnech, 1. a 14. den
byly hodnoceny také laminat a laminat s obéma aditivy (lam, lam PI).

Na metabolickém testu CCK-8 byla zaznamenana nevyrazna metabolicka aktivita bunek
v porovnani s negativni kontrolou (pouze material bez nasazenych bunek, NK) a pozitivni
kontrolou (kontrolni buriky nasazené na dna jamek titracni desticky), ktera prospivala dobge.
Prvni testovaci den byla metabolicka aktivita sledovana u vzorka PUR, PUR P, blend, lam a
lam PI, doslo tedy k bunécné adhezi na material. Buriky nemetabolizovaly na vzorcich blend
P. Tieti den byla zaznamenana metabolicka aktivita na PUR, PUR P, blendu. Buriky neme-
tabolizovaly na blendu P. Sedmy den byla zaznamenana metabolicka aktivita pouze na vzor-
cich PUR. Ctrnacty den vzorky PUR vykazovaly vyraznou metabolickou aktivitu. Viabilni
bunky take prokazateln¢ obsahovaly vrstvy bez aditiv, tedy blend a laminat. Materialy s ob-
sahem propolisu (blend P, PUR P, lam PI) nevykazovaly metabolickou aktivitu. Vysledky
jsou zobrazeny v Grafu 16 pro vzorky PUR, PUR P, blend a blend P pro vSechny testovaci
dny, v Grafu 17 pro laminaty testované prvni a 14. den.
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Vysledky metabolického testu CCK-8

absorbance (450 nm)

PUR PUR P BLEND BLEND P

mlD m3D m7D m14D mNK

Graf 16 - Absorbance vzorka materiala s nasazenymi burikami, n=5

NK - negativni kontrola (absorbance materialu bez nasazené bunécené pasaze)

Vysledky metabolickeho testu CCK-8

05
04
03

02

absorbance (450 nm)

01

LAM LAM PI
m1D m14D mNK

Graf 17 - Absorbance vzorkua laminaté s nasazenymi burikami, n=5

NK - negativni kontrola (absorbance materialu bez nasazené bunéené pasaze)

Fluorescencni mikroskopii byly pozorovany nejcasteji buriky zakulacené, bez typického
vzhledu bun¢k fibroblastového typu. Snimky jsou zobrazeny v Priloze 1, fazené podle dni
na Obrazcich 31-34 (modte jsou zobrazeny jadra pomoci DAPI, cytoskelet bunek zelené
barvivem FITC). Bylo pozorovano, Ze se zakladni vrstvy také barvi fluorescenc¢nimi bar-
vivy, coz znesnadnuje kvalitni nasnimani adherovanych bunek.

Prvni den byla na vzorcich PUR, PUR P, blend, pozorovana mista s adherovanymi busikami.
Na lam, lam PI a blend P se fluorescenc¢né obarvené burky vyskytovaly minimélné nebo
vabec. Nejvyssi pocet bunek na 1 mm? materialu byl zaznamenan na vrstveé PUR (Graf 18).
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Treti den byly burky pozorovény, ale jednalo se 0 minimalni mnoZstvi. Sedmy den byly
buriky pozorovany na véech vrstvach. Ctrnacty den bylo na adovanych vrstvach pozorovano
minimum jednotlivych bunék, z nichz nekolik bylo zachyceno na vrstve lam PI. Na zaklad-
nich materialech (bez aditiv) byla proliferace bunek vyraznéjsi, predevsim na vrstvé PUR a
Lam.

Grafy 18, 19 a 20 zobrazuji pocet bunéenych jader na 1 mm? vzorku materialu. Pro nazor-
nost jsou zvoleny jind métitka os poctu bunek, aby bylo mozné pozorovat hodnoty u mate-
riala, protoze vysledek 14. dne vzorku PUR byl vysoky a znemoZnuje tak detaily ostatnich

vzorkda. U vrstev s aditivy nebyla pozorovana vyrazna adheze, ani proliferace bunek.

Pocet bunék na mm2 materialu

PUR, PUR P blend, blend P
2500 [ 0 L
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PUR PURP BLEND BLEND P
m1D m3D m7D m14D 1D m3D m7D m14D

Graf 18 - Pocet buneenych jader (DAPI) na1 mm2  Graf 19 - Po¢et bunéenych jader (DAPI) na 1 mm?

material PUR a PUR P, n=10 material blend a blend P, n=10
lam, lam PI
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Graf 20 - Pocet bunéenych jader (DAPI) na 1 mm2
material lam a lam PI, n=10
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3.9 Diskuze

Material vyvijeny v této praci nabizi potencial v zakryti rany, poskytnuti podpory p#i hojeni
a oddeleni od okoli. Mél by zajiStovat proces optimalniho hojeni po dostatecnou dobu, bez
naruSovani rany vymenou aZ do biodegradace materialu, tedy vstiebani télem pacienta. Tato
prace se zabyva zejména technologickym reSenim vyroby takového kozniho krytu. Nanovla-

kenné vrstvy byly zvoleny, protoZe imituji mezibunéénou hmotu tkané.

Pfi vyrobe byly teSeny také problémy vyvstavajici z pouzivani novych, dosud nevyzkousSe-
nych materiala. BohuZel dochézelo k omezeni experimentélni ¢asti vzhledem k mimotadné
epidemiologické situaci.

Vyroba kompozitnich nanovlakennych vrstev

Elektrostatické zvlaknovani je technologie pro vyrobu nanovlakennych vrstev, jejichZ pouZiti
je v oblasti tkanového inzenyrstvi piihodné. Bezjehlové zvlaknovani pomoci stroje Na-
nospider je technologie, kterou je mozné pouzivat v pramyslovych kapacitach, naptiklad pro
vyrobu schvaleného produktu, coZ je velkou vyhodou, protoze nebude potreba prevadéni

z laboratore (up-scaling), ale pouze pouZziti jiz nalezenych parametra zvlaknovani.

Vybrané materialy, PUR a hydrofilni PVP, by svou kombinaci mohly poskytovat poZzadované
vlastnosti kozniho krytu. GP-PUR je novy biodegradabilni material, elastomer a je jiz pouzi-
telny pro medicinské Gcely. PVP je inertni material, dobré adhezivum, velmi hydrofilni, v

mediciné jiz pouZivany polymer, ktery se dobie zvlaknuije.

Ve fazi vyroby nanovlakennych vrstev byly piipravovany roztoky v raznych rozpoustedlech,
s polymery a také s aditivy. Povedlo se nalézt takové podminky, za kterych jsou polymerni
roztoky zvlaknitelné. Zvlaknovanim vznikla prvotni morfologie vrstvy, charakterizovana
v této préaci, vlakna byla bez vyrobnich vad, jejich praméry nebyly nijak fizeny. Pro budouci
aplikaci je dokonce vhodné, Ze se obcas vyskytuji i mikronova vlakna, kterd zvysuji soudrz-
nost vrstvy, navic smés raznych praméra vldken maze byt pro proliferaci prizniva, napsiklad
podle studie Bacakové et al. [84].

Pti vyrobe roztoka byl pozorovan zajimavy jev, ktery je popsan v kapitole 3.3.3, jedna se o
rozpoustedlovy systém a interakce stejného polymeru (PVP) o dvou raznych molekulovych
hmotnostech. Ackoliv se jedna o chemicky stejnou strukturu, k solubilizaci stejnymi roz-
poustedly nedochazi totozne.
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Prostor pro vyvoj je zde v nahrazeni rozpoustedla (chloroform) za netoxické. Rozvoj by si
zaslouzilo i zvlaknovani PUR, které ma za nalezenych podminek nizkou vyrobnost. Zde pro

to vzhledem k mnozstvi ¢asu, polymeru a jeho cené nebyl prostor.

Smésovani polymerdg, tj. vyroba blendu, je vyroba jednokrokova. Je potieba zajistit rozpous-
teédlovy system, ktery vyhovuje obéma polymeram, coZ se v této préci povedlo. Vyhodou je
potom rychlost vyroby kompozitu. Byl vyroben blend v poméru hm. koncentraci 5:6 pro
PUR:PVP s velmi dobrymi vysledky morfologie vrstvy. Pfesné stanoveni poméru je mozné
zjistit naprostym vysusenim, poté vymytim PVP, napt. vodou a opétovnym vysuSenim. Zde
byl proveden pouze jednoduchy test, kdy byla vysledna vrstva ponofena do vody a sledovana.
Nedoslo k poruseni vrstvy, coz dokazuje homogenni a Zadané smiseni obou komponent. Je
nezbytné zajistit dostatecnou ploSnou hmotnost PUR, ktery tvofi ochrannou vrstvu krytu.
Bylo zjisteno, Ze i po uvolnéni PVP se s vrstvou dobie manipuluje a velmi snadno se prizpa-

sobuje povrchu.

Druhy aspé&sny pristup k vyrobé kompozitu byla laminace. Laminace se v medicing zatim
priliS nepouZiva, ale je to jednoducha technologie, bez pouZziti chemikalii (coz je velmi Z&-
dané). Je nutné docilit spojeni dostatecnych ploSnych hmotnosti vrstev, kterd jsou pied la-
minaci lehce stanovitelna a kontrolovatelna. Poté je daleZitd teplota (je nezbytné
nepresdhnout teplotu tani a degradace), zde mél PUR nizsi teplotu tani, a tlak pojeni. Na-
sledna kontrola morfologie probéhla pomoci SEM, z obou stran je potieba zjistit, zda nedo-
chazi k nechténé vyrobe¢ folie. Malou nevyhodou je piidani technologického kroku pfi
vyrobe¢. Nejdfive dochazi k vyrobe jednotlivych vrstev a nésledné aZ k jejich spojovani, obé
technologie jsou ale kontinualni. Z hlediska manipulace je vrstva tuzsi, po kontaktu s vod-

nym prostiedim dochazi k rozpusteni PVP, s dasledkem zvyseni adheze k rané.

Metod pro vyrobeni kompozitu existuje vice, mtze to byt prostor pro dalSi experimenty.
Z hlediska testovani by bylo vhodné déale zkoumat mechanické vlastnosti, prilnavost k ran¢,

porozitu a to véetné zmeén v case, protoZe se jedna o biodegradabilni material.

Aditiva

Pfidavani aditiv je zajimavou oblasti jak zvysit terapeutické Gcinky, zvlast u zvirat, kdy je
vyZadovano rychlé a presné oSetreni. Zde bylo nastinéno vzorovani, které by si zaslouzilo
navazani a vetsi prostor. Pro dalsi testovani vrstev zde byla zvolena pouze jedna pilotni kon-
centrace vybraného aditiva, coZ je mélo, ale v této diplomové préaci nebylo tolik prostoru a

nabizi se navazani dalSich praci.
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Koncentrace byly zvoleny pro jéd 5 hm. %, coz je koncentrace s vhodnymi terapeutickymi
Gc¢inky, také je detekovatelnd pouzitymi metodami (EDS, Ramanova spektroskopie). Vyssi
koncentrace jodu jsou predevsim z dlouhodobého hlediska nevhodné, protoze zptsobuji
poskozeni kaze [53]. Autorka doporucuje vyrobu povidon jodu, ktery bude bezpecngjsi
z hlediska uvolnovani jédu. U 5 hm. % koncentrace elementarniho jodu nebyly pfi bézne
manipulaci pozorovany problémy. Také je moZzné pouzit dostupny povidon jod a vyrabét
smes s PVP.

Ptiprava propolisu byla provadéna autorkou, jedna se o extrakt z chloroformu s etanolem
z homogenizovaného pevneho vzorku. Prostor je zde i pro vytvoieni extrakta z jinych roz-
poustedlovych systema. Koncentrace pridavaného propolisu byla zvolena 20 hm. %, pro
prokazané podporujici ucinky pouZzité v predchozich studiich a lepsi identifikaci aditiv. Kim
et al. a Stojko et al. [59, 66] provadeli in vitro testy a dosahli podporujicich vysledki i s 30%
koncentraci propolisu, jako nejperspektivnéjsi vyhodnotili, dokonce v in vivo testech, koncen-
trace 5 a 10 %, které zde nebyly pouZzity z davodu predpokladu nedostatecné detekovatel-
nosti (FTIR). Usudek byl spravny, u blendu byla nizsi koncentrace detekovana o poznani
htare. Davodem je rozli¢nost latek propolisu, které maji tim padem mensi zastoupeni a jejich
signal se proto zeslabuje. V blendu byla koncentrace propolisu 20 hm. % k polymeru PUR,
ktery je nosnym materialem, kdezto PVP se ihned rozpousti. Pro kompletni vrstvu je poca-
tecni koncentrace propolisu 9,1 hm. %, pfi vyplaveni PVP se koncentrace ,,zvySuje* na

20 hm. %. Uvolnovani propolisu nebylo zkoumano.

Autorka doporucuje vzorovani s aditivy a nasledné biologické testovani, které poskytne
mnohem porovnateln¢jsi vysledky, nez je jedna testovana koncentrace. Také uvolnovani Ia-

tek by mohlo byt predmétem dalSiho zkoumani.

Biologické testovani

O pouZitelnosti vyrobenych materiala pro biomedicinské aplikace rozhoduji rtizna biolo-
gicka testovani. V experimentalni ¢asti byly provedeny prvotni experimenty vyvijeného ma-
teridlu, coz prineslo mnoha zjisténi pro navazujici testovani. Provedeny test cytotoxicity
extraktt materialt ukazal, Ze vrstva PUR adovana 20 hm. % s propolisem v koncentraci 5 i
10 mg/ml média je cytotoxicka pro burnky NIH3T3, na rozdil od vrstvy zékladni. PrestoZe

cytotoxicita materialu znamena vytazeni z daliho testovani, zde byly vrstvy zahrnuty.

Zajimavé pfi testech cytotoxicity bylo pouZiti dvou bunéenych linii. Mysi fibroblasty jsou

uréeny normou, testovani s bunécnou linii HaCaT, keratinocyty, dava smysl pro budouci
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aplikaci pro kozni kryty. Ukézalo se, Ze tyto burky lépe snaSely propolisové aditivum, které
pro né v nizsi koncentraci 5 mg materialu/ml média nebylo cytotoxicke. PVP nebylo cyto-
toxické ani s pfidanim jodu, coz byl ptiznivy vysledek, jelikoZ burnky byly v kontaktu pfimo
s rozpustéenym materialem v médiu a nebyly zaznamenany Zadné problémy s metabolickou

aktivitou bunek.

In vitro testovani s bunéenou linii NIH3T3 bylo Gplné prvotni testovani daného materialu,
pricemz je nutno zminit, Ze se liSi od PCL, pro ktery byla vytvorena stavajici a provadéna
laboratorni metodika. PVP je vodorozpustny polymer, tudiz ho nelze podle klasické meto-
diky testovat, nebot’ se uvolnuje do média a nelze na ném pozorovat rast bunek. Samotny
PVP byl tedy testovan v blendu a v laminatu, kde do$lo k rozpusteni do meédia, a byl odsat s
meédiem pfi jeho vymene. PUR je elastomer, coZ také vede k odlisSnému zpasobu pripravy
vzorkia oproti préaci s PCL. V etanolu bobtng, proto nebyly vytvoreny vzorky pro skenovaci

elektronovou mikroskopii, kde se vyuZiva etanolova fada pro vysusovani vzorka.

Vrstvy s pridavkem propolisu se v biologickém testovani projevily nepfiznivé a cytotoxicky.
Davody mohou byt dva. Prvnim je zvolend koncentrace, nabizi se proto pouZit nizsi kon-
centraci. Cytotoxicita maZe byt také zpasobena rezidui rozpoustedel ve vrstve, které mohou
byt ovlivnény interakcemi s aditivy. Bylo by vhodneé tuto skute¢nost ovérit. V této praci se

proto nepodarilo prokazat priznivy efekt propolisu, ktery uvadi naps. Santos et al. [61].

Zakladni materidly PUR, laminat a blend byly osidleny bunée¢nou kulturou. V adovanych
vrstvach dochézi k rozpusteni PVP, ktery zejména v prvnich dnech maZe ovliviiovat burnky
svou piitomnosti v médiu. V prvnich dnech PVP mohl mit vliv adhezi bun¢k na materiél,
ale z provedeného testu nelze fici, zda pozitivni nebo negativni. Proliferace bunek se v expe-
rimentu vyrazngji projevila az 14. den. Pro kvalitn¢jsi zhodnoceni je doporuc¢ovano zopako-
vani testu a v pripadé prokazané nevhodnosti PVP nahradu vhodnejSim polymerem. Také
by bylo vhodné se zamérit na vliv vysoké molekulové hmotnosti PVP na organismus, zda

naptiklad nedochazi ke kumulaci, a pfipadné na tuto skute¢nost reagovat.

Bylo zjisteno, Ze material neni p#iliS homogenni, coZ vytvarelo problémy s interpretaci vy-
sledka v biologickém testovani. Nehomogenita materialu maze byt zpasobena novym po-
stupem vyroby, malymi sériemi vyroby i nezkuSenosti autorky. Materidly jsou ovsem

perspektivni a jejich spojovani (blend a laminace) Ize prohlasit za Uspesné.
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4 Zaver

Préce se zabyva biomedicinskym tématem koZniho kryti z technologického hlediska. V teo-
retické ¢asti jsou predstavena témata kaze, hojeni, dosavadni lécby ran ve veterinarni medi-
cing, koznich kryta, tk&nového inZenyrstvi a pouZiti nanovlaken. Poté jsou popsany

pouzivané materialy, elektrostatické zvlaknovani a moznosti funkcionalizace nanovlaken.

V praktické ¢asti byly pomoci bezjehlového elektrostatického zvléknovani pripraveny nano-
vlakenné vrstvy technologii Nanospider, kterd umoznuje pramyslovou vyrobu, cozZ je vy-

hodné pro budouci produkci s jiz nalezenymi parametry.

Cile prace vytvoiit potencionalni kompozitni biodegradabilni kozny kryt z nanovlakennych
vrstev, ktery obsahuje jak hydrofobni ochrannou vrstvu, tak adhezivni hydrofilni ¢ast, byly
splnény pomoci biokompatibilnich polymeria PUR a PVP. Kompozit byl vyroben v jednom
kroku (v pfipadé blendu, smési) a druhé UspeSné ieSeni spocivalo v priprave jednotlivych
nanovlakennych vrstev s naslednou laminaci. Je nezbytné zajistit, aby nedoslo k znehodno-
ceni vlakenné struktury priliSnym natavenim, u zékladnich vrstev se prameéry vliaken nezme-
nily. Ptiprava kompozitu pomoci soucasného zvlaknovani ze dvou roztoka nebyla Uspésna,
dochéazelo k oddélovani vrstev.

PUR je biodegradabilni material, ktery ma docasn¢ piebirat ochrannou funkci ve formé na-
novlakenné vrstvy, vyrobené bez vyraznych defektt s typickou strukturou. Vrstva z PVP ma
zajisrovat lepsi adhezi ke spodiné rany diky vysoké hydrofilnosti. Vyrobené vrstvy neobsa-
hovaly vyrazné defekty a vlakna jsou hladka.

Postupy vyroby kompozitu (blend a laminace) byly také pouZity pro vyrobu vrstev s aditivy.
Byla pouZita jedna pilotni koncentrace, jod byl pridavan k PVP v koncentraci 5 hm. %, pro-
polis k PUR v koncentraci 20 hm. %. Vrstva s jodem ma nizsi praméry vlaken, pridanim
propolisu se zvysil pramér vidken v porovnani se zékladni vrstvou PUR, u blendu nedoslo
ke zmene. Pxi laminaci doslo ke zvySeni praméra viaken. Obsah latek ve vrstve byl dokazan
pro jod Ramanovou spektroskopii a EDS analyzou, propolis byl detekovan pomoci FTIR.

Biologické testovani cytotoxicity vyluhu materialu prokazalo, Ze PUR i PVP nejsou cytoto-
xické. Ani pfidani jédu do vrstvy nemélo negativni vliv na burky. Vrstva s 20 hm %. propo-
lisem je cytotoxicka pro mysi fibroblasty, bunky NIH3T3, ale pro lidské keratinocyty, busnky
HaCaT, neni cytotoxicka v koncentraci 5 mg/ml.
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Provedeny in vitro test vyrobenych materialé s bunéenou linii NIH3T3, ktery byl hodnocen
1., 3., 7. a 14. den, vypovida o nebiokompatibilite vrstev s propolisem. Po 14 dnech prolife-

rovaly bunky na zakladnich vrstvach PUR, také se vyskytovaly na blendu a laminatu.

V soucasne dobe je pripravovano dalsi testovani a nasledne pripadny veédecky ¢lanek, k jehoz

experimentalnim vysledkam vyznamné prispéla tato diplomova préce.

Pro dalSi experimenty je zde prostor pro analyzu vlivu aditiv na morfologii a biokompatibilitu
vyslednych vrstev. Vhodné by bylo provést Skalovani pro posouzeni téchto vliva. Autorka
doporucuje experimenty s povidon jédem namisto elementarniho jédu, predevsim z davodu
stability. Zejmeéna pro vrstvy adované propolisem by bylo vhodné testovani rezidui rozpous-
tedel, vzhledem k jejich moZnému vyskytu. Pro testovani in vitro by bylo vhodné vytvortit
metodiku, ktera by vyhovovala specifickym vlastnostem novych materiala. Vysledny material
by bylo vhodné podrobit degradacnim a mechanickym zkouskam pro zjisteni parametra de-
gradace pro budouci aplikaci ve veterinarni medicing, s vyhodou pro sniZeni traumatické za-

téZe zvitat.

Pro schvéleni materilu pro aplikaci koZniho krytu musi probéhnout biologické a klinicke
testovani, na jehoZ vysledky maZe technolog reagovat vyvijenim poZadované idealni kombi-

nace materiala.
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Obréazek 31 - Fluoresceneni mikroskopie, 1. den, metitko 100 pm
A-PUR,B-PURP, C-blend, D -blend P, E - Lam a F - Lam PI
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Obrazek 32 - Fluorescencni mikroskopie, 3. den, metitko 100 pm
A-PUR,B-PURP,C-blend, D - blend P
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Obréazek 33 - Fluoresceneni mikroskopie, 7. den, metitko 100 pm
A-PUR,B-PURP,C-blend, D - blend P
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Obrazek 34 - Fluoresceneni mikroskopie, 14. den, métitko 100 um
A-PUR,B-PURP, C-blend, D - blend P, E - Lam a F - Lam PI
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