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ABSTRAKT

Tkéanové inzenyrstvi je perspektivni biomedicinsky obor, ktery se zabyva obnovou posko-
zenych nebo ztracenych tkani. Jednim z kli¢ovych pilifa tkanového inZenyrstvi jsou ma-
teridly z biodegradabilnich polymert, které tvori fyzickou oporu bunék a svymi
vlastnostmi podporuji jejich rist a diferenciaci. Velmi dulezitym aspektem téchto mate-
riala je jejich struktura na mikroskopické tdrovni, kterd miize ovlivnit charakter interakce
s bunkami a tkani vice nez jeji chemické slozeni. Toho vyuZiva tato diplomové prace,
ktera se zabyva navrhem, vyrobou a testovanim dvouvrstvého materidlu z polydio-
xanonu, ktery z kazdé strany vykazuje rozdilnou bunéénou aktivitu. Jednu vrstvu tvori
tenka folie, jejiz povrch je pokryt systémem konkévnich struktur, vytvorfenych pomoci
self-assembly metody znamé jako Breath Figures. Druhou vrstvu tvoi{ vlakna pfipravena
stejnosmérnym elektrickym zvldkfiovanim s vyuzitim poloprimyslového zaiizeni Na-
nospider. Po dikladné charakterizaci zékladnich vlastnosti nasledovaly in vitro testy
s mysimi fibroblasty 3T3. CCK-8 test metabolické aktivity a snimky z elektronové a flu-
orescenc¢ni mikroskopie prokazaly velmi odliSnou miru bunééné proliferace na obou stra-
nich materialu. Produkt ma tedy potencial fungovat jako rozhrani, které z jedné strany
podporuje rist tkané, ale z druhé strany brani nezddoucimu pfirtistani tkané jiné. Takovy
materidl ma perspektivn{ vyuziti v operativni mediciné, ktera jiz dlouhodobé hled4 od-
povéd na otazku, jak predejit poopera¢nim komplikacim v dutiné bfisni, jmenovité ana-
stomotickym leakiim a interperitonealni adhezi. Aplikace vyvinutého materidlu na
operované misto muze témto problémum zabranit a béhem hojeni se v téle neskodné

rozlozit.
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ABSTRACT

Tissue engineering is a perspective field of biomedicine, which studies the possibilities of
replacement of damaged or lost tissue. A key aspect of tissue engineering are biodegrada-
ble polymeric materials, which act as a scaffold that physically supports cells and pro-
motes their growth and differentiation. An important property of such materials is their
structure on the microscopic level, which influences the interaction with tissues even more
than their chemical composition. The presented diploma thesis takes advantage of this
reality and aims at developing a double-layered material made of polydioxanone, which
exhibits a different level of cell activity on each of its two surfaces. One layer consists of
a thin foil with an array of cavities on its surface, created using the Breath Figures self-
assembly method. The other layer is made of fibres produced by utilizing Nanospider,
a DC electrospinning machine for nanofiber production on a semi-industrial scale. After
a thorough characterization of the material’s properties, in vitro tests with 3T3 mouse
fibroblasts were conducted. CCK-8 metabolic activity test, as well as electron and fluo-
rescent microscopy proved that the degree of cell proliferation is significantly different on
each side of the product. Therefore, the material has a potential to act as a physical
interface, which promotes tissue regrowth on one side, but prevents unwanted tissue
adhesion on the other side. Such material has a perspective to be used during surgical
procedures in the abdominal cavity, which carry unresolved risks of complications, in-
cluding anastomotic leaks and intraperitoneal adhesions. A patch of the material de-
scribed in this work can be applied to the surgery site to reduce risk of the aforementioned

complications, while degrading harmlessly in the body during the healing process.
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I. TEORETICKA CAST



Nezanedbatelnou ¢ast lidské populace denné trapi nemoci a postizeni spojené s poskoze-
nim, ztratou ¢ naruseni funkce nékteré z tkani nebo organt, at uz se jedna o turazy,
popéleniny, geneticky podminéné abnormality nebo celou Fadu civiliza¢nich onemocnéni,
véetné kardiovaskularnich chorob ¢ rakoviny. Medicina pracuje s riznymi metodami, jak
tyto stavy lécit a kompenzovat. Tradi¢ni postupy, jako jsou transplantace, ¢i protetické
nahrady, jsou vSak spojené s nezanedbatelnymi tskalimi, které se dosud nepodafilo uspo-

kojivé vyTesit a nabizi se tak otazka, zda neni zadouci zvolit zcela jiny piistup.

Tkanové inZzenyrstvi je pomérné mlady obor, ktery by mohl byt odpovédi na tuto otazku.
Za pouziti vlastnich bunék pacienta a v idedlnim piipadé levnych a dostupnych materiala
se tento biomedicinsky smér pokousi o produkci biologickych nédhrad, co mozné nejvérnéji
kopirujicich funkci ptivodni ¢asti lidského téla a bez rizika odmitnuti organismem. Jednim
ze t¥1 kli¢ovych piliFa tohoto oboru (vedle bunék a rtznych typt biochemickych signalii)
jsou pravé vhodné materidly, tzv. scaffoldy, které tvori zakladni ,leSeni pro nové vytvo-
fenou tkan, pripadné mohou plnit i dalsi funkce, nap¥iklad usmérhovat regeneraci tkané

uréitym zptisobem a branit tak napt. nezddoucimu sristani v pooperacni rané.

Tato diplomovéa préace se zabyva navrhem, vyrobou a testovanim jednoho takového ma-
teridlu. Po prozkoumani pozadavki kladenych na biologické scaffoldy a riznych moznosti
jejich pripravy a modifikace byl pfipraven dvouvrstvy material, jehoz zdkladem je folie
z biodegradabilniho polymeru polydioxanonu. Jedna strana félie nese specifickou struk-
turu vytvorenou self-assembly metodou znamou jako Breath Figures, zatimco druhé
strana je pokryta nanovlakny. Po analyze riznych vlastnosti tohoto materiélu bylo usou-
zeno, ze ma potencial podporovat bunécnou proliferaci na jedné strané, ale branit pfi-
rustani ke tkani ze strany druhé. Tato hypotéza byla néasledné ovéfena in vitro testy

s my8imi fibroblasty.

K pfipravé strukturované folie byl vyuzit jednoduchy postup zahrnujici naneseni tenké
vrstvy roztoku polydioxanonu na hladké sklenéné desti¢ky a jejich umisténi do klimati-
zované komory, kde byly vystaveny toku vzduchu o definované vlhkosti a teploté. Za
téchto podminek doslo k odpareni rozpoustédla z roztoku a zaroven ke kondenzaci vod-
nich kapek na hladiné tuhnouctho polymeru. Otisky téchto kapek poté ztstaly zachovany

na vzniklé polymerni folii v podob& systému konkavnich struktur. K elektrickému
13



zvlaknovani bylo pouZito zarizeni Nanospider 1WS500U umoziujici produkci nanovlé-
kennych vrstev v polopramyslovém métitku. Morfologie folie i vlakenné vrstvy byla cha-
rakterizovana skenovaci elektronovou mikroskopii a optickou profilometrii. Pfed in vitro
testovanim byl proveden test cytotoxicity dle normy ISO 10993:5. In vitro test bunécné
proliferace byl vyhodnocen uréenim metabolické aktivity bunék pomoci CCK-8, kromé
toho byla bunééna populace pozorovana prostifednictvim skenovaci elektronové mikro-

skopie a fluorescenéni mikroskopie.

Cely materiél je pripraven pouze z jednoho, pf¥ip. kombinace dvou typa polymert, bez
jakékoliv modifikace jejich chemické struktury ¢ navazani dalsich latek. Produkt tak
predstavuje zajimavou ukazku, jak lze pouze morfologii materidlu ovliviiovat interakci
scaffoldu s tkani a mohl by byt napiiklad zakladem scaffoldi, které budou podporovat

hojeni poopera¢nich ran v dutiné bfisni a zaroven branit intraperitoneilni adhezi.

14



Naplni této diplomové prace je vyvoj materidlu pro tkanové inzenyrstvi. Takové materi-
aly jsou aplikovany v Zivych organismech, kde podporuji regeneraci tkani. Diky tomu
jsou na né kladeny mnohocetné a velmi specifické pozadavky. Pro jejich pochopeni byla
provedena literarni reSerSe, jejiz naplni jsou zakladni principy tkanového inZenyrstvi,

zejména vzijemnd interakce bunék, materiali a dalsich faktort.

2.1 Definice a vyznam tkanového inzZenyrstvi a uskali jeho alternativ

Tkanové inzenyrstvi (tissue engineering, TE) je obvykle definovano jako multidiscipli-
narni obor, ktery vyuziva poznatki inzenyrstvi a pfirodnich véd k vyvoji a vyrobé biolo-
gickych nahrad, které mohou nahradit ¢i obnovit poskozenou tkan ¢i organ, nebo mohou
vylepsit jeho funkci [1]. Proces tkanového inZenyrstvi lze struéné shrnout nésledovné:
Zakladem je vhodny scaffold neboli ,leSeni“ umoznujici rust a diferenciaci bunék, kterym
obvykle byva bud decelularizovana bun&éna hmota, nebo synteticky polymerni material,
ktery svou strukturou a vlastnostmi mezibuné¢nou hmotu napodobuje. Na tento scaffold
jsou zavedeny odpovidajici typy bunék a vhodnou stimulaci (pomoci parametra prosttedi,
k jejichz regulaci slouzi bioreaktory, dale prostiednictvim signalt a také pomoci dodavani
vhodnych zivin, hormont, stimulanti a dalsich u¢innych latek) dochézi k jejich prolife-
raci, postupnému osidleni celého scaffoldu a vhodné diferenciaci tak, ze vyslednym pro-
duktem je funkéni uméle vytvorena biologicka tkan. Tato tkan muze poté slouzit k jiz

zminénym ucelim, tedy k ndhradé poskozené ¢ chybéjici tkané/organu pacienta.

a organt a syntetické (mechanické) nahrady a protézy. O prvnich pokusech s transplan-
tacemi existuji zaznamy jiz z doby starovéku, napt. v Eberském papyru datovaného do
doby okolo 1550 pf. n. 1. se lze docist o proceduie lé¢eni popélenin pomoci transplantace
koznich stépu [2]|. Transplantace vétsich kusi tkéni ¢ celych internich organt nicméné
byla dlouho spise predmétem legend (piibéhy o téchto zékrocich vykonanych bohy ¢
léciteli s nadpiirozenymi schopnostmi 1ze dohledat v feckém, Fimském, egyptském ¢&i in-
dickém folkloru, spolehlivé zaznamy o dspésnych skutecné vykonanych transplantacich
tohoto typu v8ak neexistuji) a realitou se stala az v 50. letech 20. stoleti, kdy byla pro-

vedena prvni uspésna transplantace ledviny [3].
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Ackoliv se dnes jiz pomérné uspésné daii transplantovat jak kusy tkéani (nap¥. kuze), tak
celé organy, transplantace jsou stéile spojeny s vyznamnymi tskalimi a omezenimi. Pti
transplantaci z téla jiného ¢lovéka — darce (tzv. allograft) neziidka dochézi k nezadouci
reakci imunitnfho systému, ktery transplantovanou tkan rozeznavéa jako cizi objekt.
Tento problém byvé kompenzovan tlumenim imunitniho systému pomoci imunosupresiv,
které vSak vede ke snizeni obranyschopnosti organismu, ¢i ma jiné nepiiznivé u¢inky [4].
Dalsi komplikaci pii transplantaci allograftu miize byt nedostatek vhodnych dérct — ce-
kaci lhiity na transplantace byvaji dlouhé fadové i roky, coz v piipadé akutnich stavi
vyzadujicich co nejrychlejsi feSeni predstavuje nesmirny problém. V nékterych piipadech
lze vyuzit transplantaci vlastni tkané z téla pacienta (autograft), ktera s vyse zminénym
rizikem imunitni reakce neni spojena, moznosti vyuziti této metody jsou vSak omezené
(z pochopitelnych divodu takto nelze nahrazovat napf. celé vnitini organy), jsou spojeny
s dalsim chirurgickym zasahem do téla pacienta, a tedy pripadnymi komplikacemi a také

se zvySenou pravdépodobnosti infekce [5].

Stejné tak protézy, tedy nebiologické (mechanické) nédhrady zdaleka nejsou idealnim fe-
Senfm. V soucasné dobé je jiz mozné sestrojit bionické protézy koncetin, které jsou pro-
pojené s nervovym systémem pacienta a umoznuji ur¢itou miru pohybu. Ve vyvoji jsou
rovnéz technologie umoziujici vytvafet smyslové vjemy (hmat, pocit tepla ¢ chladu
a podobné). V soucasnosti v8ak neexistuji komeréné dostupné syntetické nahrady
schopné nahradit vSechny funkce ptivodni biologické ¢asti téla dokonale [6]. Uzivani pro-
téz je spojené i s psychickymi tézkostmi (pacienti mivaji obtiZze ztotoZnit se s mechanic-
kou nadhradou a vnimat ji jako soucast vlastniho téla, coz mimo jiné souvisi pravé
i s absenci smyslovych vjemt a v8ech funkci pivodni konéetiny), rehabilitace po ampu-
taci a obdrZeni protetické nahrady je také velmi nérocné z CGasového, psychického i fi-

nan¢niho hlediska [7].

Situace je je$té méné prizniva v pfipadé internich orgént. Napiiklad implantovatelna
uméla srdce jsou pouzivana a neustile zdokonalovana jiz pfes 60 let, a ackoliv néjakou
formu takového zafizeni jiz obdrzelo okolo 1700 pacienti po celém svété, existujici umeéla
srdce slouzi spiSe jako docasné TeSeni k preklenuti doby pfed nalezenim vhodného darce
pro transplantaci. Byly a jsou také spojena s mnoha omezenimi, napf. starsi pneumaticky
pohanéné modely vyZzadovaly pro svou ¢innost rozmérné pohonné zafizeni, které zname-

nalo permanentni upoutédni pacienta na lizko. Do dnesni doby se nikomu nepodarilo
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sestrojit takové umeélé srdce, které by umoznilo skute¢né trvalou ndhradu tohoto organu
a zajistilo pacientovi dlouhy a kvalitni Zivot [8|. Nic nenasvédéuje tomu, Ze by v této
oblasti mélo brzy dojit k zasadnimu prilomu, a tak se zd4, Ze biologické ndhrady tkani

a organtd vytvorené pomoci tkaiového inZenyrstvi by mohly predstavovat lepsi feSeni.

Tkéanové inzenyrstvi ma potencial eliminovat a obejit vétsinu problémut zminénych u ji-
nych metod nahrady tkéni a organtu. Tkanové inZenyrstvi umoziuje pouzit k ,,vypésto-
van{‘ nahrady vlastni bunky pacienta a tim zamezit odmitavé reakci imunitniho systému
na novou tkan. V ptipadé, Ze je jako zédklad nahrady pouzita decelularizovana mezibu-
nécné hmota, je spektrum moznych darcti mnohem S§irSi nez v pripadé transplantace ce-
lého organu, nebot neni nutné fesit kompatibilitu darce a prijemce (ta je zajisténa
osazenim decelularizované hmoty vlastnimi buiikami p¥fjemce), pokud je pouzity scaffold
synteticky pfipraveny, neni nutné darcovstvi resit viubec. Tkanové inzenyrstvi cili na
pripravu biologickych nahrad tvorenych bunkami a mezibunéénou hmotou, a tedy vérné
kopirujicich pivodni organ/tkan a vSechny jejich funkce, coZ je v kontrastu s jiz zminé-

nymi nedokonalostmi syntetickych nédhrad a protéz.

2.2 Historie tkanového inzenyrstvi

Pocatky tkanového inzenyrstvi tak, jak ho chipeme dnes, lze vysledovat na pocatek
70. let 20. stoleti do Spojenych stati Americkych, konkrétné do mésta Boston, které bylo
po vice nez deset let jedinym centrem vyzkumu tohoto nového védniho oboru. Tehdy
doktor W. T. Green, mistni détsky chirurg, provedl prvni pokusy s regeneraci tkané
(konkrétné chrupavky) pomoci chondrocyti (bunék chrupavéité tkané) implantovanych
na kostni §tépiny. Experiment sice nedopadl tispésné, zakladni myslenka (zavedeni vhod-
ného typu bunék na odpovidajici scaffold) v8ak byla spravna. Béhem nékolika néaslednych
let bylo provedeno vicero experimentti s cilem vytvorit novou kozni tkan pro implantaci
pacienttim s popaleninami. Tyto pokusy vyuZzivaly rizné typy koznich bunék (kozni fib-

roblasty, keratinocyty, ...) a jako scaffold byla vétSinou pouzita néjaka forma kolagenu.

Zasadni milnik ve vyvoji tkaiového inzenyrstvi prisel uprostied 80. let, kdy védci Joseph
Vacanti a Robert Langer pfigli s myslenkou kontrolovaného designu vlastnich scaffoldi
z polymernich materialti. Do té doby se na vSechny experimenty pouzivaly pouze prirodni
materialy, u kterych nebylo mozné ovliviiovat vSechny klicové vlastnosti a jejichz pouziti

v roli scaffoldt prinaselo nepiedvidatelné vysledky.
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Patrné prvni pouziti terminu ,tkénové inzenyrstvi‘ je datovano do roku 1991, kdy v pe-
riodiku Surgical Engineering Intrernational vySel ¢lanek s nazvem ,Functional Organ
Replacement: The New Technology of Tissue Engineering“. Béhem 90. let se také vyzkum
tkanového inZenyrstvi rozsifil z oblasti Massachusetts i do jinych oblasti Spojenych stata
a také do Evropy a Japonska. Vé&tsina vyzkumnikt pfitom udrzovala spolupraci s ptvod-

nimi bostonskymi priukopniky tohoto oboru |9].

Tkanové inzenyrstvi se dostalo do vefejného povédomi (nutno podotknout ze pomérné
rozporuplnym zpiisobem) v poloviné 90. let, kdy byly ve ¢lanku od BBC o potencialu
tohoto oboru pouzity fotografie tzv. Vacantiho mysi, kterd méla na zadech strukturu
pripominajici lidské ucho. Jednalo se o souc¢ast experimentu, kdy byla chrupavéité struk-
tura tvofend bunkami skotu implantovana do mysi, aby nésledné prorostla mysimi bun-
kami [10]|. Fotografie vzbudily velké kontroverze, které byly ale zfasti zpusobené

nepochopenim podstaty experimentu laickou vefejnosti.

Prvni pacient 1é¢eny za pouziti metod tkanového inzenyrstvi byl mlady ¢lovék s vrozenou
vadou hrudniho koge, diky které mu mimo jiné chybéla hrudni kost (sternum). U tohoto
pacienta byla chybéjici kost nahrazena chrupavditou tkani, vytvorenou pomoci implan-
tace vlastnich (autolognich) chondrocytii postizeného na synteticky polymerni scaffold.
Podobnou metodou byl v roce 1998 u jiného ¢lovéka substituovan chybéjici ¢lanek prstu,
zde je zajimavosti, ze jako scaffold poslouzil porozni kus hydroxyapatitu ziskany z moi-
ského koralu [11]. Lze dohledat jesté nékolik dalsich pFipada experimentalni lé¢by s vyu-
zitim tkanového inzenyrstvi, zatim vSak nedoglo k masovému nasazeni téchto postupt do
klinické praxe. Stale zbyvéa totiz vyfesit nékolik zasadnich problémt, jednak jak efektivné
postupy tkanového inzenyrstvi prevést do masového métitka (tzv. scaling up), ale také
i eticka uskali — aby bylo mozné efektivné vytvorit velké mnozstvi tkané z nékolika malo
bunék, je vyhodné pouzit tzv. kmenové buiky (viz Kapitola 2.3.1). Vhodné typy kmeno-
vych bunék se v8ak nékdy ziskavaji kontroverznimi zptsoby, napfiklad z potracenych
lidskych embryi. Existuje nékolik hledisek, ze kterych lze na tento problém pohliZzet, sku-

tecnost, ze zde toto etické dilema existuje v8ak nelze zcela opomijet.
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2.3 Zakladni principy tkanového inzenyrstvi

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole 2.1, obvykly postup tkanového inzenyrstvi je nasledujici:
Je vytvoren vhodny scaffold (bud vyroben synteticky, nebo odebran z organické hmoty),
na ktery je nasazen odpovidajici typ bunék, jez jsou predem kultivovany in vitro za pro
né priznivych podminek. Buiiky uchycené na scaffoldu jsou nasledné stimulovany vhod-
nou kombinaci biologickych, chemickych a fyzikalnich faktori a signali, aby doslo k je-
jich ristu a diferenciaci k vytvoreni poZzadovaného typu tkéné. V souladu s timto
postupem se nékdy hovoii o tfech zdkladnich pilitich tkdhového inzenyrstvi, nebo o ,tri-
ade tkanového inZenyrstvi‘ [12], kde vSechny tii komponenty museji fungovat v souladu,
aby bylo mozné dospét k pozadovanému vysledku. Tyto komponenty jsou builky,

scaffoldy a signaly.

2.3.1 Buiiky

Bunky vyuzivané v tkanovém inZenyrstvi mohou pochézet z riznych zdroji a jsou riz-
nych typu. Preferované je pouziti autogennich bunék (vlastnich bunék z téla pacienta),
pouziti allogennich bunék (bunék od jiného lidského darce) a xenogennich bunék (bunék
z jiného zivo¢isného druhu) je vzdy spjaté s rizikem nezadoucich imunitnich reakci. Pro
jejich schopnost nekone¢ného déleni a diferenciace je také vyhodnéjsi vyuziti kmenovych

bunék oproti buiitkdm somatickym.

Mezi typy bunék atraktivni pro pouziti v tkdnovém inzenyrstvi patii:

® Embryonalni kmenové buriky (ESCs): Vyhodou téchto bunék je schopnost mnozeni
bez diferenciace (self-renewal) a pluripotence, tedy schopnost diferenciovat se témér
v jakykoliv typ buné&k, a to jak entodermnich (napf. buiiky vnitiniho povrchu plic &
travictho traktu), mezodermnich (svalové, kostni aj. buiiky), i ektodermnich (nervové
a epidermalni buniky) [13]. Problémem jsou jiz zminéna eticka dilemata souvisejici se
ziskdvanim téchto bunék, proto se jako vhodné alternativa rozviji vyuziti indukova-
nych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC) — viz pozdéji.

® Somatické kmenové buriky (SCSs): Jedna se o typ kmenovych bunék nachazejici se
v malém mnozstvi v dospivajicich a dospélych organismech. Existuje nékolik typu
SCS, z nichz kazdy je multipotentni, tedy schopny diferenciace pouze do uréitého

spektra bunéénych typt (napf. hematopoetické kmenové bunky jsou schopné
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diferenciace ve v8echny hlavni typy krevnich bunék, jako jsou erytrocyty, monocyty
a neutrofily). Etika vyuZziti téchto bunék je mnohem méné rozporuplna, jejich izolace
a mnoZeni je vSak obtiZzna a oproti embryonalnim kmenovym bunkam maji pouze

omezené moznosti diferenciace.

Indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSCs): Zpisob produkce tohoto typu
kmenovych bunék byl objeven v prvnim desetileti 21. stoleti a spo¢iva v ,pieprogra-
movani* somatickych bunék pomoci transkripénich faktori (specialni typ proteinu
ktery fidi transkripci genetické informace) a kultivace za podminek imitujicich pod-
minky za kterych vznikaji embryonalni kmenové bunky [14]|. Vysledkem jsou buiiky,
které maji podobné pouziti jako ESCs, ale mohou byt vytvofeny ze somatickych bu-
nék pacienta, bez nutnosti sklizeni bunék z lidskych embryi. Vyzkum iPSCs stale
probiha a objevuji se tak nové a nové zdroje vhodnych somatickych bunék pro pre-
programovani (lze jiz vyuzit napf. kozni fibroblasty, keratinocyty odebrané z vlasa
a ochlupeni, krevni buiiky ¢i dokonce epitelialni buiiky izolované z mo¢i [15], proces
odbéru bunék pro preprogramovani je tak ¢im dal méné traumatizujici) a také se da¥i
stale lépe ridit jejich diferenciaci. Problémem ztstava ziskavani a udrzovani dosta-
te¢né populace bunék (viabilita bunék ¢asto rychle klesa jiz po nékolika malo pasa-
7ich), kontrola nad procesem diferenciace a zamezeni mutacim a celkova

technologicka naroc¢nost metod vyuzivajicich iPSCs.

Reprogramované buriky (DRCs): Alternativou k vytvofeni indukovanych kmeno-
vych bunék a jejich nésledné diferenciaci je pfimé preprogramovani jednoho typu
somatickych bunék, aby z nich vznikl typ jiny, tzv. transdiferenciace. Tento proces
je primocafejsi nez vyuziti kmenovych bunék a teoreticky je tak 1épe kontrolovatelny.
Jiz se v praxi podafilo napf. preprogramovat lidské fibroblasty v neuronové buiky,
multipotentni srde¢ni butiky & v hepatocyty [16]. Tento pFistup je pomérné novy
a vyzaduje proto mnoho dalsitho vyzkumu, ale zd4a se byt velmi slibnou alternativou
k jinym typtim bunék.

Somatické buiiky: Somatické neboli télni buniky jsou plné diferenciované buiiky ode-
brané z urcité tkané, napt. fibroblasty, hepatocyty nebo osteoklasty. Piestoze prace
s nimi je snazsi nez s nékterymi z jinych zminénych typt bunék, vyuziti nachazeji
spiSe ve vyzkumu nez pro praktické aplikace v tkanovém inzenyrstvi. To je piipad

i této diplomové prace, kde jsou pro in vitro testy vyrobeného dvouvrstvého materialu
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vyuziviny mysi fibroblasty 3T3, jakoZzto jeden z ¢asto vyuzivanych modelovych typt

bunék.

2.3.2 Scaffoldy

Scaffold (,leseni“) je material, na ktery jsou nasazovany buiky a poskytuje jim mecha-
nickou oporu a vhodné podminky ke spravnému rtstu a diferenciaci. Svymi vlastnostmi

by scaffold mél pfipominat mezibunéénou hmotu (ECM).

e Obecné poZadavky na scaffoldy: Konkrétni podoba a vlastnosti scaffoldi se muze
lisit v zavislosti na jeho aplikaci, obecné je vSak od scaffoldi vyZzadovano, aby byly
biokompatibilni, to znamené, Ze v prostiedi lidského téla musi pfiznivym zpiisobem
interagovat s organismem [17]|. Konkrétné je zadouci, aby scaffold nebyl pro organis-
mus toxicky, nevyvolaval zanétlivé imunitni reakce a aby nedoslo k jeho obaleni va-
zivovou tkéani (reakce organismu na cizorodé pfedméty, které neni schopny rozlozit
nebo vylouéit z téla). Naopak by mél podporovat adhezi a spravny rist a diferenciaci
bunék na svém povrchu a ve svém objemu |18, 19|. K tomu je dilezita porozita ma-
teridlu — ECM nejlépe napodobuji vysoce porézni materialy s podobnymi rozméry
pori, jako je velikost bunék, kterymi bude material osidlen (obvykle jednotky az
desitky mikrometrii) [20-23]. To je také davod, pro¢ jsou pro vyrobu scaffoldi vhodna
submikronova vldkna a nanovlakna. Obvykle je také nutné, aby byl scaffold biode-
gradabilni, to znamena, aby se po urcitém case v lidském téle rozlozil na netoxické
metabolity. Doba degradace opét zalezi na konkrétni aplikaci, material by mél plné
zdegradovat az ve chvili, kdy je jiz dostateéné prorostly novou tkéani (scaffold je po-
stupné nahrazen mezibunéénou hmotou [24]. S toxicitou materialu vyznamné souvisi
pritomnost rezidualnich rozpoustédel, obzvlast pokud je scaffold pfipraven elektric-
kym zvldkiiovanim z polymerniho roztoku |25]. Nékteré polymery pouzivané v bio-
mediciné lze dobfe rozpustit pouze v toxickych rozpoustédlech (napf.
polykaprolakton v chloroformu nebo polydioxanon v 2,2,2-trifluorethanolu) a po vy-
robé scaffoldu by mélo v materialu téchto rozpoustédel zbyvat co nejméné, idealné
zadné. Velmi dulezitym parametrem vyzadovanym pro zavedeni jakéhokoliv biome-
dicinského vyrobku do praxe (scaffoldu nevyjimaje) je také opakovatelnost vyroby —
je nutné vytvofit postup, kterym bude moZné scaffold opakované pripravovat, aniz

by dochazelo k vyraznym rozdilim ve vlastnostech mezi jednotlivymi Sarzemi. To

21



byva problém u scaffoldi zalozenych na prirodnich materidlech, napf¥. kolagenu. Jed-
notlivé Sarze kolagenu se totiz mohou mezi sebou lisit (délkou fet&zct apod. [26]).
Materialy pouZivané k vyrobé scaffoldt: Lze je rozdélit do dvou zékladnich skupin
— piirodni a syntetické. Mezi prirodni materidly, které mohou slouzit jako zaklad
scaffoldu patii peptidy a proteiny (kolagen, Zelatina, fibrinogen, elastin, pfirodni hed-
vabi, keratin a dalsi), polysacharidy (celuloza, chitin, glykosaminoglykany), nebo po-
lynukleotidy — polymery slozené ze stejnych stavebnich bloka, které tvoii DNA
a RNA [27]. V né&kterych pfipadech byva vyuZivana také decelularizovana mezibu-
nécnéd hmota. Vyhodou piirodnich materiali je jejich vysoka biokompatibilita a bio-
degradabilita — organismus se s témito latkami béZné setkava, interaguje s nimi
a k jejich degradaci ma obvykle k dispozici enzymy. Nevyhodou jsou obecné horsi
mechanické vlastnosti a prili§ rychla degradace oproti syntetickym polymertim |[28§],
vétsi nachylnost na prenos infekce a problémy s opakovatelnosti pfipravy. Mezi syn-
tetické materialy pouzivané k pfipravé scaffoldi patii predevsim nasledujici poly-
mery: Kyselina 1-polymlééna (PLA, pfesnéji PLLA), kyselina polyglykolova (PGA),
kopolymery kyseliny polymlééné a polyglykolové (PLGA), polykaprolakton (PCL),
polyethylenglykol (PEG), pfipadné kopolymery vysSe zminénych (PCL-PEG, PCL-
PLA) [29]. Vyhodou téchto polymeri je, Ze je lze je snadno a ve velkém méfitku
opakovatelné pripravovat. Maji také vétsi rozpéti mechanickych vlastnosti a degra-
dability nez prirodni latky, tyto vlastnosti mohou byt déle pfizptusobovany konkrétni
aplikaci prostfednictvim tvorby kopolymeri. Protoze se vSak jedna o télu nepfirozené
latky, muze u nich dochézet k imunitni reakci organismu, pfipadné k degradaci na
metabolity s nepfiznivymi lokalnimi a¢inky (napf. vyvolavajici zménu pH). O poly-
merech pouzitych v praktické ¢asti této prace pojednava Kapitola 3.

Tkanové inZenyrstvi bez pouZiti scaffoldi: Pouziti scaffoldu ztistava integralni sou-
Casti vétsiny experimentii v oblasti tkanového inzenyrstvi, existuji v8ak i postupy,
které od pouziti scaffoldu upou$téji a misto toho spoléhaji isté na mezibunétnou
adhezi a schopnost bunék vytvaret vlastni mezibunéénou hmotu. Zvladnuti téchto
metod je lakavé, nebot eliminuje celou Fadu potencialnich rizik spojenych s pouzitim
scaffoldu. Problémové je zvladani téchto postupt v dostateéné velkém méritku, aby

byly prakticky pouzitelné [30].
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2.3.3 Signaly

Pojem ,signély” v tkdnovém inZzenyrstvi zahrnuje n€kolik riznych faktorti a mechanismii,
jejichz spoleénym znakem je, Ze plisobi na bufiky usazené na scaffoldu a ovliviuji jejich

rust a diferenciaci.

® Biologické faktory: Do této kategorie patii rizné typy biomolekul podporujicich re-
generaci tkané. Malé molekuly, kam se fadi kortikosteroidy a hormony, zprostiedko-
vavaji signalizaci intercelularni (komunikaci uvnit¥ buiiky) i intracelularni
(komunikaci mezi buiikami) prostfednictvim navazovani se na specifické typy bunéc-
nych receptorii. Peptidy a bilkoviny (proteiny), mohou plnit funkci mitogenti (latek
spoustéjicich mitozu — bunééné déleni), morfogeni (latek Fidicich bunéénou diferen-
ciaci) nebo cytokini (latek spoustéjicich imunitni reakci). Specifickou skupinou bio-
molekul jsou ristové faktory, jedna se opét o molekuly bilkovinné povahy, které se
vézou na bunécné receptory a podporuji rust tkané, ktera poté pribyva rychleji nez
bez jejich pouziti |28]. Pfiklady ristovych faktord, jejichz uziti v tkdnovém inzenyr-
stvi bylo popsano a publikovano, jsou bEFGF /FGF-2 (faktory podporujici rist fibrob-
last) nebo VEGF, ktery podporuje rust cévniho epitelu [31]. Existuje nékolik
mechanismi navéazani a dopravy biologickych faktord k buiikdm. Prvni moznosti je
navéazani faktoru na néjaky nosi¢ (kovalentng, nebo ¢ast&ji nekovalentné), napt. do
lipozomu, polymernich mikrosfér nebo do hydrogelu [32]. Nékteré biologické faktory
zustavaji aktivni i pfi kovalentnim navazani na nosi¢ nebo povrch. Faktory lze nékdy
pfimo vmichat do média pfi in vitro bunééné kultivaci, zde vSak muze byt problém
s Fzenim rychlosti, jakou je maji buniky spotfebovavat. Jednou z moznosti, jak toho
docilit, je fizeni autokrinni-parakrinni signalizace mezi bunkami [33|, coz je v8ak slo-
zity proces. Dalsi moZnosti je zakomponovani biologickych faktord piimo do
scaffoldu, rychlost uvoliovani je poté Fizena rychlosti degradace scaffoldu.

e Fyzikalné-chemické faktory: Mira bunétné adheze (zprostiedkovana specialnimi
proteiny — integriny), stejné jako schopnost a rychlost proliferace a diferenciace do
velké miry zavisi na morfologii a fyzikalné-chemickych vlastnostech povrchu
scaffoldid. Pii vyrobé scaffoldu je tak nutné docilit vhodné topografie a geometrie
(velikost pori, tloustku a orientaci vlaken a podobné), pfipadné lze pouZit rtzné

metody povrchovych uprav ke zlepSeni vlastnosti materialu. Dalsimi faktory, na

23



kterych zélezi, je elasticita materidlu a vnéjsi sily, které na néj piisobi, napt. tlak ¢i
periodické namahani v ur¢itém sméru — nékteré typy tkani (napt. kostni tkan nebo
vnitini povrch plic) jsou totiz pfirozené vystaveny podobnym podminkam a jejich
simulace tak vede k lepsi regulaci buné¢éné diferenciace [34].

Bioreaktory: Bioreaktor je zafizeni, které dokaze vytvaret dynamické prostiedi
vhodné k bunééné kultivaci. Kultivace ve statickém prostfedi (bez promichavani)
umoznuje vypéstovat pouze ur¢itou maximéalni tloustku tkané, nez se vyskytnou pro-
blémy se zajisténim kysliku, Zivin a odvodu metabolitii vSech bunék [35]|. Pouziti
bioreaktoru tento problém eliminuje, a navic umoznuje pusobeni dalsich fyzikalné-
chemickych faktord, které byly zminény v predchozim bodé. Existuje nékolik typu

s

bioreaktort s riiznou mirou slozitosti, nejjednodussi bioreaktor je v podstaté konti-

vvvvvv

pem je napt. kompresni bioreaktor, ktery umoznuje dynamické namahani scaffoldu

a je tak vhodny napt. ke stimulaci ristu chrupavéité tkaneé.
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Prvni ¢ast této kapitoly predstavuje vhled do vlastnosti a vyuziti dvou biopolymernich
materialli, které jsou vyuzivany v praktické ¢asti — polydioxanonu a polykaprolaktonu.
Druhé polovina se pak zabyva metodami elektrického zvlaknhovéani a Breath-figure self-
assembly. Tyto specializované metody jsou vyuzity v praktické Gasti prace k pripravé
materiali se specifickou strukturou, ktera zasadné ovliviiuje, jakym zptsobem interaguji

s bunkami a tkani.

3.1 Polydioxanon

Polydioxanon, pfesnéji poly-p-dioxanon (PDX) je synteticky semikrystalicky polyester,
v jehoz struktufe se opakuji etherové a esterové jednotky. Teplota tani polydioxanonu je
okolo 110 °C a teplota skelného pfechodu lezi v rozmezi 10 az 0 °C [36]. K vyrobé PDX
slouzi p-dioxanon, PDX se z né&j vyrabi pomoci polymerizace s oteviranim kruhu (ring
opening polymerization) za piitomnosti organokovového katalyzatoru, napt. acetylace-
tonu zirkonu nebo laktatu zinku, a za dodani tepla. Tento proces je schematicky znazor-

nén na Obrazku 1.
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Obrazek 1: Reakéni schéma vyroby polydioxanonu.

Nejstarsi a nejrozsifenéjsi aplikaci polydioxanonu v mediciné je vyroba chirurgickych Si-
cich niti. Za timto ti¢elem byl také tento polymer piivodné vyrabén americkou spoleénosti
predeslo jeho depolymerizaci [36]. Chirurgické nité z PDX se vyznacuji vysokou ohebnosti
a v porovnani s jinymi ¢asto vyuzivanymi vlakny, jako je Dexon (PGA) a Vicryl (kopo-
lymer PGA a PLA) u nich dochazi k pomalejsi degradaci, p¥i které nit ztraci méné ze
své pevnosti. K tplnému vstiebani v téle dochézi pfiblizné po Sesti mésicich. Rovnéz

zanétlivost PDX niti byva v porovnani s jinymi materidly nizsi.

Dalsim pouzitim PDX je vyroba biliarnich stenti, které se pouzivaji pro lé¢bu benigni

bilidrni stenézy (nenadorové onemocnéni pii kterém dochézi ke zuzeni zluGovych cest).

25



Touto aplikaci se zabyva spoletnost ELLA-CS, od které pochézeji vzorky polydioxano-

novych niti pouZivané v praktické ¢asti k pfipravé polymernich folii [37].

Pro snadnou viditelnost pti pouziti jako Sici materidl nebo stent byvaji PDX nité obar-
veny, nejc¢ast&ji barvivem Solvent Violet 13 (jedna se o antrachinonové barvivo se syste-
matickym nézvem 1-hydroxy-4-(4-methylanilino)anthracen-9,10-dion), které jim
proptij¢uje tmavé modrofialovou barvu [38]. Takto byl obarven i material pouzivany jako
surovina v praktické ¢asti, coz je pFi¢inou fialového zabarveni pfipravenych polymernich

folii (patrné na Obrazku 7 na strané 43).

V posledni dobé jsou zkoumany mozné nové biomedicinské aplikace PDX. Ukéazalo se, ze
metodou elektrostatického zvlakhovani 1ze pfipravit PDX nanovlakenny materiél s tako-
vymi rozméry vlaken a port, ze napodobuje strukturu mezibunééné hmoty [36|. Mecha-
nické vlastnosti PDX nanovlédken jsou navic podobné mezibunééné hmoté pojivové tkané,
jejiz hlavni struktura je tvofena kolagenem a elastinem. PDX také vykazuje urcitou tva-
rovou pamét, coZ je pii aplikaci v roli Sictho materialu spiSe nevyhoda, nebot je kompli-
kovanéjsi na niti vidzat a pevné utahovat uzly, tuto vlastnost lze vSak vyhodné vyuzit pti
pripravé cévnich nahrad, nebo scaffolda slouzicich pro regeneraci cév. Kopolymerizaci
PDX s monomery derivati (napf. s benzyloxymethyldioxanonem, jehoz naslednou modi-
fikaci 1ze na fetézci polymeru vytvorit hydroxymethylové funkéni skupiny [39], nebo s ji-
nymi latkami (napt. s kratkymi tseky polysacharidi nebo fosfata [40]) lze Fidit rychlost
degradace, a tak se oteviraji i nové moznosti vyuziti PDX jako nosi¢e pro fizené uvolio-
vani a dopravu lé¢iv (drug delivery systems). Vyhodou oproti jinym biopolymertm (jako
je PLGA), je také skute¢nost, ze degradani produkty polydioxanonu nesnizuji lokalni
pH, tyto zmény prostiedi totiz mohou negativné ovliviiovat bunéénou viabilitu a prolife-

raci.

3.2 Polykaprolakton

Poly-e-kaprolakton, nékdy nazyvany jednoduse polykaprolakton ¢ PCL, je zéstupcem
hydrofobnich biodegradabilnich polyestert. Jedna se o semikrystalicky polymer, jehoZ
teplota tani je okolo 60 °C a teplota skelného prechodu —60 °C. PCL se vyrabi polymeri-
zaci s oteviranim kruhu, kde jako prekurzor slouzi e-kaprolakton, cyklicky polyester se

sedmicetnym kruhem vyrabény oxidaci cyklohexanonu kyselinou peroxooctovou.
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Polymerizaéni reakce probiha za zvysené teploty a obvykle za piitomnosti katalyzatoru,

napf. 2-ethylhexanoétu cinatého. Reakéni schéma vyroby PCL znazorhuje Obrazek 2.
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O_ n2+(u)
O /\/j)L s O
2
r
t O

n
Obrazek 2: Schéma polymeriza¢ni reakce pouzivané k vyrobé PCL.

Polymerizace PCL miize probihat za riznych podminek (teplota, doba polymerizace, typ
a pritomnost katalyzatorti, pomér monomeri a rozpoustédla), tim lze ur¢ovat molekulo-
vou hmotnost a polydisperzitu vysledného polymeru, a tedy dobu jeho degradace a me-

chanické vlastnosti [41].

PCL je dobte rozpustny v chloroformu, dichlormethanu, benzenu, cyklohexanonu nebo
toluenu. Htife rozpustny je v acetonu, ethylacetatu nebo dichlormethanu. Ve vodé a etha-
nolu je PCL nerozpustny [42]. P¥i produkei vyrobkii z PCL pro biomedicinu se tak ¢asto
nelze vyhnout pouziti zdravi skodlivych rozpoustédel a je proto nutné vénovat pozornost

mozné pritomnosti rozpoustédlovych rezidui ve vysledném materidlu.

Ve fyziologickém prostiedi dochézi k neenzymatické hydrolyze esterovych vazeb a tim
k degradaci polymerniho Fetézce [43|. Kratké oligomerni fragmenty (relativni molekulova
hmotnost nizsi nez 3000) jsou poté déle degradovany uvniti bunék. Celkova doba degra-
dace zavisi na objemu materidlu, u ¢istého homopolymerniho PCL se vSak pohybuje
v Ffadu mésict az let. K ovlivnéni doby degradace se vyuziva kopolymerizace ¢i miseni

s jinymi druhy polymeru [44].

Polykaprolakton je polymer, ktery je v souCasnosti hojné zkouman a vyuzivan v biome-
diciné. Ac¢koliv jeho biokompatibilita neni v zékladni formé p¥ili§ vysoka, PCL nabizi
Siroké moznosti modifikace, které umoznuji upravovat fadu vlastnosti vysledného mate-
ridlu, jako je doba degradace, sméacivost, nebo morfologie povrchu. Lze také snadno vy-
tvaret blendy (smési) a kopolymery s jinymi latkami. Doba degradace je obvykle delsi
neZ u jinych biopolymert (PLA, PGA, PLGA). PCL je navic dnes jiz relativné levny
a dostupny material.
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Nékteré vyrobky z PCL jsou schvaleny pro medicinské vyuziti americkou Food and Drug
Administration (FDA). Mezi nejstarsi z nich pat¥i Capronor, vstiebatelny antikoncepéni
implantat uvoliujici z PCL ty¢inek syntetickou obdobu progesteronu [45]. Jinym piikla-
dem je Monocryl, biodegradabilni chirurgicka vlakna, ktera jsou vyrobena z kopolymeru
kaprolaktonu a glykolidu [46]. Dostupné jsou i drug delivery systémy na bazi PCL, kon-
krétné vyrobky spadajici pod znacku SynBiosys, které maji formu mikrosfér, mikrotyci-
nek a jinych utvart slozenych z kopolymeru laktidu kaprolaktonu a ethylenglykolu.
Vyrobce uvadi, ze tyto produkty mohou slouzit k rizené dopravé siroké skaly 1é¢iv a ji-
nych latek a vyuzivaji se napi. pii lé¢bé cukrovky, kardiovaskularnich onemocnéni, v on-
kologii nebo v o¢ni medicing [47|. Kromé toho lze stejnym kopolymerem pokryvat

implantaty pro zvysSeni jejich biokompatibility.

Za zminku stoji vyzkum, kterého se dlouhodobé acastni Technické univerzita v Liberci
ve spolupraci s Lékatiskou fakultou Univerzity Karlovy v Plzni a védci z dalsich vyzkum-
nych instituci, véetné zahrani¢nich. Ustfednim tématem této vyzkumné &innosti je vyvoj
biodegradabilnich, pro buniky antiadhezivnich materialii, které by mohly slouzit k zabra-
néni nezadoucimu srustani tkani pi poopera¢ni 1é¢bé (k podobnému ucelu by mohl slouzit
i material pfipraveny v praktické ¢asti této prace). Rada materiali vyvinutych a testo-
vanych v rdmci tohoto vyzkumu byla na bézi PCL. Nanovlakenné PCL vrstvy pfipravené
bezjehlovym elektrickym zvldkiiovanim na zafizeni Nanospider byly otestovany in vivo
jako kryci material na stfevni anastomozy, ktery by mél podporovat hojeni tkané a omezit
riziko anastomotického leaku (komplikace pii které dochéazi k prosakovani obsahu stieva
skrz anastomoézu, vyznamné zvySujici mortalitu a riziko dalsich komplikaci). Material se
ukézal byt dobfe biokompatibilni a cytokompatibilni, nebyl pozorovan zadny negativni
efekt na organismus zvifat, nanovlakennou zaplatu bylo mozné snadno umistit na posti-
Zené misto, které zakryvala po celou dobu experimentu (i kdyz v nékterych piipadech
doslo k jejimu drobnému posunu). V oSetFenych mistech bylo zjisténo vyrazné vyssi
mnozstvi kolagenu nez u zvirat, kde nebyla nanovlakna aplikovéana, coz lze povazovat za
ditkaz stimulace hojeni. K anastomotickému leaku nedoslo u zddného z testovanych zvi-
fat z obou skupin (kontrolni a testovaci), vliv nanovlakenné zéaplaty na snizeni rizika

leaku tedy nebylo mozné posoudit [48].

V jiném experimentu byla jedna strana nanovldkenné PCL vrstvy upravena nejprve na-

nesenim mikrokapifek pomoci electrosprayingu a nasledné chemickou depozici
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hexamethyldisiloxanu. Vysledkem byl velice hydrofobni povrch, inspirovany morfologii
lotosového listu. Nasledné testy probihajici po dobu Sesti mésict sledovaly mozné zmény
morfologie a slozeni povrchu a prokazaly, Zze hydrofobni{ vlastnosti upraveného povrchu
zustavaji zachovany. Testy s bunéfnymi kulturami vedly k potvrzeni biokompatibility
materidlu a pii ex vivo testech bylo pozorovéano, Ze upravené strana je méné adhezivni
pro buinky a material tak ma potencial branit nezddoucimu priristani tkané pt¥i hojeni

napf. stfevni anastomozy [49].

Uvedené piiklady probihajiciho vyzkumu ukazuji vyhodné vlastnosti PCL (zejména PCL
nanovlaken), kterych je vyuzito v praktické ¢asti pii pfipravé jedné z variant dvouvrst-
vého materialu, ktery ma za cil, podobné jako zminény vyzkum, podporovat adhezi bunék

pouze z jedné strany.

3.3 Breath-figure self-assembly

Breath-figure self-assembly (BFSA) je metoda, kterou je mozné piipravovat polymerni
materialy, jejichz povrch je pokryt uspofadanou siti pora ¢ prohlubni (propojenych nebo
nepropojenych), pfipominajicich strukturu véeli plastve. Jak jiz nazev napovida, jedna se
o tzv. self-assembly (lze prelozit jako ,samouspofadani) metodu, pti které dochézi k sa-
movolné organizaci puvodné neuspoiddanych komponent néjakého systému do urcité
usporadané konfigurace, pfi¢emz tento proces nevyzaduje vnéjsi zasahy a je fizen pouze
termodynamickymi zadkony (snaha systému existovat ve stavu energetické rovnovahy

[50].

Breath-figures je jev znamy jiz pomérné dlouhou dobu. Doslovny preklad tohoto pojmu
(ktery se vSak v Ceskych publikacich nepouziva) by byl ,dechové obrazce. Nazev ma
puvod v jedné z nejtrivialnéjsich situaci, kde se s timto fenoménem lze setkat, coz je
kondenzace vodnich kapek na studeném povrchu pfi vysoké vlhkosti, napt. pokud v zimé
¢lovék dychne na okno [51]. Jev byl nejprve zkouman v souvislosti s meteorologii, mimo
jiné ve snaze objasnit proces, jakym vznika rosa [52]. Na konci 20. stoleti vSak zacal byt

vyuzivan k pfipravé polymernich filmu s hierarchicky strukturovanym povrchem |[53].
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Obrazek 3: Princip Breath-figure self-assembly metody.

Princip metody, pomoci které lze tento jev aplikovat k pripravé strukturovanych poly-
mernich materiéld, je znazornén na Obrazku 3 a lze ho popsat nasledovné: Vrstva poly-
mernfho roztoku, idedlné pripraveného s vyuzitim vysoce tékavého rozpoustédla, je
umisténa do prostiedi, ve kterém proudi vlhky vzduch (1). Vypafovani rozpoustédla spo-
tFebovava energii (skupenské teplo vypafovani), a pokud je dostate¢né rychlé, dochazi
k ochlazovani povrchu kapaliny na teplotu, pii které zacne dochazet ke kondenzaci
vzdusné vlhkosti (2). Na ochlazené hladiné se diky kondenzaci za¢inaji formovat vodni
kapky, které jsou nejprve malé a neuspoiradané, postupné se pak zvétsuji a samouspofa-
davaji do mfizky pokryvajici celou hladinu (3). Za ideélnich podminek takto vzniké pra-
videln& hexagonalni struktura tésné usporadanych kapek. Eventualné dojde k odpaieni
v8eho rozpoustédla a poté i vlhkosti (po odpafeni rozpoustédla jiz zadné jevy rapidné
nespotiebovavaji teplo, proto déle nedochazi ke kondenzaci). Vysledkem je polymerni

film s usporadanou strukturou pora/prohlubni (4).

Velikost takto pfipravenych porta/prohlubni se obvykle pohybuje v fadu mikrometru.
Vyslednou podobu struktury, ¢ to, zda k celému procesu viibec tspésné dojde, vSak zavisi

na celé fadé parametri [54|. Za zminku stoji pfedevsim nésledujici:

e Vlhkost: ZvySeni relativni vlhkosti obvykle vede k vétsi velikosti pora. Aby jev mohl
viibec probihat, je obvykle zapotiebi relativni vlhkost alespon 50 %.

e Teplota: ¢im vySsi je teplota, tim rychleji se odpafuje rozpoustédlo. Protoze pfi nizsi
teploté trva uplné odpareni rozpoustédla déle, maji kondenzujici vodni kapky delsi
dobu na rist, nez dojde ke zméné hladiny na pevnou latku. ZvySeni teploty tedy
obvykle vede ke zmenseni port.

e Pouzity polymer: Polymery s delsim fetézcem (vySsi relativni molekulovou hmot-
nosti) produkuji vétsi pory. Vliv na morfologii port ma také tvar polymerniho Fetézce
— rozvétvené Tfetézce mohou produkovat mensi péry, polymery s kulovitym fetézcem

vedou k usporadané strukture.
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e Koncentrace polymeru: Nizsi koncentrace polymeru v roztoku obvykle vede k tvorbé
vétsich porta. U nékterych polymernich roztoki vsak zavislost na koncentraci nebyla
pozorovana.

e Tlak: SniZeni tlaku vede ke zrychleni vypafovani rozpoustédla. Stejny efekt mé zrych-

len{ toku proudiciho vzduchu.

Chovani systému zavisi také na konkrétnim pouzitém polymeru a rozpoustédle. V této
diplomové praci je k pfipravé folie strukturované metodou breath-figure self-assembly
vyuzit PDX rozpustény v trifluorethanolu (TFE), protoZe tento roztok byl na Katedre
netkanych textili{ jiz dfive pouzivan k pripravé materidla pro tkdnové inZenyrstvi a bé-
hem nékterych experimentt byl pozorovéan na féliich pFipravenych z tohoto roztoku vznik
struktur pora pravé diky BFSA. Cilem je pfipravit folii, kterd na jedné strané inhibuje
bunécnou adhezi. V literatufe existuji zaznamy o vyuziti struktur pfipravenych metodou
BFSA k ovlivnéni bunééné adheze, proliferace a diferenciace. Struktury se ¢asto vyuzivaji
ke zvySeni adheze oproti hladkému polymernimu povrchu, pii vhodné morfologii vSak
mohou bunécnou proliferaci naopak inhibovat. Napt. Fukuhira et al. pfipravili pomoci
breath-figure self-assembly strukturovany polymerni film z PLA, u kterého bylo in vivo
testy na krysach prokazano, ze do uréité miry snizoval riziko intraperitonealni adheze —
nezadouciho prirastani tkané k vnitfnimu povrchu bfigni dutiny po chirurgickém zakroku
v tomto prostoru [55|. Tanaka et al. pozorovali v prvni fazi svého experimentu restrikci
laterarni migrace hepatocyti pomoci filmu s pory o praméru 5 mikrometri — buiiky mély
zakulaceny tvar a zustavaly v mensich shlucich, zatimco buiiky na hladkém povrchu
tvorily monovrstvu [56]. Pomoci folii strukturovanych metodou BFSA lze také inhibovat

rakovinné bunky [57] a bakterie [58].

4.2 Elektrické zvlaknovani

Elektrické zvlaknovani je pravdépodobné nejcastéji vyuzivany zpusob produkce nanovlé-
ken. To je ddno jeho jednoduchosti, moznosti rozsifeni do primyslového méfitka a Siro-
kou 8kalou parametri, které je mozné tidit, aby bylo dosaZeno optimalni podoby
vyslednych vldken. Aparatura pro stejnosmérné elektrické zvlaknovani se sklada pirede-

v8im z nasledujicich komponenta [59]:

o Zvlakniovaci elektroda: MiZe mit riznou podobu. Nejstargi a v laboratornich pod-

minkédch dosud vyuzivany typ je dutd jehla, skrze kterou je déavkovan roztok
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zvlakiiovaného polymeru. V zafizenich pro primyslovou vyrobu byva misto toho po-
uzit napt. kovovy véalec nebo struna, které jsou roztokem natirdny. Zvlaknovaci elek-
troda byva obvykle kladné nabité.

e Kolektor: Plocha, na kterou jsou zachytavédna vyrobend nanovlakna. MiZe sam
o sobé plnit funkci druhé elektrody (je nabijen opa¢nym néabojem nez zvlaknovaci
elektroda), nebo je kolektor umistén mezi zvlaknovaci elektrodou a druhou elektro-
dou. V laboratornich podminkach mize byt kolektor napt. kus tvrdého papiru, v za-
fizenich pro velkoobjemovou vyrobu se obvykle pouziva spunbondova textilie, igelit
nebo jiny podkladovy materiél, ktery je postupné pievijen, a tak vznika kontinualni
pas povldknéného materidlu.

e Zdroj vysokého napéti: Napéti pouzivané pii elektrickém zvlakinovéani obvykle dosa-

huje hodnot v fadu desitek kV.

Sofistikovanéjsi zvlakhovaci zafizeni byvaji umisténa v izolované komote, ktera kromé
ochrany pred turazem elektrickym proudem umoznuje také urcitou regulaci podminek
zvlaknovani (teplota, vlhkost). Tyto podminky mohou mit velky vliv na podobu nano-
vlaken a je nutné je prizptisobovat podle pouzitého polymeru a rozpoustédlového sys-

~ s

tému. Schéma nejjednodussi aparatury pro elektrické zvldknovéni znazoriiuje Obrazek 4.

Uzemnény
kolektor
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s polymernim @ :
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Zdroj WSN

stejnosmérného napéti

Obréazek 4: Schéma aparatury pro elektrické zvldkiiovani z jehly.

Béhem procesu zvlaknovani vytvari zdroj napéti elektrostatické pole mezi zvlaknovaci
elektrodou a kolektorem. Na zvlakfiovaci elektrodu je vytladen nebo natfen vodivy poly-
merni roztok, ktery se vlivem elektrického pole nabije stejnym nabojem, jaky ma zvlakio-

vaci elektroda. V dusledku toho je polymerni roztok pfitahovan k opacné nabitému
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kolektoru a ¢astice v ném maji tendenci se odpuzovat (maji vSechny stejny naboj), proti
tomu v8ak piisobi kohezni sily ¢astic kapaliny, projevujici se jako povrchové napéti. Obé
sily jsou po urcitou dobu v rovnovaze a jejich piisobenim dojde k prodlouzeni kapky po-
lymerniho roztoku na elektrodé do kénického tvaru, tzv. Taylorova kuzele. V momenté,
kdy je rovnovaha porusena a elektricka sila prevladne, vytryskne z kuZele proud polymeru
(polymerni tryska), ktery smétfuje ke kolektoru. Béhem letu dochazi k odparovani a od-
prasovani rozpoustédla a drobné nestability letici trysky jsou pfi¢inou tzv. bi¢ovani (whi-
pping), pii kterém se vznikajici vlakno prodluzuje a ztenc¢uje [60|. Na kolektor jiz obvykle
vldkna dopadaji suchda, bez rozpoustédla (pokud jsou parametry zvlédkiiovani spravné

nastaveny).

Finalnim produktem praktické ¢ésti této prace je dvouvrstvy materidl, jehoz jedna vrstva
je tvofena PCL nebo PDX nanovlakny. K vyrobé nanovlédken bylo pouzito zafizeni Na-
nospider™ 1WS500U, vyrabéné spolecnosti Elmarco na zakladé technologie vyvinuté na
Technické univerzité v Liberci prof. O. Jirsakem a jeho tymem. Jako zvlaknhovaci elek-
troda zde slouzi pfiblizné pil metru dlouha struna, ktera je natirdna polymernim rozto-
kem pomoci hydraulicky pohanéného jezdce nesouctho cartridge se zésobnikem na
polymerni roztok a pruvlakem, ktery strunu obepina. Na struné po zapnuti elektrického
pole vznika velké mnozstvi Taylorovych kuzeli a produktivita je tak vyrazné vySsi nez
u zvlaknovéani z jehly [61]. Vyroben& vlakna jsou zachytédvana na pribézné previjeny
spunbond, prochézejici mezi zvlaknovaci elektrodou a protielektrodou. Schéma zvlékio-

véani v zafizeni Nanospider je uvedeno nize (Obréazek 5).

Protielektroda

©

Pfrevijeny
spunbond
(kolektor)

Struna (zvlaknovaci
elektroda)
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>
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Obrazek 5: Schéma zarizeni Nanospider.
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Nasledujici kapitola predstavuje piehled vybranych polymernich f6lii (membran, filmu),
kterymi se zabyval vyzkum v oblasti tkdnhového inZenyrstvi, nebo které jsou jiz komeréné
dostupné. Protoze scaffold pro tkafiové inzenyrstvi musi byt porézni a vétsinou je vhodné,
aby byl trojrozmérny, jsou folie (v klasické podobé dvourozmérny, mélo prody$ny mate-
rial) obvykle vyuzivany v modifikované formé (povrchové tpravy, vytvofeni pori), jako
jedna ze soucésti vicevrstvého systému, ktery navic nese i vice porézni komponenty (napf.
nanovlakna), nebo v raném experimentalnim stadiu, kdy je obvykle zdmérem pozdé&ji
upustit od pouziti folie a pFipravit trojrozmérny scaffold. S foliemi/membranami se mi-
zeme také setkat u orgédnu na ¢ipu, coz je odvétvi biomediciny, které nespada piimo pod

tkanové inZenyrstvi, vyuziva ale nékteré podobné koncepty.

Tkanové inzenyrstvi pracuje s teorii, ze vodivé prostiedi mtze byt vhodné pro stimulaci
ristu nékterych typt bunék, protoze usnadiuje predavani signalii mezi nimi a umoznuje
elektrickou stimulaci [62|. Existuje nékolik vodivych polymert, konkrétné polyanilin
(PANTI), polypyrol (PPY) a polythiofen, které vykazuji cytokompatibilitu a moznost vy-
uziti v tkdhovém inZenyrstvi. Vrstvy pripravené z téchto polymert podporuji adhezi,
proliferaci a diferenciaci riznych typa bunék a in vivo testy neprokézaly zadné negativni
ucinky implantace téchto materiali do organismu [63, 64]. Syntéza filmi téchto polymerti
je obvykle chemick4 nebo elektrochemické. Liu et al. v roce 2013 pfipravili polypyrrolové
membrany metodou elektropolymerizace pyrrolu na sklicko pokryté indium-cin oxidem.
Vysledny material byla jednolitd vrstva tvorena rovnomérné rozmisténymi pospojova-
nymi kulovymi ¢asticemi o pramérné velikosti 62 nanometri. Na této membrané byly
nésledné kultivovany mysi pre-osteoblasty MC3T3-E1. Testy ukazaly, Ze vrstva je pro
tyto buniky cytokompatibilni. Membrana s buiikami byla nasledné vystavena tfem typtm
stimulace: mechanickému naméhani pomoci orbitalni tfepacky s frekvenci 150 otacek za
minutu, elektrické stimulaci konstantnim napétim 200 mV a kombinaci obou typt sti-
mulace. Pouzita stimulace neméla vyznamny vliv na morfologii bunék, doslo vsak ke
zrychleni bunééné proliferace a diferenciace. Nejvice patrny byl tento efekt u vzorkid vy-

stavenym obou typim stimulace zaroven. Experiment tedy prokazal, Ze pouziti PPY
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membrany umoziiuje aplikovat stimulacni efekty které urychluji rast a diferenciaci oste-

oblastt, coZ by mohlo mit vyznam pro kostni tkanové inzenyrstvi [65].

Min et al. béhem vyzkumu publikovaného v roce 2014 pripravili membranu z polyethylen
tereftalatu (PET), ktera nesla sulfonovany polyanilin. Na materialu byly kultivovany
pre-osteoblasty MC3T3-E1 a stromalni buiiky kostni dfené (BMSCs). Bylo zjisténo, ze
mira bunééné adheze a proliferace je pfimo timérné mife sulfonace polyanilinu. Pritom-
nost PANI umoznila stimulaci elektrickym proudem, které vedla k vyssi mife bunééné
mineralizace, tedy produkci fosfitu vapenatého a jeho zabudovani do mezibunécné

hmoty, coz je zasadni soucast pfirozeného procesu rustu a obnovy kostni tkané [66].

Hydrofobni polymery, kam patii i PCL, jsou ¢asto vyuzivany jako material pro scaffoldy
a bioimplantaty diky jejich vyhodnym mechanickym vlastnostem a obvykle nizké imu-
nitni odezvé organismu. Hydrofobicita vSak zarovenn brani rychlé integraci s tkani. Sen-
gupta et al. se pokusili vylepsit biokompatibilitu hydrofobni polyetherimidové (PEI) folie
sérif povrchovych tprav, které vedly k vyraznému zvySeni hydrofility. Prvnim krokem
byla plazmovéa uprava povrchu folie za pouziti smési dusiku a vodiku (2:3), ktera zavedla
na povrch folie aminové (-NHz) funkéni skupiny. Na aminové skupiny byly nekovalentné
navéizany zlaté nanocastice stabilizované citratem. Vysledné folie byla mécena v roztoku
argininu (biogenni aminokyselina), tim doslo k nekovalentnimu zachyceni argininu na
povrch zlatych nanocastic. Pro porovnani byly vytvoreny i vzorky, které stejnym zptiso-
bem pies zlaté Castice imobilizovaly fibronektin (glykoprotein nachéazejici se v ECM).
Smacivost a morfologie byly charakterizovany pomoci méfeni kontaktniho thlu a AFM.
Kultivace v bunééné suspenzi (mysi fibroblasty) a vyhodnoceni bunééné adheze a viabi-
lity ukazaly, Ze k upravenym povrchim po 4 hodinach adheruje okolo 90 % bunék v su-
spenzi a viabilita bunék je vyssi nez na neupraveném polymeru, nebo na bézném povrchu
kultiva¢nich desticek. Vzorky s argininem navic dosahovaly podobnych vysledkt jako
vzorky s fibronektinem, zda se tedy, Ze pokud je tato jednoduché aminokyselina vhodné
imobilizovana, reaguji na ni buiiky podobné piiznivé, jako na proteiny pfirozené se vy-
skytujici v mezibunééné hmoté. Vyzkum nastinil jednu z moznosti tpravy hydrofobnich
polymeri pro zlepSeni cytokompatibility a vytvoril material, ktery by mohl byt vhodnéj-
§im podkladem pro kultivaci adherentnich bunék, nez povrch bézné pouzivanych kulti-

vac¢nich lahvi/desticek [67].
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Bassi et al. publikovali v roce 2021 studii, ktera se zabyvala testovanim PCL membrany
obohacené 5 % hydroxyapatitu (dulezitym stavebnim kamenem kostni tkané) jako
scaffoldu pro Fizenou regeneraci kosti. Testy probihaly in vivo na testovaci populaci krys
s 8mm defektem lebecni kosti. Jako negativni kontrola slouzila populace, jejiz hojeni ne-
bylo asistované zadnou membrénou, 1é¢ba pozitivni kontroly byla podpofena kolagenovou
membranou z prase¢i kiuze (u kolagenovych membran je jiz delsi dobu znamo, Ze jsou
biokompatibilni, hemostatické (zastavuji krvaceni), permeabilni pro ziviny a podporujici
migraci osteoblastii a fibroblastti [68]). K vyhodnoceni procesu hojeni po 7, 15, 30 a 60
dnech byly pouzity histologické a histometrické testy. Ukézalo se, Ze PCL membréna
podporuje hojeni kosti podobné, jako kolagenovd membréana, po 30 i 60 dnech byla u obou
vzorki pozorovana velka oblast nové se formujici kostni tkané, po 60 dnech doslo u né-
kterych subjekti k téméF tplnému zaceleni defektu novou kostni tkani. Oproti tomu
u negativni kontroly probihalo hojeni podstatné hiife a stfed defektu byl zacelen pouze
pojivovou tkéni. Test ukazal, ze PCL membréiny mohou byt G¢innym prostfedkem pro
fizenou obnovu kosti a umoznuji 1é¢bu defektd, které organismus neumi bez asistence

zregenerovat [69).

Stejny tym o rok diive (2020) provedl obdobny experiment také s membranou z bakteri-
alni celulozy Nanoskin® (celuléza vytvorena metabolickou aktivitou mikroorganismii, ob-
vykle bakterii). In vivo experimenty a jejich vyhodnoceni probihalo obdobnym zptsobem,
jako u vySe zminéného experimentu. Nicméné se ukézalo, Ze celulézova membrana neni
pro regeneraci kostnich defekt vhodna, defekt byl po 60 dnech zaceleny pouze pojivovou
tkani (nedoglo k regeneraci kosti) a rovnéZz imunitni odezva byla vyssi nez u kolagenové
membrany. Membrana Nanoskin® je uréena pro regeneraci mékkych tkani, zejména kize,
a tento experiment ukazal, Ze pii aplikaci pro regeneraci jiného typu tkané neni jeji tc¢inek

uspokojivy [70].

Komeréné dostupnym vyrobkem, ktery lze klasifikovat jako folii pro tkanové inZenyrstvi,
je Cuticell® Epigraft [71]. Podobné jako v piipadé vyse zminéné membrany Nanoskin®
se jedna o prihlednou vrstvu z bakterialni celuldézy vytvarenou bakterii Gluconacedobac-
ter xylinus. P¥ipravek neobsahuje zadna adheziva a je urcen k aplikaci na rany, popale-
niny ¢ mista odbéru koznich stépi, kde muze setrvat po dobu nékolika dnt. Vyrobek
stimuluje rist novych koznich bunék, a tak napoméha k urychleni epitelizace. Klinicka

studie z let 2011-2012 sledovala uéinky tohoto pripravku na nékolika pacientech, kteri
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prodélali autotransplantaci kozniho stépu pro 1é¢bu rtznych typl koznich karcinomt.
Misto odbéru kozniho stépu bylo prekryto vrstvou folie Epigraft s pfesahem 1 cm na
kazdé strané rany a prevazéno gazou. P¥ipravek setrval na misté aplikace po dobu dvou
tydnti, béhem nichz doslo k témér kompletni reepitelizaci pokozky a postizené misto bylo
u v8ech pacientli téméf bezbolestné. Nedoslo také k zddnému rozvoji infekce ani k jinym
komplikacim. Studie ukazala, ze celul6zové folie, jako je pripravek Epigraft, mohou byt
vhodnym néstrojem k oSetfeni rtiznych typi povrchovych ran a podpofeni jejich reepite-
lizace a alternativou k jinym prostfedkiim pouzivanym k témto tuceliim, jako jsou pii-

pravky z alginatt, silikonové vrstvy nebo rizné pény [72|.

vvvvvv

Polymerni membrany tvofi jednu z nejdilezitéjsich komponent tzv. organi na cipu.
Jedna se o mikrofluidni systémy osazené bunkami, které jsou schopny napodobit struk-
turu riznych typa tkani a organt a simulovat jejich odezvu na biochemické podnéty
(léciva, toxické latky apod.), a to mnohem presnéji nez bézné metody in vitro testovani.
Polymerni membrany v organech na ¢ipu tvori rozhrani, které slouzi jako mechanické
opora bunék, probihé skrz néj transport chemickych latek a umoznuje mechanickou sti-
mulaci bunék prostiednictvim jeho smrstovani a natahovani |73, 74|. Castymi polymery
pro vyrobu membran vyuzivanych v organech na ¢ipu jsou PDMS (polydimethylsiloxan),
jehoz vyhodou je elasticita, umoziujici periodickou deformaci ke stimulaci bunék, [75

77 a PET |78, 79|. Vyuzit lze také polyimid, polykarbonat a dalsi materialy. K zajisténi
prodySnosti museji byt tyto membrany porézni, k tvorbé pért lze vyuzit nap¥. track
etching, jehoz principem je ozafovani fotosenzitivniho prekurzoru finidlniho materialu téz-
kymi ionty, které po sobé zanechavaji kanalky prostupujici membranou. Riznymi modi-
fikacemi této metody lze precizné fidit velikost poért, kterda muze dosahovat
submikronového az mikronového méritka [80, 81|. Jinou moZnosti je vyuziti fotolitografie
[82]. V neposledni fadé miZe byt membrana zhotovena z nanovlédken pfipravenych elek-

trickym zvlaknovanim, v tu chvili se v8ak jiz neda mluvit o f6lii v pravém slova smyslu.

Tabulka 1 na nasledujici strance shrnuje zékladni informace o polymernich féliich, mem-

bréanach a filmech popsanych v této kapitole a v Kapitole 3.
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Tabulka 1: Prehled vybranych polymernich folif a jejich aplikaci v biomediciné.

Material vrstvy | Modifikace/Pfidané latky |Status Aplikace Zdroj
PPY zadné testovano in |regenerace kostni [65]
vitro tkané
PET sulfonovany polyanilin testovano in |regenerace kostni [66]
vitro tkané
PEI 1. plazmatickd Uprava k za- |testovano in | hydrofilni podklad pro |[67]
vedeni -NH; skupin vitro in vitro bunécénou kulti-
2. nekovalentni navazani vaci
stabilizovanych AuNPs
3. nekov. zavazani Argi-
ninu/fibronektinu na
AuNPs
PCL 5% hydroxapatit testovano in |regenerace kostni [69]
vivo tkané
bakterialni celu- | zavisi na konkrétnim vy- komercné do- | kozni kryty stimulujici | [70—
16za robku, obvykle zadné stupné (Na- regeneraci mékkych 72]
noskin®, tkani — lé¢ba popalenin
Cuticell® Epi- |apod.
graft aj.)
kolagen cross-linking komercné do- | regenerace kostni a po- | [68,
stupné jivové tkané, podpora |83]
hojeni ran
PDMS submikronové az mikronové |experimen- Membrany pro organy |[75-
pory, obvykle vytvorené lito- | talni aplikace |na Cipu 77,
graficky 80—
82]
kopolymer do- |strukturované jamky (prii- |testovanoin |fizena kultivace hepa- |[56]
decylakryla- mér cca 5 um) vytvorené vitro tocytd, potencidlné re-
midu a w- breath-figure self-assembly generace jaterni tkané
karboxyhexy- | metodou
lakrylamidu
PS porézni struktura (prdmér  |testovano in |zamezenivzniku bakte- |[58]
porl cca 10 um) vytvofend | vitro ridIniho biofilmu
breath-figure self-assembly
metodou
polymer na bazi | porézni struktura (prlimér  |testovanoin |inhibice ristu rakovin- |[57]

tetrafenyetheru
pfipominajici
strukturu glyko-
genu

porl v radu jednotek um)
vytvorena breath-figure self-
assembly metodou

vitro

nych bunék
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II. PRAKTICKA CAST



V ramci prvni poloviny praktické ¢asti byla prozkouméana Breath-figure self-assembly
metoda a moznosti jeji aplikace pro pfipravu PDX folii s povrchem strukturovanym sys-
témem konkavnich struktur. Podnét pro tento vyzkum vzesSel z poznatkt dfive zjisténych
na KNT v ramci jiného experimentu, kdy béhem piipravy PDX félie doslo k nefizenému
Breath-figure jevu a byla vznesena hypotéza, Ze tato metoda strukturace povrchu by
mohla nalézt uplatnéni pro hybridni materidly pro tkanové inzenyrstvi. Cilem prvni ¢ésti
prace je tento jev ditkkladnéji prozkoumat a nalézt vhodny postup a kombinaci podminek
(koncentrace roztoku pro pripravu folii, teplota, vlhkost, ...) k umoZnéni ¥izené a opako-

vatelné pripravy folif strukturovanych BFSA metodou.

V ramci druhé ¢asti prace byly prozkouméany moznosti konkrétniho vyuziti takto struk-
turovanych folii. Dle publikované literatury [55-58| lze struktury p¥ipravené BFSA me-
todou pifi vhodné morfologii pouzit k omezeni bunééné adheze a inhibici proliferace.
Naopak ur¢ité typy nanovlaken buné¢nou proliferaci podporuji [48, 49, 84|. Proto byl
pripraven dvouvrstvy kompozitni material, skladajici se z félie a nanovlakenné vrstvy
(z PCL nebo z PDX nanovléken), ktery by mohl poslouzit jako kryci material pro vnitini
pooperaéni rany zabranujici nezddoucimu sristani tkéani. Material byl charakterizovan
nékolika riznymi metodami (morfologie pomoci SEM a optické profilometrie, testy sma-
¢ivosti, méfeni pruméra vldken a rozméru prohlubni na SEM snimcich pomoci softwaru
ImageJ, méfeni tloustky vrstvy, testy toxicity pro vylouceni pFitomnosti rezidualnich
rozpoustédel) a nasledné byly provedeny in vitro testy bunééné proliferace na obou stra-

nach dvojvrstvého materialu.

Folie zde vyvinuta a otestovand muze predstavovat alternativu k jinym hybridnim ma-
terialtim, které jsou vyvijeny v rdmci dlouholetého trvajictho vyzkumu, kterého se ucastni
TUL ve spolupraci s Lékarskou fakultou UK v Plzni a dalsimi odborniky z CR i zahra-
ni¢i. Cilem vyzkumu je nalézt material, ktery by mohl byt vyuzity pro vyztuzeni stfevni
anastomozy a podpofeni jejiho hojeni, ale zaroven k zabranéni intraperitonealni adheze,
tedy nezadouciho prirtustani operované tkané k vnitfni sténé brisni dutiny, pfip. k okol-
nim stfevnim zahybtim. Materialy dosud testované v ramci toho vyzkumu byly vyrobeny
prevazné z polykaprolaktonu a polyvinylalkoholu a aspekt branéni bunééné adhezi
z vnéjsi strany zatim nebyl doveden k dokonalosti [48, 84|. V jednom piipadé byla pro
tento 1cel testovana PCL vldkna upravené electrosprayingem kapicek stejného polymeru

a naslednou plazmovou depozici tenkych vrstev, tento proces vytvoril povrch podobny
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superhydrofobnimu povrchu lotosového listu [49]. Tento material mé skuteéné omezenou
bunéénou adhezi, mé vSak vyznam zabyvat se prozkoumanim dalsich moznosti, jak docilit
stejného efektu, které by mohly napf¥. byt jednodussi na vyrobu, nebo vyprodukovat
material s jinymi mechanickymi vlastnostmi. Materidl navrZzeny a vyrobeny v praktické

Casti této prace by mohl byt jednou takovou alternativou.

2 o~z

Proces, kterym se v rdamci praktické ¢asti dospélo od prvotnich experimentii az po pii-

pravu a testovani znazoriuje diagram nize (Obrazek 6).

1.L" o\j‘°]'.. FBi/ oH

Polymer (PDX) Rozpoustédlo (TFE)
| ]

Optimalizace koncentrace roztoku, prvotni experiment . . .

| 1]

Neosvédcené postupy
===p (vodni para, ochlazovani

BFSA na morfologii folii substratu) x

Optimalizovany postup -
pfiprava félii v klimatizované komofe
l (i

Testovani vlivu parametri

v

Charakterizace félii
(Opticka profilometrie,
méreni rozmérd port na SEM snimcich)

v
Povlaknovani folii PCL a PDX vlakny

' I

Charakterizace povlaknénych folii

(M&Feni rozmérii vidken, Test cytotoxicity g
méfeni tloustky folie, povidknénych folii
test smacivosti) 1
— - In vitro testy bunécné proliferace na obou

. stranach povlaknénych a nepovlaknénych folii

Obrazek 6: Diagram experimentalniho vyzkumu provedeného v praktické éasti.
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5.1 Metoda pripravy PDX félii

Po celou dobu experimentii byla pouzivana metoda pripravy polydioxanonovych f6lii po-
psané v této kapitole, pfipadné drobné modifikace postupu budou vzdy uvedeny u pfi-

slusného experimentu.

Polydioxanon ve formé filamentu pro vyrobu stenti (vyrobce ELLA-CS s. r. o., SarZe
M20000153 nebo S21002279-01) byl nastfihan na kusy o délce okolo 0,5-1 cm. Pozadované
mnozstvi (zaviselo na mnoZstvi roztoku potfebném na experiment) ustfizka bylo navé-
zeno do sklenéné lahvicky se sroubovacim uzavérem. K astfizkim filamentu byl nasledné
napipetovan 2,2,2-trifluorethanol (TFE, vyrobce TCI), aby vznikl roztok o pozadované
hmotnostni koncentraci (na zakladé experimentu popsaného v Kapitole 5.2 byl pro vét-
Sinu experimenti pouZivan roztok s hmotnostni koncentraci 3 %). Roztok byl pomoci
magnetického michadla 24 hodin promichévan za laboratorni teploty pii 300 otackach za

minutu, aby doglo k rozpusténi PDX v TFE.

Sklicka o rozméru 4,5 x 7 cm byly omyty vodou a o¢istény ethanolem. Na kazdé omyté
sklicko byly nadavkovany 2 ml roztoku PDX v TFE (nejprve pomoci stiikacky, pfi poz-
déjsich experimentech byla pro zvySeni presnosti pouzita pipeta s nastavitelnym obje-
mem) tak, aby roztok pokryval celou plochu sklicka. Sklicko bylo umisténo ve vodorovné
poloze do pozadovaného prostiedi (prvotni experimenty probihaly v neklimatizovaném
prostiedi laboratore a v komofte zvlakiiovaciho zafizeni Nanospider, pozdéji byla pouzita
klimatizovand komora s moznosti pfesného fizeni teploty a vlhkosti). V tomto prostiedi
bylo sklicko ponechéno po dobu 24 hodin, kdy probihalo odpafovani rozpoustédla z roz-

toku a zformovéni tenké polymerni folie. Folie byla oddélena ze sklicka pomoci pinzety.

5.2 Urceni optimalni koncentrace roztokt pro pripravu folii

Experiment popsany v této kapitole mél za cil urcit nejvhodnéjsi koncentraci roztoku

PDX, ktera bude pouzivana pro vSechny dalsi experimenty zahrnujici piipravu folii.

Metodika: Postupem popsanym v Kapitole 5.1 byly pfipraveny roztoky PDX v TFE
o pfibliznych hmotnostnich koncentracich 1 %, 2 %, 3 %, 5 %, 7,5 % a 10 %. Pouzit byl

PDX sarze M20000153. Na sklicka bylo nanaSeno konstantni mnozstvi roztoku (pro
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kazdou koncentraci byl vytvoren jeden vzorek, vzdy na samostatném sklicku). Po nane-
seni byla sklicka s roztoky ponechana na vzduchu po dobu 24 hodin, béhem kterych doslo
k odpafeni TFE a zformovéni tenké folie z PDX na kazdém ze skli¢ek. Po naneseni byla
skli¢cka s roztoky ponechéna po dobu 24 hodin v prostfedi s po¢ateéni teplotou 22,8 °C
a relativni vlhkosti 50,2 %.

Po uplynuti 24 hodin byly félie oddéleny od skli¢ek. Podoba pfipravenych fo6lii je zachy-
cena na Obrazku 7 (fialové zbarveni je zptsobeno pritomnosti barviva Solvent Violet 13

v PDX vlaknech, které byly pouzity jako vstupni surovina — viz Kapitola 3.1).

Ze vsech folii byly odstFizeny malé vzorky pro pozorovani morfologie na skenovacim elek-
tronovém mikroskopu (SEM). Snimky jednotlivych folii, pofizené skenovacim
elektronovym mikroskopem Tescan VEGA 3 (tento mikroskop byl pouzivan na vSechny
SEM snimky pouzité v této praci), jsou zachyceny na Obrazcich 8 a 9. Pfed pozorovanim
pod SEM byly vzorky pro zvySeni vodivosti pozlaceny 7nm vrstvou zlata pomoci zafizeni

Q150ES (vyrobce: Quorum Technologies).

1% roztok 2% roztok 3% roztok

5% roztok 7,5% roztok

Obréazek 7: Félie pripravené z roztokit PDX riiznych koncentraci.

10% roztok
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7,5% roztok

Obrazek 8: SEM snimky prednich stran félif pfipravenych z riiznych koncentraci roz-

toku PDX. Zvétseni 2500x.
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Obrézek 9: Podoba zadni strany folie (shodna pro vSechny pripravené vzorky).

Vyhodnoceni: Ke zformovéani f6lie doslo z roztokii vSech koncentraci. Vysledné folie byly
neprithledné, folie pripravena z 1% roztoku byla kiehka a obtizné se s ni manipulovalo,
aniz by doglo k jejimu roztrzeni. Folie ze 7,5 a 10% roztoku byly pomérné tuhé a béhem
schnuti se oddélily od sklicek a zatuhly v nerovném, pomackaném tvaru. Folie z 2 az 5%

roztokil zustaly po zaschnuti na sklicku, ze kterych je bylo mozné oddélit vcelku.

Pozorovani pod SEM ukéazalo, Ze obé strany félie maji rozdilnou morfologii. Na strané,
ktera byla pii odpafovani vystavena okolnimu prostiedi (dale bude oznaovéna jako
»bredni* nebo ,,vnéjsi) doslo pfi pouzitych podminkach k tvorbé systému nepropojenych
konkévnich struktur prostfednictvim Breath-figure self-assembly, nejlépe patrna
a nejpravidelnéjsi byla struktura u folie z 1% roztoku, do ur¢ité miry ji bylo mozné
pozorovat i u folie z 2% a 3% roztoku. U folie s 5% a vyssi koncentraci jiz struktura

prohlubni nevznikala. Pozorované prohlubné mély rozméry v fadu desitek mikrometri

(u 1% folie mély pramér piiblizné 20 pm, u 2% a 3% folie byly mensi a méné pravidelné).

Strana, ktera byla p¥i odpafovani rozpoustédla prilehla ke sklicku (bude ozna¢ovana jako
wzadni nebo ,vnitini) méla u vétsiny folii nepravidelnou strukturu a jeji podoba byla
konzistentnéjsi nez u pfedni strany. Podoba zadni strany foélie je zachycena na Obréazku
9 a odpovida veétsing folii, které byly v pribéhu celé diplomové préce pfipraveny.

Rozdilnou podobu méla zadni strana folii pripravenych z 1% a 2% roztoki, nerovnosti
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na nich byly vét&i a jsou patrné otvory prochézejicich celou tloustkou félie, které jsou na

foliich pripravenych z roztoki vyssich koncentraci ojedinélé.

Diskuse: Jelikoz vSechny roztoky a folie byly pfipraveny za stejnych podminek, 1ze Fict,
ze morfologie povrchu folie je vyrazné ovlivnéna koncentraci roztoku, ze kterého vznika.
Vznik pravidelnych prohlubni souvisejici s Breath-figure self-assembly 1ze pozorovat u f6-
lif vzniklych z niz$ich koncentraci roztoku (1 az 3 %), folie pFipravené z vyssich koncen-
traci maji hladsi morfologii. PouZzité podminky (zejména vlhkost okolo 50 %) jsou na
spodni hranici podminek, za kterych bézné k BFSA dochézi [54|. Jevi se proto jako
vhodné pii dalsi pripravé folii vlhkost zvysit (jak je popsano v Kapitolach 5.3 a 5.4,
kam). Je potfeba zvazit také materialové vlastnosti — u folii z roztoka o malé koncentraci
(1 a2 %) dochazi k BFSA jevu snéze (to je v souladu s literaturou [54|), tyto folie v8ak
maji Spatné mechanické vlastnosti (jsou kiehké a pii manipulaci se velmi snadno trhaji
a praskaji). Optimalni koncentrace roztoku proto lezi okolo 3 % - folie pfipravené z to-
hoto roztoku maji uspokojivou odolnost a zaroven na nich jiz pfi spodni hranici ptiznivé

vlhkosti (okolo 50 %) dochazi k BFSA.

Zavér: Po vyhodnoceni materidlovych vlastnosti a pribéhu BFSA jevu byla jako nej-
vhodnéjsi pro pfipravu f6lii vybrana 3% (hm.) koncentrace roztoku. Pro vSechny nésle-
dujici experimenty byl pouzivan tento roztok a morfologie folie byla ovliviiovana regulaci

jinych parametru.

5.3 Pozorovani vlivu podminek prostredi na proces Breath-figure self-
assembly

Po urc¢eni vhodné koncentrace roztoku PDX experimentem popsaném v Kapitole 5.2.
bylo nutné zjistit, jaky vliv maji na Breath-figure self-assembly podminky prostiedi,
a také bylo vyzkouseno nékolik dalsich mechanismi, které by mohly proces ovlivnit (oSet-
feni vznikajici folie vodni parou a vliv teploty sklicka). ProtoZe v prvni fazi praktické
¢asti nebylo k dispozici vhodnéjsi zafizeni umoziiujici nastaveni urcité teploty a vlhkosti,
byl experiment proveden v komorte zafizeni pro elektrické zvldknovani Nanospider, které
je propojena s klimatiza¢ni jednotkou NS AC150 a umoziuje tak na omezenou dobu

vytvaret prostiedi s urcitou teplotou a vlhkosti.
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Metodika: Pro prvni sadu vzorka (dale oznacenych jako 1,2,3 a M) byl pfipraven 3%
roztok PDX v TFE (sarze M20000153). V komofte zafizeni Nanospider s pfipojenou kli-
matiza¢ni jednotkou byly nastaveny néasledujici podminky: teplota 30 °C, relativni vlh-
kost 52 %. Skutetné podminky v komofe byly méfeny laboratornim vlhkomérem.
V okolnim prostfedi panovaly tyto podminky: teplota 23,2 °C, relativni vlhkost 48 %.
Ctyfi sklicka o rozméru 4,5 x 7 cm byly ochlazeny v mrazédku p¥iblizné na teplotu 0 °C,
nésledné na né byla pomoci injekéni st¥tkacky nanesena rovnomérna vrstva roztoku PDX
(spotieba cca 2 ml roztoku na kazdé sklicko). Jedno ze skli¢ek bylo ponechano v prostiedi
laboratofe (vzorek M), zbyla t¥i sklicka (vzorky 1, 2 a 3) byla po dobu né&kolik vtefin
vystavena proudu teplé vodni pary, vytvorenému improvizovanym zafizenim sestrojenym
z foggeru (mlhovade) pro teraristiku, a nasledné byla umisténa do klimatizované komory
Nanospideru, ve které byly naméfeny skuteéné podminky t = 25 °C, RH = 85 % (lisi se
od téch nastavenych). VSechny ¢tyfi vzorky byly ponechany v pfislusném prostiedi po

dobu pfiblizné 24 hodin.

V jiny den byla pfipravena druhé skupina vzorkd z nové namichaného roztoku (stejnéa
koncentrace a Sarze jako u 1. sady). V komote Nanospideru byly opét nastaveny pod-
minky t = 30 °C, RH = 52 %. Okolni podminky v laboratofi byly vlhkomérem uréeny
jako t = 22 °C, RH = 51 %. Nanesenim vrstvy PDX na sklicka (stejnd metoda jako
u 1. skupiny vzorka) bylo pfipraveno celkem pét vzorku, které byly oznaceny pismeny

A-D:

e Vzorek Al byl pfipraven nanesenim roztoku na sklicko pfedem ochlazené na cca 0 °C,
k odpafovani rozpoustédla dochazelo v podminkéch laboratore.

o Vzorek A2 byl pfipraven nanesenim roztoku na sklicko o pokojové teploté, k odpaio-
vani rozpoustédla dochéazelo v podminkéch laboratore.

e Vzorek B byl pfipraven nanesenim roztoku na sklicko o pokojové teploté, k odparo-
véani rozpoustédla dochéazelo v klimatizované komoie Nanospideru.

o Vzorek C byl pFipraven nanesenim roztoku na sklicko predem ochlazené na cca 0 °C,
k odparovani rozpoustédla dochéazelo v klimatizované komote Nanospideru.

e Vzorek D byl pFipraven nanesenim roztoku na sklicko pfedem ochlazené na cca 0 °C
a naslednym vystavenim vrstvy teplé pafe po dobu priblizné 5 sekund. K odpaiovani

rozpoustédla dochézelo v klimatizované komore Nanospideru.
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Vgechny vzorky byly ponechény v ptislusném prostfedi po dobu cca 24 hodin, aby doglo
k tplnému odpaieni rozpoustédla. Po umisténi vzorki do komory Nanospideru v ném
byla vlhkomérem naméiena teplota 27 °C a relativni vlhkost 72 %. Po uplném odpaieni
rozpoustédla byl pfiblizné ze stfedu v8ech folii vystfizen maly vzorek k pozorovani na

SEM.

Vyhodnoceni: Systémy konkavnich struktur vznikly na v8ech vzorcich s vyjimkou

vzorku A2. Morfologie povrchu folii je zachycena na SEM snimcich (Obréazky 10-16):

Predni strana, zvétseni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 10: SEM snimky vzorku 1 (sklicko ochlazené na 0 °C, oSetren proudem pary,
odpar rozpoustédla v komore Nanospideru za podminek cca t = 25 °C, RH = 85 %).

Predni strana, zvétseni 5000x Predni strana, zvétSeni 1000x

Obrazek 11: SEM snimky vzorku 2 (sklicko ochlazené na 0 °C, oSetren proudem péry,
odpar rozpoustédla v komore Nanospideru za podminek cca t = 25 °C, RH = 85 %).
Témér identicky vypada i vzorek 3, proto zde jeho snimky nejsou zvlast uvedeny.
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Predni strana, zvétseni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 12: SEM snimky vzorku M (sklicko ochlazené na 0 °C, odpar rozpoustédla
v prostredi laboratore za podminek cca t = 23,2 °C, RH = 48 %).

et 6 - ) 4\ ;
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Predni strana, zvétSeni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrazek 13: SEM snimky vzorku Al (sklicko ochlazené na 0 °C, odpar rozpoustédla
v prostiedi laboratore za podminek cca t = 22 °C, RH = 51 %).
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Predni strana, zvétseni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 14: SEM snimky vzorku A2 (skli¢ko o pokojové teploté, odpar rozpoustédla
v prostiedi laboratore za podminek cca t = 22 °C, RH = 51 %).

Predni strana, zvétSeni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 15: SEM snimky vzorku B (Sklicko o pokojové teploté, odpar rozpoustédla
v komore Nanospideru za podminek cca t = 27 °C, RH = 72 %).
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Predni strana, zvétseni 5000x Predni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 16: SEM snimky vzorku C (sklicko ochlazené na 0 °C, odpar rozpoustédla
v komore Nanospideru za podminek cca t = 27 °C, RH = 72 %). Identicky vypada
i vzorek D.

Diskuse: Ac¢koliv pocet pfipravenych vzorki neni pfili§ velky a nelze v nich vysledovat

prilis konzistentni trendy, zda se, Ze plati nasledujici:

e Pokud je vlhkost, pti které se TFE vypafuje velmi vysoka (nad 85 %), kondenzujici

kapic¢ky vody na povrchu folie se slévaji/spojuji do vétsich celki, coz vede ke vzniku

rozsédhlych prohlubni nepravidelnych tvari, které mohou mit rozméry az v fadu

stovek mikrometra nebo milimetra (vzorky 1,2 a 3). Je v8ak také mozné, ze tyto

vzorky byly az piili§ intenzivné oSetfeny vodni parou - do té miry, Ze

ke

zkondenzovani velkych kapek na povrchu schnouci félie doslo jiz béhem vystaveni

proudu pary a nikoliv az postupné béhem vypafovani rozpoustédla. Jiny vzorek

oSetfeny podobnym zptsobem (vzorek D) totiZ tyto rozsahlé prohlubné nevykazuje.

e Vzorky vystavené proudu pary obecné tvori vétsi prohlubné, nez vzorky takto

neosetiené. To koresponduje s poznatkem z literatury, ze vyssi vlhkost obecné vede

k tvorbé vétsich prohlubni (vy$si relativni vlhkost vede k vé&tsi mife kondenzace

kapi¢ek vody na povrchu schnouci folie a kapky vody tak nabydou vétsich rozméri

a zanechaji v&tsi prohlubné [54]).
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e Na vzorcich, které schnuly na ochlazenych sklickach, vznikaji nepatrné veétsi
prohlubné, nez na vzorcich pf¥ipravenych na sklickdch o pokojové teploté. Studené
skli¢ko pravdépodobné vedlo k ochlazeni roztoku na ném odlitém, coz umoznilo vétsi
narust kondenzovanych kapek pted jejich odpafenim a vznik vétsich prohlubni [54].
Regulace teploty roztoku ochlazovanim podkladu je nékdy vyuzivéna k Fizeni prib&hu
BFSA, je k tomu vsak potifeba sofistikovangj§i aparatura schopna ochlazovat roztok
po celou dobu odpafovéani rozpoustédla [85]. Kontinuélni ochlazovani substratu mize
zpusobit zvysSeni viskozity roztoku a zpomaleni odpafovani, coz vede k vySsi organi-

zovanosti vysledné struktury [86].

Zavér: V klimatizované komote Nanospideru bylo pfipraveno nékolik vzorki PDX folii,
které byly riznymi zptsoby oSetfeny, a pro porovnani bylo pfipraveno i nékolik vzorki
za laboratornich podminek, aby bylo mozné posoudit, jaky vliv maji podminky pii
vypafovani rozpouStédla a rizné zpusoby oSetfeni vliv na morfologii jejich povrchu,
konkrétné na vznik a velikost pravidelnych prohlubni diky Breath-figure self-assembly.
Z mikroskopickych snimku vyslednych {6lii se zda, Ze plati ur¢ité trendy (napf. Ze vySsi
vlhkost, oSetfeni proudem pary ¢i pfiprava vzorkl na ochlazeném sklicku vede ke zvétsent
velikosti pori), protoZe se vSak behem experimentu nepodafilo udrzet v komote
dlouhodobé neménné podminky, ani nebylo mozné podminky zaznamenévat v realném
Case, nelze z experimentu vyvodit presnéjsi zavéry. Pro nasledujici experimenty se
podafilo opatfit klimatizovanou komoru se spolehlivéjsi regulaci podminek a moZnosti
jejich kontinualniho méfeni, kterd bude vyuZzivana misto komory zafizeni Nanospider.
Vliv ochlazeni sklicka ¢i oSetfen{ vodni parou také nebyva konzistentni a tyto zasahy je

obtizné pokazdé opakovat stejné, z tohoto diivodu je od nich pfi dalsich experimentech

upusténo a morfologie konkévnich struktur je fizena vyhradné regulaci vlhkosti a teploty.

5.4 Priprava félii za kontrolovanych podminek v klimatizované komore

Na tyto a vSechny nasledujici experimenty zahrnujici pfipravu f6lii byla pouzivéana kli-
matizovana komora série Binder (vyrobce VERKON) poskytnutd Katedrou odévnictvi
(Fakulta textilni, TUL). V této komoie bylo provedeno nékolik experimenti s cilem pii-
pravit sadu olii s co nejkonzistentnéjsi podobou systému konkavnich struktur na vSech

vzorcich.
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Metodika: Pro prvni sadu vzorkt byl namichan 3% roztok PDX v TFE ze Sarze
M20000153. Byly pripraveny t¥i vzorky folii, kazdy ze 2 ml roztoku. Formovani folie
probihalo v klimatizované komote za podminek t = 23 °C, RH = 55 %. Sklicka byla
umisténa vedle sebe na velké Petriho misce, ktera spocivala na rostu uprostied klimati-
zacni komory. Odpafovani rozpoustédla probihalo po dobu 24 hodin, poté byly folie vy-

jmuty z komory a pozorovany pomoci SEM.

Druhéa sada vzorkii byla pripravena z 3% roztoku, na ktery byla pouzita Sarze PDX
S21002279-01 (prvni pouZivana SarZe byla v tento moment zcela spotfebovana). Opét
byly pripraveny tii folie, kazda ze 2 ml roztoku. Kazdé ze sklicek bylo tentokrat umisténo
zvl&st na malou Petriho misku, misky byly rovnomérné rozmistény po klimatiza¢ni ko-
mofe s rozestupy cca 15 cm mezi nimi. Nastavené podminky byly t = 23 °C, RH = 55 %.
Po dobu 5 hodin, béhem kterych probihalo odpafovéani rozpoustédla, byly podminky
v komote kontinualné méfeny (interval ode¢tu hodnot 30 sekund) pomoci ¢del teploty
a relativni vlhkosti pfipojenych na datalogger Vernier LabQuest 1, aby bylo ovéfeno, ze
klimatizacn{ komora udrzuje nastavené podminky stabilni. Z vyslednych dat byl vytvofen
graf (Graf 1 nize). Po uplynuti této doby doslo k odpa¥eni veskerého rozpoustédla a ke

zformovani f6lii, ty byly vyjmuty z komory a opét pozorovany na SEM.

7Z grafu je patrné, Ze podminky v klimatizované komoie se lehce 1isi oproti nastavenym
a kolisaji okolo urcité stfedni hodnoty. Vlhkost byla nastavena na 55 %, ve skutecnosti
kolisala v rozmezi 51,5 az 55,5 %. Teplota byla nastavena na 23 °C, béhem experimentu
se pohybovala zhruba v rozmezi 23 az 24 °C. Vykyvy hodnot nejsou piilis vysoké a od
nastavenych hodnot se pfilis nelisi (vliv na rozdily mezi skute¢nou a nastavenou hodnotou
mohou mit i podminky okolniho prosttedi), lze tedy predpokladat, ze nastavené hodnoty

pomérné dobie odpovidaji skute¢nym podminkam béhem experimentu.
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Graf vyvoje podminek v klimakomore béhem experimentu
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Graf 1: Vyvoj podminek v klimatizované komore béhem experimentu.

Treti sada vzorku byla pfipravena z 3% roztoku PDX (sarze S21002279-01). Sklicka byla
opét rovnomérné rozmisténa po klimatiza¢ni komore s rozestupem alespon 15 cm. Nasta-
vené podminky byly tentokrat RH = 65 %, t = 23 °C, skutetné naméfené podminky se
pohybovaly v rozmezi 61-65 % RH a 22-23 °C. Cilem bylo ovéfit, jaky vliv mé zvySeni
vlhkosti z 55 % na 60-65 % na morfologii struktur vznikajicich diky Breath-figure self-

assembly.

Vyhodnoceni: Ze vSech pripravenych vzorkt byly pofizeny SEM snimky, které jsou vidét
na Obrazcich 17 az 24.
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Predni strana, zvétseni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 17: SEM snimky vzorku ¢. 1 z experimentu v klimatizované komore ¢. 1 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky blizko sebe).

Predni strana, zvétSeni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 18: SEM snimky vzorku ¢. 2 z experimentu v klimatizované komore ¢. 1 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky blizko sebe).
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Predni strana, zvétseni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 19: SEM snimky vzorku ¢. 3 z experimentu v klimatizované komore ¢. 1 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky blizko sebe).

Predni strana, zvétSeni 5000x Pfedni strana, zvétseni 1000x

Obrézek 20: SEM snimky vzorku ¢. 1 z experimentu v klimatizované komore ¢. 2 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky s rozestupy 15 cm).
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Predni strana, zvétseni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 21: SEM snimky vzorku ¢. 2 z experimentu v klimatizované komore ¢. 2 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky s rozestupy 15 cm).

Predni strana, zvétSeni 5000x Pfedni strana, zvétseni 1000x

Obrézek 22: SEM snimky vzorku ¢. 3 z experimentu v klimatizované komore ¢. 2 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 55 %, vzorky s rozestupy 15 cm).
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Predni strana, zvétseni 5000x Pfedni strana, zvétSeni 1000x

Obrézek 23: SEM snimky vzorku ¢. 1 z experimentu v klimatizované komore ¢. 3 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 65 %, vzorky s rozestupy 15 cm).

Predni strana, zvétSeni 5000x Pfedni strana, zvétseni 1000x

Obrézek 24: SEM snimky vzorku ¢. 2 z experimentu v klimatizované komore ¢. 3 (tep-
lota 23 °C, vlhkost 65 %, vzorky s rozestupy 15 cm).
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Diskuse: P1i prvnim experimentu, kdy byly vzorky umistény blizko sebe na jedné velké
Petriho misce, se morfologie v8ech vzniklych f6lii velice lisila — na jedné z folii vznikly
konkavni struktury o prameéru pfiblizné 10-30 um, na druhé félie vznikaly prohlubné
znatelné mensi (o rozméru cca 5-10 ym), na t¥eti folii nedoslo k BFSA viibec. Neni vy-
louceno, zZe pti rozmisténi vzorki takto blizko sebe se navzajem ovliviiuje tok plyni nad
nimi (bud diky vzajemné fyzické blokaci, nebo diky vypafovani plynt z povrchu jednot-
livych vzorka), pfi¢emz intenzita a geometrie proudéni vzduchu nad vzorky ma dle lite-
ratury vliv na pribéh BFSA [87|. Proto byly pi#i nésledujicich experimentech vzorky

rozmistovany dale od sebe, aby byl jejich vzajemny vliv minimalizovan.

Druhy experiment, kde byly vzorky rozmistény dale od sebe na samostatnych Petriho
miskach, vedl ke vzniku f6lii s mnohem konzistentné&jsi strukturou. Nejvétsi konkavni
struktury na téchto féliich dosahovaly rozmért 30-50 ym a v mezerach mezi nimi se misty
vyskytovaly mnohem mensi prohlubné o rozméru okolo 5 um. Nejvice se lisil vzorek ¢islo
3, kde byly prohlubné celkové o néco mensi. To je pravdépodobné zptisobeno tim, Ze
sklicko s roztokem nebylo uloZeno zcela vodorovné a roztok tak b&hem odpafovani roz-
poustédla stekl vice k jedné strané. Rovnomérnost/tloustka vrstvy roztoku, a tedy vy-
sledné folie se zda byt dalsim parametrem, ktery mé vliv na vyslednou morfologii systému

konkéavnich struktur (to je v souladu s odbornou literaturou |88, 89, 90|).

Pri¢inou, pro¢ jsou na foliich pripravovanych pri vlhkosti 55 % a teploté 23 °C pozoro-
vatelné jak velké prohlubné (30-50 pm), tak malé prohlubné (jednotky um), a proé¢ je
usporadani celkové pomérné nepravidelné, je pravdépodobné jev zvany koalescence — spo-
jovani zkondenzovanych kapicek vody do vétsich kapek diive, nez dojde k odpareni ves-
kerého rozpoustédla a ztuhnuti materialu [91|. Pfi zvySeni vlhkosti na 65 % pfi tfetim
experimentu vznikla pravidelné&jsi struktura o uniformné&jsi velikosti konkavnich struktur,
okolo 20 pm. Zvyseni vlhkosti dle [54] vede ke vzniku vétsich pori a dle jejich jednotné&jsi
velikosti, tésnému usporadani a pravidelné&jsi struktury zde pravdépodobné ke koalescenci
nedoslo, nebo jen v omezené mife. Rozdil v koalescenci je pravdépodobné pii¢ina toho,
pro¢ pii zvySeni vlhkosti vznikly mensi prohlubné, coz by mélo byt v rozporu s bézné
platnymi zakonitostmi BFSA — Dle literatury vede obvykle zvySeni vlhkosti k tvorbé
vétsich pora [54, 92|, pripadné je vliv zmény vlhkosti nepatrny (toto chovani pozorovali

naptiklad Zhang et al. pii pouziti roztoku polyvinylbutyralu v ethylacetatu o koncentraci
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40 mg/ml [93]. Vznik mensich pori pii zvyseni vlhkosti je tak nutné pfisoudit jinému

jevu, pravdépodobné pravé rozdilu v koalescenci.

Zavér: Experimenty ukazaly, Ze pouzitd klimatizovand komora muZe byt pomérné
uspésné pouzita k pripravé sad folii se strukturovanym povrchem, které maji vSechny
priblizné stejnou morfologii. Je v8ak potieba dbéat na dodrZeni celé fady parametri,
kromé konzistentnitho nastaveni teploty a vlhkosti zalezi také na fyzickém rozmisténi
vzorku v komote, které pravdépodobné ovliviiuje proudéni vzduchu nad nimi, je také
dilezité zajistit vodorovné ulozeni sklicek a presné davkovani roztoku, aby byla vrstva
roztoku, pokud mozno stejné silnd na vSech sklickach. Toho lze docilit napf. pomoci
vyvazovacich stolkt a presného davkovani roztoku pomoci automatické pipety. Bylo také
zjisténo, Ze regulace teploty méa vyrazny vliv na morfologii systému konkévnich struktur,
kdy pii vlhkosti 55 % obecné vznikaly vétsi prohlubné, nez pii vlhkosti 65 %. Toto cho-
vani je na prvni pohled neobvyklé v porovnani s vysledky reportovanymi v odborné lite-
ratufe, jeho pri¢inou je pravdépodobné rozdilnd mira koalescence vodnich kapek

zpusobené zménou podminek.

Optimalizovany postup piipravy folii s vyuzitim klimatiza¢ni{ komory znézoriuje schéma
na Obrazku 25. Pro dalsi experimenty (povlékiiovani folif a in vitro testovani) jsou vyu-
Zivany folie pfipravované timto zpusobem za vlhkosti 55 % a teploty 23 °C, pokud neni

uvedeno jinak.

e
' ==

1. Pfiprava roztoku 2. Naneseni 3. Umisténi desticek do 4. Sejmuti polymernich
(3% polydioxanon roztoku na hladkou klimatizované komory folii z desticek, kontrola
v trifluorethanolu) sklenénou desticku (t=23°C, RH =55 %) struktury pomoci SEM

Obrazek 25: Schéma optimalizovaného postupu pro pripravu strukturovanych PDX folii.

60



srvrs

5.5 Vliv stari roztoku na morfologii povrchu

Na piipravu vSech vzorkt v dosud popsanych experimentech byl pouzivan roztok pfipra-
vovany den pied experimentem, v dobé umisténi vzorktu do klimatiza¢ni komory byl tedy
roztok vzdy zhruba 24 hodin stary. Nasledujici experiment mél za cil zjistit, zd&d mé stari

roztoku néjaky vliv na morfologii povrchu vysledné folie.

Metodika: Byl pfipraven 3% roztok PDX (Sarze M20000153) v TFE. Pfed pouZitim byl
roztok ponechan 4 dny v klidu za pokojové teploty. Nasledné z néj byly pripraveny folie
za pouziti klimatizované komory s podminkami t = 23 °C, RH = 55 % (postup piipravy

byl popsan v Kapitolach 5.1 a 5.4). Vysledné folie byly pozorovany pomoci SEM.

Vyhodnoceni: Na pripravenych féliich byl pozorovan vznik prohlubni prostfednictvim
BFSA. Na Obrazku 26 nize je uvedeno porovnéani struktury félie pripravené z 24 h

starého roztoku a folie pripravené ze 4 dny starého roztoku.

Z roztoku starého 4 dny, zvétseni 5000x Z roztoku starého 4 dny, zvétSeni 1000x

Obréazek 26: Porovnani morfologie félie pripravené z 24 h starého roztoku a félie pri-
pravené ze 4 dny starého roztoku.
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Morfologie a prumér konkavnich struktur byly podobné jako u f6lii pfipravovanych z 24 h
starého roztoku, povrch struktury se vSak jevil znatelné hladsi. To je pravdépodobné
zpusobeno tim, ze fetézce PDX mohou pii dlouhodobém vystaveni TFE podléhat degra-
daci, ¢imz dochéazi ke zmenseni jejich molekulové hmotnosti. Kratsi fetézce jsou fyzicky

mensi, a tak se pfi utvareni struktury folie usporadaji té€snéji k sobé a vysledny povrch

je proto hladsi.

Zavér: Stari roztoku neméa vyznamny vliv na velikost vznikajicich prohlubni, vede vsak
k vytvoreni struktury s hladsim povrchem. Pfi in vitro testech popsanych v Kapitole 6.6
se nezdélo, ze by hladsi struktura méla vyznamny vliv na bunéénou adhezi a proliferaci,

mnohem vice zalezelo na pritomnosti a velikosti konkavnich struktur.

5.6 Povlaknovani félii PDX a PCL nanovlakny

V ramci tohoto experimentu bylo vyzkouSeno, zda je mozné pripravené PDX folie pokryt
vrstvou PDX a PCL nanovlaken pomoci zafizeni Nanospider pro stejnosmérné elektrické

zvlaknovani.

Metodika: Pro povlakiovani PDX vlakny byl pripraven 10% roztok PDX v TFE stejnym
zpusobem, jako roztok pfipravovany pro vyrobu folii (pouze s rozdilnou koncentraci —

10 hm. % misto 3 %) Metoda piipravy tohoto roztoku je popsana v Kapitole 5.1.

Pro povlédknovani PCL vlakny byl pfipraven 16% roztok PCL rozpusténim granulatu
PCL (M; =45000) v rozpoustédlovém systému chloroform (CHCIl3)/ethanol
(EtOH) /kyselina octova (AA) v hmotnostnim poméru 8:1:1 (vyrobce rozpoustédel:
Penta). Roztok byl michan 24 hodin pfi pokojové teploté, aby doslo k tplnému rozpusténi

polymeru.

Povlakniovany byly PDX félie o rozméru ptiblizné 4,5 x 7 cm, pfipravené v ramci pied-
chozich experimentti metodou popsanou v Kapitole 5.1. Ke tvorb& nanovlédken bylo pou-
zito zafizeni Nanospider NS 1WS500U s pfipojenou klimatiza¢ni jednotkou NS AC150
(Vyrobce: Elmarco). Pred zvlakiiovanim byla vzdy sada PDX {6lif pomoci oboustranné
lepici pasky pfipevnéna ke spunbondové textilii (paska byla aplikovana na rohy materi-
alu, které byly pozdéji odstiizeny), ktera je previjena skrze komoru zvlédkiovaciho zafizeni
jako podklad pro zachytavani nanovlaken (podrobnéji o zafizeni Nanospider pojednava

Kapitola 4.3). Povlakiiovana byla hladka strana folii (ta na které nebyl vytvoren systém
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konkévnich struktur). Pfed povlaknénim folii byl vzdy vyroben vzorek samotnych nano-

vldken primo na spunbond, aby bylo mozné pozdéji porovnat morfologii samotnych na-

novlédken s nanovlakny na folii). Zvlaknovani z 10% roztoku PDX v TFE probihalo

s parametry uvedenymi v Tabulce 2, pro zvlakinovéani z 16% roztoku PCL byly pouzity

parametry uvedené v Tabulce 3. Parametry pro zvlakiovani PCL vychéazeji z vyzkumu

publikovaného Rosendorfem et al., jehoz vysledkem byla PCL vlakna s dobrou cytokom-

patibilitou 48|, pro zvlakiovani PDX byly dle zkuSenosti z pfedchozich experimentii na

KNT zvoleny takové parametry, aby bylo docileno vldken o podobném priméru.

Tabulka 2: Parametry pouzité pro zvlaknovani PDX vlaken.

Vzdalenost mezi elektrodami [mm] 182

Napéti [kV] Elektroda 1 Elektroda 2
-10 +40

Rychlost pohybu cartridge EMW [mm/s] 400

Rychlost previjeni podkladu [mm/min] 28

Primér otvoru priviaku [mm] 0,6

Teplota [°C]

22 nastaveno, realné naméreno ~25

Relativni vlhkost vzduchu [%)]

55

Tabulka 3: Parametry pouzité pro zvldknovani PCL vldken.

Vzdalenost mezi elektrodami [mm)] 174
Napéti [kV] Elektroda 1 Elektroda 2
-10 +40

Rychlost pohybu cartridge EMW [mm/s] 480

Rychlost previjeni podkladu [mm/min] 40

Priimér otvoru priviaku [mm] 0,6

Teplota [°C] 22

Relativni vihkost vzduchu [%] 50

Po ukonceni zvldkiiovani byly povlaknéné folie sejmuty ze spunbondu a byly z nich vy-

stfizeny vzorky pro pozorovani pod SEM. Pro SEM byl odebrén také vzorek vldken na-

vlaknénych pfimo na spunbondu.
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Vyhodnoceni: Nize (Obrazek 27 az 30) jsou uvedeny SEM snimky samostatnych nano-

vldken a snimky vldken navlaknénych na folii.

Zvétseni 5000x ZvétSeni 1000x
Obrazek 27: SEM snimky samostatnych PDX nanovldken zvldknénych na spunbond.

ZvétSeni 5000x ZvétSeni 1000x
Obrazek 28: SEM snimky PDX nanovldken zvldknénych na hladkou stranu PDX félie.
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Zvétseni 5000x ZvétSeni 1000x
Obréazek 29: SEM snimky PCL nanovldken zvlaknénych na spunbond.

Zvétseni 5000x ZvétSeni 1000x
Obréazek 30: SEM snimky PCL nanovliken zvlaknénych na hladkou stranu PDX félie.

Diskuse: Ze snimki je patrné, ze morfologie vldken nanesenych na folie se vyrazné nelisi
od morfologie vldken zvlaknénych samostatné na spunbond. PDX tvoii hladka vldkna
bez patrnych kapek nebo defektt, z nichZ nejsilnéjsi maji primér okolo 1 mikrometru
a mnohem d&etnéjsi tenci vlakna dosahuji tloustky v fadu stovek nanometri, nejéastéji
okolo 300-400 nm (méFeni praméri vlaken je popsano v Kapitole 6.3). PCL tvoii mnohem
méné usporadand vldkna, kterd jsou protkédna mnozstvim kapek rtznych velikosti, od
velmi malych, o rozmérech srovnatelnych s rozméry vlaken (stovky nm aZz mikrometry),
po pomérné velké o rozmérech v fadu desitek mikrometri. Tloustka vldken je srovnatelna

s PDX vlékny (viz histogramy v Kapitole 6.3).
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Pouziti PCL vlaken o této morfologii ma vyznam, protoZe dle série studii publikované
J. Rosendorfem et al. [48, 84, 94| jsou biokompatibilni a nevyvolavaji nezadouci imunitni
odezvu, coz bylo dokézano sérii in vitro a in vivo testd. Strana materidlu pokryté témito
vlakny by tak méla podporovat bunéénou adhezi a proliferaci. Polydioxanonova vlakna
maji na pohled odlisnou morfologii, dosahuji vSak podobnych rozméru a o jejich pouziti
v biomedicing také existuji zaznamy v odborné literatute |36, 95|. Pfi pouziti PDX vléken
ocekavat dobrou adhezi mezi obéma komponentami, protoze se jedna o stejny polymer,
z jakého je vyrobena folie, a navic se lze vyvarovat vlivu na lokalni pH, ktery je spojeny
s degradaci PCL vlaken [95, 96|. Kromé toho by se jednalo o zajimavou ukazku toho, ze
samotné morfologie materialu muZe ovlivnit bunécnou interakci a pripravky pro cilené

Fizeni bunécné proliferace tak mohou byt vyrabény pouze z jednoho typu polymeru.

Zavér: Podarilo se aspésné pokryt hladké strany PDX f6lii dvéma riznymi typy nano-
vlaken. Tim byl pfipraven dvouvrstvy material, jehoz cytotoxicita a vliv na bunéénou

proliferaci byly pozdé&ji otestovéany in vitro (viz Kapitola 6.5 a 6.6).
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6 CHARAKTERIZACE A IN VITRO TESTY

6.1 Charakterizace morfologie folii optickym profilometrem

Dva vzorky folii pfipravené optimalizovanym postupem s vyuzitim klimatiza¢ni komory
(viz Kapitola 5.4) byly charakterizovany optickym profilometrem Sensofar S Neox, ktery
poskytuje informace o trojrozmérné struktufe povrchu materiali. Prvni vzorek zastupo-
val folie s vétsimi prohlubnémi, dle SEM snimki o priméru cca 20-25 pm (pfiblizné
odpovida foliim pripravovanym pii vlhkosti 55 %, které maji konkavni struktury v roz-
mezi 20-40 ym), druhy vzorek mél t&sn&jsi strukturu prohlubni o priméru okolo 10 yum,
ktera spiSe odpovida vzorktm pripravovanym pii 65 % RH, i kdyZ nékdy se vyskytovala
i na ¢astech folii pripravovanych pti 55 % RH. Analyzovana oblast méla pro oba vzorky
rozmér cca 340 x 280 um. Na pfimce diagondlné protinajici méfenou oblast byl u obou
vzorku urcen profil materidlu a byla nékolikrat ur¢ena hloubka prohlubni jako rozdil mezi
lokalnim minimem a maximem profilu. Vysledky analyzy prvniho vzorku (s vétsimi pro-

hlubnémi) jsou uvedeny niZe na Obrazku 31 (na 3D modelu neni podél vsech os stejné

méfitko, reliéf je roztazeny podél osy z).

SEMsnimek 3D model reliéfu

B

10.92 ym

Profil diagonaly nasnimané oblasti
mm . - [ @ . B B E : 7 EE

z (um)

b » b o w o

v

0 60 120 180 240 300 360 420
X (Hm)

Obrézek 31: Vysledek analyzy prvniho vzorku (félie s vétsimi prohlubnémi).

Hloubka konkavnich struktur na prvnim vzorku byla méfena na osmi mistech profilu,

primérnd naméfena hloubka je 7,6 + 0,8 pm.
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Vysledky analyzy druhého vzorku (s mensimi prohlubnémi) jsou uvedeny niZe na Ob-

razku 32.

3D model reliéfu

10.92 ym

338400  -15.25pm

z (um)

-9 3 l in A
0 60 180 240 300 360 420
120 X (um)

Obrézek 32: Vysledek analyzy druhého vzorku (félie s mensimi prohlubnémi).

Hloubka konkavnich struktur na druhém vzorku byla méfrena na dvanacti mistech profilu,

prumérna nameéfend hodnota je 3,9 * 0,8 um.

Zavér: U folii pripravenych pii 65% rel. vlhkosti dosahuje hloubka prohlubni podobnych
hodnot, jako jejich polomér, mtuzeme tedy predpokladat, ze prohlubné jsou témér pulku-
lové otisky vodnich kapek zkondenzovanych na povrchu b&hem procesu odparfovani roz-
poustédla a tuhnuti polymeru. U folii pFipravenych pii 55% vlhkosti je hloubka spiSe
mensi nez pramér, coz by mohl byt dalsi dikaz, ze tyto vétsi prohlubné vznikaji procesem

koalescence, tedy spojenim nékolika mensich, ptuvodné kulovych, kapek.

Obzvlasté u vétsich konkavnich struktur je hloubka ve stejném fadu, jako rozmeér euka-
ryotnich bunék, coz by mohlo hrat roli v mife bunééné proliferace na povrchu takto
strukturovaného materialu — bunky adherované uvnit¥ prohlubni jsou ze vSech stran

(mimo horni) fyzicky blokovany materialem.
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6.2 Méfeni tloustky folii

K urcéeni tloustky pfipravenych fo6lii a nanovlakennych nanosi byl pouzit analogovy
tloustkomér (model neznamy, piresnost 0,01 mm). Metoda méfeni vychézela z normy
DIN 53855 pro méfeni tloustky netkanych textilif: Zafizeni méfi tloustku materialu
o ploge priblizné 2500 mm? pii zatiZzeni odpovidajicimu tlaku 0,5 kPa. Odecet hodnot
probihal ptiblizné 10 sekund po zatiZeni. Méfeno bylo 10 hodnot na vzorkach nanovléken
a nepovlaknénych folii a pouze 5 hodnot tloustky povldknénych f6lii, z duvodu jejich malé

celkové plochy.

Nejprve byla méfena tloustka jedné z nepovlaknénych PDX folii, pfipravenych postupem
s vyuzitim klimatizované komory pii relativni vlhkosti 55 % a teploté 23 °C (Kapitola
5.4.). Pramérna naméfena hodnota byla (0,5 + 0,2) mm. Nasledné byla proméfena folie
povlaknéna vrstvou PDX vlaken, jejiz tloustka byla rovna (0,44 + 0,07) mm. Tloustka

folie pokryté PCL vlakny byla urc¢ena jako (0,44 + 0,06) mm.

Protoze tloustky povlaknénych a nepovlaknénych f6lii jsou vzajemné pomérné podobné
a jsou zatizeni velkou nejistotou méfeni, neni mozné spolehlivé urc¢it tloustku nanosu
nanovldken porovnanim tloustky nepovlaknéné a povldknéné folie. Z toho duvodu byla
zméfena tloustka samotnych PCL a PDX vrstev navlaknénych na spunbondu, na kterém
byly pri povlakinovani upevnény i folie. Tloustka spunbondu s PDX vlakny byla urdena
jako (0,34 + 0,02) mm a tloustka spunbondu s PCL vlakny jako (0,39 + 0,05) mm.
Poté byla zméfena tloustka samotného (nepovlaknéného) spunbondu, naméfend hodnota
byla (0,2 + 0,02) mm. Po odec¢teni lze usoudit, Ze vrstva nanosu PDX zfejmé dosahuje
tloustky okolo 0,1-0,15 mm, tloustka nanosu PCL vlaken se jevi byt o néco silngjsi

a mohla by lezet v rozmez{ 0,15-0,25 mm.

Zavér: Pomoci tloustkoméru byla urcena priblizna tloustka folii a nanovldkennych néa-
nosu. Zda se, Ze tloustka folif se pohybuje okolo 0,5 mm, nanos nanovlédken pak dosahuje
mocnosti cca 0,1-0,25 mm. Hodnoty jsou velmi orientaéni, protoze z divodu malého roz-
méru folii nebylo moZné provést velké mnoZstvi méfeni na stejném vzorku, folie jsou
navic obvykle po pfipravé lehce zvlnéné, a protoze se jedna o pomérné pevny a pruzny

material, je mozné, Ze toto zvlnéni vnasi do méfeni dalsi nepiesnost.
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6.3 Meéreni charakteristickych rozméru konkavnich struktur a viaken

Pomoci Java aplikace ImageJ byly zméreny charakteristické rozméry (tloustka vlaken
a pramér prohlubni) na SEM snimcich {6lii a nanovlaken pfipravenych v ramci experi-
mentli popsanych v pfedchozich kapitolach. Pro uréeni priméru konkavnich struktur
byla nejprve v softwaru oznacena plocha prohlubné (S) a primér (d) byl nasledné dopo-
¢itan pomoci vzorce d = 2,/S/m, kde m je Ludolfovo ¢islo (je predpokladano, Ze pro-
hlubné maji ptiblizné kruhovy tvar). Pramér vlaken byl méfen pfimo pomoci oznaceni
kolmého prifezu vlakna na dobfe viditelné ¢asti tseckou s kolmicemi. Z naméfenych

hodnot byl vzdy sestrojen histogram.

Prvni méfeni bylo provedeno na snimku f6lie s vétsimi prohlubnémi (zvétseni 500%), pii-
pravené pii relativni vlhkosti 55 %. Tato folie reprezentuje vétsinu folii pripravovanych
a pouzivanych béhem experimenti v praktické ¢asti. K vypoctu priméru bylo na snimku

oznaceno 164 riznych prohlubni (Gervené vybarvené oblasti na levé ¢asti Obrazku 33).

Pocet (--)

S o @ YA 15 Pramér (um)

Obrézek 33: Analyzovany SEM snimek folie s vétsimi prohlubnémi a histogram vypoc-
tenych primérti.

Vynechany byly prohlubné, které se prilis tésné dotykaly jiz oznacenych prohlubni (soft-

ware dvé dotykajici se oblasti povazuje za jednu) a prohlubné velmi nekulatého tvaru.

Z namétenych dat vyplyva, ze pramérny pramér prohlubni na prvni folii je (34 + 5) pm.

Stejnym zptsobem bylo provedeno méfeni na snimku vzorku folie (zvétSseni 1000x) pri-

pravené pii vlhkosti 65 %. Méfeno bylo celkem 162 konkavnich struktur.
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Pocet (--)

Pramér (um)

Obrazek 34: Analyzovany SEM snimek félie s mensimi prohlubnémi a histogram vypoc-
tenych priméri.

Z naméfenych dat vyplyva, Ze prumérny pramér prohlubni na druhé folii je

(19 = 3) pm. Dale bylo zméfeno 100 prameéri vlaken na snimku PCL vldken (zvétSeni

5000x), pfipravenych postupem popsanym v Kapitole 5.6:

Pocet (--)
o
o

Praimér (um)

Obréazek 35: Analyzovany SEM snimek PCL vldken a histogram naméfenych primeérit
vldken.

Z namé&ienych dat vyplyva, ze prumérny primér PCL vlaken je (0,4 + 0,3) pm. Na
analyzovaném tseku materidlu vyrazné pfevazuji vlakna o priméru 200-400 nm, pii-

tomna jsou vSak také silngjsi vldkna, kterd dosahuji priméru i pfes 1 mikrometr.
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Nakonec byl obdobné analyzovéan i SEM snimek pfipravenych PDX vldken (zvétSeni

5000x). Méfeno bylo opét 100 riznych vlaken:

70
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Obrazek 36: Analyzovany SEM snimek PDX vlaken a histogram namérenych priméri
vidken.

7 naméfenych dat vyplyva, Ze primérny primér PDX vlaken je (0,5 + 0,3) pm. Dis-
tribuce jednotlivych priméra je podobné jako u PCL vlédken, vice jsou vSak zastoupeny

v,

silngjsi vlakna.

Zavér: Z naméfenych a vypoctenych dat vyplyva, Ze prumérnéd velikost konkévnich
struktur na foliich p¥ipravovanych pii 55% vlhkosti se pohybuje okolo 35 mikrometri,

zvyseni vlhkosti tento primér snizi zhruba na polovinu. Podrobnéjsi diskuse vlivu vlh-

kosti na morfologii folie je uveden v zavéru Kapitoly 5.4.

Oba typy nanovlakennych materialit dosahuji podobnych priaméri jednotlivych vlaken.
Nejvice zastoupena jsou v obou piipadech vlakna o priméru okolo 200-400 nm, v mensi
mife se vyskytuji vldkna o primeéru pfes 1 mikrometr. Biokompatibilita nanovldken pii-
pravenych stejnym zptisobem byla jiz testovana, 1ze tedy o¢ekavat dobrou miru bunééné

adheze a proliferace [48, 84, 94].
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6.4 Urceni smacivosti mérenim kontaktniho uhlu

Méfeni kontaktniho thlu poskytuje informaci o smécivosti materialu. Méfeni obvykle
probiha na kapce testovaci kapaliny prisedlé na povrch testovaného materidlu. Kontaktni
uhel je pak definovan jako thel, ktery svira te¢na povrchu kapaliny (vedena v bodé kon-
taktu se vSemi tfemi fazemi — materidlem, kapalinou a okolnim prostiedim) s povrchem
materidlu [97]. Pokud je kontaktni thel mensi nez 90 °, prevladaji adhezni sily mezi
materidlem a kapalinou nad koheznimi silami, ptisobicimi vzajemné mezi molekulami
kapaliny. Pokud thel prekracuje 90 °, prevladaji misto toho kohezni sily kapaliny. Cim
vy$si jsou adhezni sily, tim vySsi je povrchové energie materidlu. Nejcastéji pouzivanou
testovaci kapalinou je voda, podle smacivosti vodou lze materidly délit na hydrofilni
(kontaktni thel <90 °) a hydrofobni (kontaktni thel >90 °). Mé&feni kontaktniho thlu
ma v biomedicing vyznam, protoze mira bunééné proliferace na polymernim scaffoldu je

obvykle pfimo tmérna jeho hydrofilité [98].

Metodika: Pro méteni byl pouzit pfistroj See System od spole¢nosti Advex Instruments,
umoznujici statické méreni kontaktniho thlu pfisedlé kapky. Z testovanych materidla
(hladké strana folie, strana folie s malymi prohlubnémi (primér okolo 10 ym), strana
folie s velkymi prohlubnémi (primér 20-25 pm), PCL vladkna a PDX vlédkna) byly odstfi-
zeny kusy o rozmérech priblizné 2 x 5 cm a pomoci oboustranné lepici pasky byly upev-
nény na laboratorni sklicka. Méfeni probihalo nasledovné: Na testovany material
umistény na posuvny stolek byla nanesena kapka destilované vody o objemu 8 ul pomoci
automatické pipety. Nasledné byl CCD kamerou potizen snimek kapky, na kterém byl
pomoci softwaru zméfen kontaktni thel. Méfeni bylo opakovano desetkrat pro kazdy
testovany material. Protoze materialy vykazovaly spiSe hydrofilni chovani, byl pouzit
kontinuélni rezim, kdy kamera snimala obraz kazdych 0,3 sekund. Mé&Feni poté probihalo
na prvnim snimku, kde kapka zcela dosedla na material. Po skonceni méreni byl softwa-
rem See System vypocitan prumérny kontaktni thel vcetné smérodatné odchylky pro
kazdy material, a také volna povrchova energie podle Kwokova-Neumannova modelu

99].

Vyhodnoceni: Vypoctené vysledky, zaokrouhlené dle odchylky na jednu platnou ¢islici,

jsou shrnuty v Tabulce 4:
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Tabulka 4: Vysledky méreni kontaktniho thlu a vypoc¢tu volné povrchové energie.

Material Kontaktni uhel [°] | Volna povrchova energie [mJ - m™]
Folie — hladka strana 40 +20 58+7

Félie s mensimi prohlubnémi 60 £ 30 50+ 20

Félie s vétSimi prohlubnémi 6719 437

PCL vldkna 40+ 20 60+ 20

PDX vlakna 17+6 703

Zavér: Ackoliv méfeni nebylo prili§ presné kvili velkému rozptylu namérenych hodnot
kontaktnich thla pro jednotlivé vzorky, z dat vyplyvéa, ze strana folie se systémem kon-
kavnich struktur je obecné hydrofobné&jsi nez hladka strana folie nebo nanovlakna. To je
jeden z faktori, ktery by mohl pfispivat nizsi mife buné¢éné proliferace na strukturované
strané folie. Za zminku stoji rozdil mezi PDX nanovlakny a PDX f6lii strukturovanou
prohlubnémi — ackoliv se chemicky jedna o ten samy material, bez dodateénych modifi-
kaci ménicich chemické sloZeni, mira smacivosti se pomérné znatelné lisi. To dokazuje,
Ze stejny material mize mit rizné povrchové vlastnosti v zavislosti pouze na morfologii

jeho povrchu.

6.5 Testy toxicity povlaknénych falii

Cilem tohoto testu je ovéfit, ze je vyrobeny dvouvrstvy material sém o sobé netoxicky
pro bunky. Samotné pouzité polymery jsou netoxické a pouzivaji se v biomedicinskych
aplikacich (viz Kapitola 3), potencialni toxicita by ale mohla byt zpiisobena pFitomnosti
reziduélnich rozpoustédel. Testy byly provadény dva. Prvni test slouzil k vyvraceni to-
xicity nepovlaknéné folie. Protoze rozpoustédlo (TFE) se mize z folie postupné odpaio-
vat, byl test proveden na dvou vzorcich folii rtizného stafi — 4 a 12 tydni. Druhy test

slouzil k vyhodnoceni toxicity folii pokrytych nanovlakny a toxicity vlaken samotnych.

Metodika: Testy toxicity byly provedeny podle normy ISO 10993:5 — Biologické hodno-
ceni zdravotnickych prostiedkii — Zkousky na cytotoxicitu in vitro [100|. Vzorky kazdého
ze zkoumanych materialti (nepovlédknéna folie, folie povldknéna PCL vlakny, folie povlak-
nénd PDX vlakny, samotnd PCL vlakna a samotna PDX vlédkna) byly nastfihédny na
malé kusy a pfed experimentem sterilizovany ethylenoxidem. Po sterilizaci byly vzorky

tyden odvétravany.
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Toxicita byla testovana na 8. paséazi linii mySich fibroblast 3T3. Tato linie byla nejprve
zpasazovana a to nasledujicim postupem: Z kultivaéni lahve bylo odsato staré kultivaéni
médium a dno lahve bylo oplachnuto fosfatovym pufrem (PBS). Nasledné bylo do lahve
napipetovano malé mnozstvi roztoku trypsinu, pfedem ohiatého ve vodni lazni na 37 °C.
Kultivacni ldhev byla umisténa na 4 minuty do CO2 inkubatoru. Pod mikroskopem bylo
zkontrolovano, zda doslo k oddéleni bunék od podkladu. Nésledné bylo dno ldhve néko-
likrat oplachnuto bunéénym médiem DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, objem
dvojnasobny oproti trypsinu), aby doslo k deaktivaci trypsinu a ke splachnuti co nejvét-
$tho mnozstvi uvolnénych bunék. Vznikla bunééné suspenze, z niZz byl odebran vzorek do
mikrozkumavky. K tomuto vzorku suspenze byla pfidédna trypanova modf (v objemovém
poméru 1:1), vysledny roztok byl napipetovan do testovaci desti¢ky a vloZen do optického
cytometru. Analyzou na cytometru byla uréena viabilita a koncentrace bunék v suspenzi.
Suspenze byla naredéna DMEM ohfatym na 37 °C tak, aby vznikl roztok o koncentraci
10* bunek/ml.

K testovani byly pouzity dvé 96jamkové mikrotitracéni desticky. Do jamek bylo napipe-

tovano po 100 ul bunééné suspenze nasledujicim zpiisobem:

o 1. desticka: 36 jamek pro testovani nepovlaknéné folie staré 4 tydny; 36 jamek pro
testovani nepovlaknéné folie staré 12 tydni; 12 jamek pozitivni kontrola; 12 jamek
negativni kontrola

o 2. destiCka: 12 jamek pro testovani folie povlaknéné PDX vlakny; 12 jamek pro tes-
tovani folie povldknéné PCL vlakny; 12 jamek samotnych PDX vlédken; 12 jamek

samotnych PCL vladken; 12 jamek pozitivni kontrola; 12 jamek negativni kontrola

Desti¢ky s buné¢nou suspenzi byly kultivovany v inkubatoru po dobu 24 hodin. Z kaz-
dého z testovanych materiala byl pfipraven vyluh (koncentrace 10 mg materialu na 1 ml
DMEM, louhovéni probihalo po dobu 24 h za stalého michéani a inkubace pti 37 °C). Za
stejnych podminek byl inkubovéan také roztok DMEM, ktery poslouzi jako zaklad roztoku

pro pogzitivni a negativni kontrolu.

Po 24 h byly desticky s nasazenymi buiikami vyjmuty z inkubatoru a pod optickym mi-
kroskopem byl zkontrolovan stav bunééné populace. Nasledné bylo ze v8ech jamek odsato
kultivaéni médium a nahrazeno po 100 pl vyluhu pfislusnych testovanych materiala (dle

klice uvedeného vyse), po 100 pl ¢istétho DMEM inkubovaného pii 37 °C pro jamky
75



odpovidajici negativni kontrole (negativni kontrola pfedstavuje prostiedi netoxické pro
buiiky a je vi¢i ni posuzovana viabilita bunék na testovanych vzorcich) a po 100 ul 0,1%
roztoku Tritonu X-100 pro jamky odpovidajici pozitivni kontrole (Triton X-100 je povr-
chové aktivni latka, ktera narusuje fosfolipidovou membranu a zptsobuje bunéénou lyzi,
pozitivni kontrola tedy simuluje prostiedi pro buiiky toxické). Desticka s vyluhy a kon-

trolami byla na dalsich 24 hodin umisténa do inkub&toru.

Po 24 hodinach byla vyhodnocena viabilita bunék prostfednictvim testu metabolické ak-
tivity CCK-8 (Cell Counting Kit-8). Klicovou komponentou této testovaci sady je che-
mikélie WST-8, coz je tetrazoliova sill rozpustna ve vodé, kterou jsou metabolicky aktivni
buiky schopné prostrednictvim enzymu dehydrogenazy transformovat na formazan. Ten
mé oranzovou barvu a vyznamné absorbuje svétlo vinové délky 450 nm. Pomoci UV /Vis
spektrofotometru je poté mozné zmérit absorbanci a porovnanim s kontrolnim méfenim

urc¢it viabilitu bunék.

Pro test byl pfipraven 10% roztok CCK-8 v DMEM. Z jamek se vzorky, s pozitivni
a s negativni kontrolou bylo odsato médium. Jamky byly proplidchnuty PBS. Do kazdé
jamky bylo pridano 100 ul 10% roztoku CCK-8. Kultiva¢ni desti¢ky se vzorky byly umis-
tény na 3 hodiny do inkubétoru. Nasledné byla na UV /Vis spektrometru zméfena absor-
bance roztokidl v jednotlivych jamkéch pro vlnovou délku 450 nm, kterd je umérna
koncentraci formazanu vyprodukovaného metabolicky aktivnimi bunikami. Absorbance
byla pfepo¢itana na viabilitu bunék vztazenim k negativni kontrole (hodnota absorbance
naméfend pro negativni kontroly byla vzata jako 100% viabilita). Aby mohl byt vzorek
povazovan za netoxicky, musi byt jeho viabilita (v€etné chybového intervalu statistické

odchylky) vyssi nez 70 % oproti negativni kontrole.

Vyhodnoceni: Po zméfeni absorbance byly hodnoty piislusné kazdému ze vzorkt zpri-
mérovany a znazornény graficky, véetné chybovych tsefek znazoriiujicich smérodatnou
odchylku. Graf 2 znazoriiuje hodnoty testovéni nepovlaknénych folif a Graf 3 hodnoty

pro povlaknéné folie a nanovlakna (Grafy jsou uvedeny na nasledujici strance).
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Graf 2: Cytotoxicita nepovidknénych folii.  Graf 3: Cytotoxicita povlaknénych folif

a nanovlaken.

N

(u obou grafii zna¢i ¢ervend linie limitni hranici bunécné viability, pod kterou je materidl pova-
zovan za toxicky. PK = pozitivni kontrola = prostiedi pro buiniky toxické. NK = negativni kon-

trola = prostredi pro buiiky netoxické)

Zavér: Zédny z testovanych vzorkt neni dle normy ISO 10993:5 cytotoxicky. Cytotoxi-
cita by u téchto materiali mohla byt zptlisobena predevsim uvolhovanim toxickych davek
reziduf rozpoustédel, test tuto moznost vyvratil. P¥itomnost rezidualnich rozpoustédel by
do budoucna bylo vhodné ovéfit i jinak, napf. chemickymi testy. Pro tuto praci je vSak
zésadni predevsim dtikaz, Ze material neni cytotoxicky a lze na ném provést in vitro test

bunééné proliferace.

6.6 In vitro testy bunécné proliferace

Cilem tohoto experimentu je zjistit, do jaké miry dochazi k bunééné proliferaci na dvou-
vrstvém materidlu sestéavajicim z PDX folie, jejiz jedna strana je pokryta konkavnimi
strukturami v rozméru Fadu desitek mikrometri, a druhé strana je povldknéna dvéma

riznymi typy nanovlaken (PDX a PCL).

Metodika: K testovani bylo pouzito celkem 12 PDX polymernich f6lii, pFipravenych me-
todou popsanou v Kapitolach 5.1 a 5.4. Pri pripravé byla pouzita teplota 23 °C a vlhkost
55 stupnu, byly tedy ziskany félie se stfednim prumérem konkévnich struktur cca 35 um
(ur€eni stfedniho priiméru prohlubni je popsano v Kapitole 6.3). Ctyfi folie byly pouzity
bez dalsich uprav, 4 byly z hladké strany povldknény PCL nanovldkny a 4 byly povlak-

nény PDX nanovlakny (k pfipravé nanovliken bylo pouzito zafizeni Nanospider,
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metodika povlakiiovani je popsédna v Kapitole 5.6). Dale byly pfipraveny samostatné
vzorky PCL a PDX nanovlaken. Ze v8ech materialii byly vystfiZzeny kulaté vzorky o pri-
méru priblizné 1 cm a rozmistény do 24jamkovych kultiva¢nich desticek. Byly pTfipraveny
dvé sady materialti — na testovani po 2 a po 6 dnech. Od kazdého testovaného materialu
byly pfipraveny tfi testovaci vzorky a jedna negativni kontrola (samotny material bez
osazeni buiikami). Pro kazdy testovaci den byly také pfipraveny t¥i pozitivni kontroly
(bunééné médium osazené bunkami bez testovaciho materidlu). Kromé toho byly z kaz-
dého z testovacich dnti pfipraveny vzorky na fluorescenéni mikroskopii a na SEM. Vzorky
byly zatizeny sklenénymi krouzky a vSechny desticky se vzorky byly sterilizovany ethy-

lenoxidem a tyden odvétravéany.

Vychozi bunéénou kulturou byla 20. paséaz linie my8ich fibroblastti 3T3. Tato linie byla
zpasdzovana, stejnym postupem, jaky byl popsan v Kapitole 6.5. Tim byla ziskdna bu-
nécna suspenze, ktera byla nafedéna tak, aby obsahovala priblizné 10* bunék/ml. Do
kazdé jamky obsahujici vzorek na test metabolické aktivity, vzorek na mikroskopii a také
do jamek pro pozitivni kontroly byl napipetovan 1 ml nafedéné bunécéné suspenze. Do
kazdé z jamek s negativni kontrolou bylo napipetovéano 1 ml DMEM bez bunék (negativni
kontrola pii testu proliferace predstavuje material bez bunék, namérend hodnota absor-
pii testu toxicity, kde negativni kontrola predstavuje netoxické prostiedi a tedy 100%
viabilitu bunék). Do provedeni dalsich testt byly kultiva¢ni desticky se vzorky uchovany

v CO2 inkubéatoru.

Kultivace prvni sady vzorki probihala po dobu dvou dni, kultivace druhé sady po dobu
Sesti dnii. Po kazdém z téchto intervali byl proveden test metabolické aktivity a byly

pripraveny vzorky na fluorescenéni a elektronovou mikroskopii.

Testovani metabolické aktivity pomoci CCK-8: Princip CCK-8 testu metabolické akti-
vity a jeho pribéh byl popsin v Kapitole 6.5. Test v tomto piipadé probihal obdobnym

zpusobem.

Hodnoty absorbance ziskané méfenim na UV /Vis spektrometru byly pro kazdy testovany

material zpramérovéany a vlozeny do grafu (Graf 4 na nasledujici strance).
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Graf 4: Namérend absorbance pro jednotlivé vzorky.
(Linie oznac¢ena ,,NK* znad¢i pribliznou hodnotu absorbance prislusnou negativni kontrole, ktera
pro vSechny vzorky vychézela okolo 0,33)

Z grafu je patrné, zZe naméfena absorbance (a tedy viabilita bunék) je vzdy znatelné vyssi
na strané folie s nanovlakny nez na strané folie s konkdvnimi strukturami. Hladka strana
nepovlaknéné folie mé viabilitu jen o mélo vyssi nez strana s prohlubnémi. Tyto vysledky
koreluji s pfedpokladem, Ze strukturované strana félie neposkytuje piiznivé prostiedi pro

rust a diferenciaci bunék, naopak nanovlakna funguji jako scaffold a rist bunék stimuluji.

Fixovani a barveni vzorka pro mikroskopii: Ze vSech jamek desticek se vzorky pro mi-
kroskopii bylo odsato médium a byly proplachnuty PBS. Nasledné byl do kazdé jamky
napipetovan 1 ml 2,5% roztoku glutaraldehydu, ktery slouzi k fixaci bunék. Desti¢ky byly

nésledné umistény do lednice.

Po pfiblizné 30 minutach byly desticky vyjmuty z lednice a roztok glutaraldehydu byl
odsat pipetou. Jamky se vzorky byl proplachnuty PBS. Nasledné byl do kazdé z jamek
ur¢enych pro FM napipetovéan piiblizné 1 ml pfedem pfipraveného permeabilizacniho
roztoku (PBS + Triton X-100 + fetalni bovinni sérum) k naruseni bunéénych membran
a umoznéni vstupu barviv do bunék. Tento roztok na vzorky ptisobil 5 minut, nasledovalo
odsani a proplach PBS. Poté bylo do vSech jamek napipetovano 300 pl roztoku FITC

(peptid phalloidin nesouci barvivo fluorescein — latka se vaze na cytoskelet bunék, ale
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také na nanovlédkenny scaffold). V tomto roztoku byly vzorky ponechény 30 minut. Po
vyplachu PBS nésledovalo pfidani DAPI — barviva, které se vaze na DNA v bunétném
jadie (preferenéné na bazové pary adenin-thymin). Po péti minutach pisobeni byl roztok
DAPI odsat, vzorky byly proplachnuty PBS a v roztoku PBS byly ponechény az do
zahajeni prace s mikroskopem, aby se zamezilo vyschnuti. ProtoZe barviva jsou citliva na

svétlo, byla desticka pred mikroskopovénim obalena alobalem.

Série vzorku urcend pro pozorovani elektronovym mikroskopem byla odvodnéna vzestup-
nou ethanolovou fadou — z jamek bylo odsato médium, do kazdé z nich byl napipetovan
cca 1 ml 60% roztoku ethanolu, po 5 minutach ptisobeni byl roztok odsat a postup byl
opakovan se 70%, 80%, 96% a 100% ethanolem. Po odsati 100% ethanolu byly vzorky

ponechany bez roztoku k vyschnuti.

SEM snimky: Na skenovacim elektronovém mikroskopu byly pofizeny snimky vSech
vzorkl po dvou i Sesti dnech kultivace, na kterych je patrné, jakym zptisobem a do jaké

miry jsou jednotlivé materialy portstany bunkami. Vybrané snimky jsou uvedeny nize:

e Obrazky 37 a 38 znézoriiuji vybrané snimky bunék na strukturovanych stranéch foli
(nepovlédknénych i povlaknénych) po dvou a Sesti dnech kultivace.

o Obrézek 39 znazoriiuje vybrané snimky bunék na hladké nepovlaknéné strané folie
po dvou a Sesti dnech kultivace.

e Obrézek 40 znazorhuje vybrané snimky bunék na PDX vlaknech navldknénych na
folii po dvou a Sesti dnech kultivace.

e Obrézek 41 znazorhuje vybrané snimky bunék na PDX vlaknech navldknénych na
folii po dvou a Sesti dnech kultivace.

e Obrézek 42 znazorhuje vybrané snimky bunék na samostatnych PDX a PCL vldknech

po dvou a Sesti dnech kultivace.
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Zvétseni 5000x

Zvétseni 5000x Zvétseni 5000x

Obréazek 37: Bunécné proliferace na strukturovanych strandch folii, po 2 dnech kulti-

vace.
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Zvétseni 2500x Zvétseni 5000x

Obréazek 38: Bunécné proliferace na strukturovanych strandch folii, po 6 dnech kulti-

vace.
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Po dvou dnech, zvétSeni 1000x Po dvou dnech, zvétSeni 5000x

Po Sesti dnech, zvétSeni 1000x Po Sesti dnech, zvétSeni 2500x

Obréazek 39: Bunécné proliferace na hladkych stranach folii.
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Po dvou dnech, zvétseni 2500x

Po Sesti dnech, zvétSeni 500x Po Sesti dnech, zvétSeni 1000x

Obrézek 40: Bunécna proliferace na stranach folif povidknénych PDX vlakny.
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Po dvou dnech, zvétseni 2500x

Po Sesti dnech, zvétSeni 1000x Po Sesti dnech, zvétSeni 2500x

Obrazek 41: Bunécnéa proliferace na stranach félii povlaknénych PCL vldkny.
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PDX, po dvou dnech, zvétseni 1000x PCL, po Sesti dnech, zvétSeni 1000x

Obrazek 42: Bunécnéa proliferace na samostatnych PDX a PCL vldknech.
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Snimky z fluorescenc¢niho mikroskopu: Na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu nize
(Obrazek 43 az 45) je dobfe patrné rozmisténi a pocet bunék na snimanych oblastech.
Modfe jsou zbarvend jadra bunék obarvené barvivem DAPI, zelené jsou cytoskelety bu-

nék vazajici FITC. V8echny snimky jsou pofizeny s 20x zvétSenim.

50 ym
A
Strana s prohlubnémi nepovlaknéné félie Hladka strana nepovlaknéné félie po
po 2 dnech kultivace 2 dnech kultivace

50 pm

Strana s prohlubnémi félie povlaknéné PCL Strana s vlakny félie povlaknéné PCL po
po 2 dnech kultivace 2 dnech kultivace

50 pm
Strana s prohlubnémi félie povlaknéné PDX Strana s vlakny félie povlaknéné PDX po
po 2 dnech kultivace 2 dnech kultivace

Obrézek 43: Prvni ¢ast snimkii z fluorescen¢ni mikroskopie.



Samostatna PCL vldkna po 2 dnech kultivace  Samostatna PDX vldkna po 2 dnech kultivace

50 pm
e
Strana s prohlubnémi nepovlaknéné félie Hladka strana nepovlaknéné fdlie
po 6 dnech kultivace po 6 dnech kultivace

Strana s prohlubnémi félie povldknéné PCL Strana s vlakny félie povlaknéné PCL
po 6 dnech kultivace po 6 dnech kultivace

Obrazek 44: Druha ¢ast snimkii z fluorescenéni mikroskopie.

88



50 pm
—

Strana s prohlubnémi félie povlaknéné PDX Strana s vlakny félie povldknéné PDX
po 6 dnech kultivace po 6 dnech kultivace

Samostatna PCL vldkna po 6 dnech kultivace  Samostatnd PCL vlakna po 6 dnech kultivace

Obrazek 45: Treti ¢ast snimkii z fluorescenéni mikroskopie.

Zavér: Provedena série in vitro test bunééné proliferace ukazala, Ze po cca tydnu dochazi
na strané PDX fo6lie povlaknéné nanovlakny PCL nebo PDX k vyrazné vétsimu nartstu
bunééné populace nez na strané pokryté konkavnimi strukturami s primeérem v fadu de-
sitek mikrometri. Ze snimki pofizenych na SEM a FM je patrné, Ze buiiky rostouci na
nanovldknech mivaji roztazeny /hvézdicovity tvar charakteristicky pro fibroblasty v pii-
vétivém prostied{ a po tydnu vytvareji velké shluky tvorené patrné desitkami az stovkami
bunék. Bunééné populace na stranéch pokrytych prohlubnémi se z vétsiny tolik nerozviji,
bunky ¢asto ziustavaji jednotlivé nebo v mensich skupindch na dné prohlubni, vétsi shluky
jsou méné casté a obvykle jsou tvoreny mensim po¢tem bunék. Buiiky navic ¢astéji mivaji
zakulaceny, méné roztazeny tvar, typicky pro bunky v neprivétivém prostiedi. Bunky
kultivované na hladké strané nepovlaknéné folie proliferuji vice nez buiiky na strukturo-

vané strané, ale znatelné méné nez buiiky na nanovlédknech.



Velikost konkavnich struktur nebyva zcela konzistentni po celé ploge f6lii, coz se zda mit
urc¢ity vliv na bunéénou populaci. Zda se, ze vétsi prohlubné (o priméru 40-50 mikrome-
tri1) brani bunééné populaci v rustu vice, nez mensi prohlubné rozméru do 20 mikrometra
— Castéji se stavé, Ze buiika nebo maly shluk buné€k ztstane uzavieny uvnitf jedné struk-
tury a nepfrerusta ptes jeji okraje do okolnich prohlubni a prostotu mezi nimi. Ackoliv
cilem bylo udrzet rozmér konkavnich struktur co nejkonzistentnéjsi, toto pozorovani po-
skytuje zajimavé poznatky o tom, jak morfologie povrchu félie ovliviiuje chovani bunék
(v8echny folie jsou tvofeny stejnym materidlem, mtzeme tedy vylouéit vliv rozdila v che-
mickych vlastnostech materialu). I pFes variabilitu rozméru prohlubni vSak ve vSech pii-

padech strukturovana strana podporuje rist bunék méné nez strana s vldkny, zékladni

hypotéza experimentu tedy byla potvrzena.

Materialy snizujici bunécnou proliferaci na zédkladé morfologie svého povrchu spojené se
snizenou sméacivosti byly jiz zkoumany, jako piiklad lze uvést jiz zminéné PCL vlakenné
vrstvy, které vyuzivaly konvexnich struktur vytvofenych pomoci electrosprayingu
a plazmové depozice [49|. Material vyvinuty v ramci této prace vyuziva naopak konkav-
nich struktur, vytvorenych pomoci Breath-figure self-assembly, coZ je metoda jednoduché
a v pripadé nalezeni optimalnich parametru aplikovatelnd v pomérné velkém méiitku.
Minimé&lné z hlediska jednoduchosti vyroby by tak zde prezentovany material mohl byt

lepsi variantou nez jiné vyzkousSené postupy.

6.7 Zhodnoceni degradability materialu

Béhem in vitro testovani bylo pozorovano velmi rychlé zhorSeni mechanickych vlastnosti
materiali. U vzorki vystavenych kultivaénimu médiu DMEM s mysimi fibroblasty jiz po
uplynuti dvou dnt doslo ke znatelnému zvysSeni kiehkosti a pfi pokusu o manipulaci se
material snadno trhal. Po Sesti dnech dochéazelo u ¢asti vzorkt k patrnému drolen{ a ma-
nipulace s materidlem bez jeho rozpadu nebyla mozné. Z tohoto divodu také nebylo
mozné kvantifikovat poCet bunék na jednotlivych vzorcich z fluorescenénich snimkta —
bylo by zapotiebi z kazdého vzorku pofidit 10 snimki pii 20x zvétSeni a vyuzit skript
softwaru Matlab ke spoéitani obarvenych bunéénych jader na snimcich a z nich urceni
prumérné hustoty osidleni buiikami na vzorcich. Kvili pokrocilé degradaci se v8ak pro

tento tkon nepodaiilo odebrat dostateéné velké kusy materidlu.
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Degradace vrstev pokrytych vlakny nebyla tak vyrazna jako u samostatnych nepovlak-
nénych vrstev, obzvlasté v pripadé PCL vldken. To miize byt zptisobeno vyssi celkovou
mocnosti povlaknéného materialu, zda se vsak, ze PCL vldkna degraduji pomaleji nez
PDX vldkna a folie. Degradace materialu je podstatné rychlejsi, nez bylo ocekavéno,
uvadi se, ze doba degradace PDX a PCL se obvykle pohybuje v fadu mésicu |36, 44|.
Degradace vsak zavisi na celé fadé faktord, kromé prost¥edi také na tloustce materialu.
Protoze material testovany v ramci této prace sestava z tenké folie se strukturovanym
povrchem a z pomérné ridké vrstvy submikronovych vlaken a nanovlaken, specificky po-

vrch materialu (pomér plochy povrchu ku objemu) je velmi vysoky, coZ pravdépodobné

prispiva k vysoké rychlosti degradace.

Vzhledem k chovani pozorovaném pii in vitro testech lze u materidlu ocekavat vysokou
miru biodegradability p#i aplikaci v zZivém organismu. Rychlost biodegradability je vsak
nutné pred pripadnymi in vivo testy diikladné charakterizovat nékterou z normovanych

metod testovani biodegradability.
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7.1 Navrh materialu

Ukolem této diplomové prace bylo navrhnout, pfipravit a otestovat material zalozeny na
biodegradabilni polymerni (polyesterové) folii, ktery by mohl nalézt uplatnéni v oblasti
tkdnového inzenyrstvi. Vystupem prace je dvouvrstvy material, skladajici se z polydio-
xanonové folie se strukturou port/prohlubni, vytvorenou pomoci Breath-figure self-as-
sembly metody, a vrstvy nanovlédken z polydioxanonu nebo polykaprolaktonu, pripravené

metodou stejnosmérného elektrického zvlakinovani.

Folie v klasickém slova smyslu je velmi tenky a obvykle neprodysny material z polymeru
nebo kovu [101]. Materiél této podoby lze jen tézko rozumnym zptsobem uplatnit v tké-
novém inzenyrstvi, kde je obvykle nutné, aby byl material prodys$ny, objemny a celkové
aby pripominal strukturu mezibunééné hmoty, alespon tedy pokud je pozadovana jeho
pozitivni interakce s tkanémi a buitkami [20-23|. Je ale moZné f6lii vyuzit jako jednu
komponentu vicevrstvého pripravku, nebo vyuzit néjakou metodu apravy jejiho povrchu.
Tak lze ziskat material se dvéma stranami, z nichz kazd4 interaguje s Zivou hmotou v bi-
ologickém systému jinym zpusobem. Existuji medicinské aplikace, které by téchto vlast-
nosti mohly vyuzivat, jednim z dosud uspokojivé nevyifeSenych problémi jsou napf.
intraperitonealni adheze — nezddouci prirtstani tkané k vnitini strané bfisni dutiny nebo
k jinym tkanim po operativnim zakroku v této oblasti. Komeréné dostupné vyrobky spo-
lehlivé branici intraperitonealni adhezi zatim nejsou dostupné [102|, vyvijené zdravot-
nické prostfedky tohoto typu mivaji problém s biodegradabilitou, coz znemoznuje jejich
aplikaci uvnitf lidského téla [103, 104], nebo vyuZivaji latek se spornymi a¢inky na orga-
nismus pro dosaZeni pozadovanych vlastnosti [105]. Material navrzeny v ramci této prace
vyuzivé pouze biokompatibilni a biodegradabilni polymery jiz vyuzivané v mediciné, bez
dodatec¢nych modifikaci jejich chemické struktury. Rozdilna interakce s tkani je zapfici-
néna pouze rozdily v morfologii materidlu. Tento pfipravek ma tedy potencial obejit
bézné problémy, se kterymi se védci p¥i vyvoji biodegradabilnich materidla pro prevenci

tkanovych adhezi potykaji.

Jako surovina pro vyrobu félie byl zvolen polydioxanon. To je biopolymer, ve kterém se

opakuji etherové a esterové jednotky a jednotlivé monomery jsou spojené esterovymi
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vazbami, 1ze ho tedy zafadit mezi polyestery. Polydioxanon byl jiZz od doby, kdy byl
poprvé syntetizovan, vyuzivan v mediciné, nejprve primarné jako materiadl pro vyrobu
Sicich niti a stentu |36, 37|, v poslednich dvou dekaddéach v8ak nachazi uplatnéni i pfi
vyvoji modernich biomedicinskych prostfedki, jako jsou scaffoldy pro tkanové inzenyr-
stvi nebo prostiedky pro fizenou dopravu a uvoliiovani 1é¢iv (36, 39, 40|. Mezi vyhodné
vlastnosti PDX patii vysoka pevnost a relativné dlouha doba degradace bez vzniku me-
taboliti ovliviiujicich lokalni pH. Proto by PDX mohl byt vhodnym polymerem pro vy-
robu piipravka které setrvavaji po delsi dobu v lidském téle, napf. pravé materialti pro

fortifikaci vnitinich poopera¢nich ran.

Aby byl povrch jedné ze stran folie co nejméné adhezivni pro buiiky, bylo pfistoupeno
k jeho modifikaci prostfednictvim self-assembly metody znamé jako Breath Figures, diky
které byl na folii vytvoren systém konkavnich struktur o primeéru v radu desitek mikro-
metri (v podobném rozpéti se pohybuji rozméry bé&znych eukaryotnich bunék). Modifi-
kace povrchu materiali prostfednictvim BFSA se v biomedicinském vyzkumu obvykle
vyuziva spise ke zvySeni bunééné adheze oproti hladkému povrchu, tento efekt vsak ob-
vykle mivaji malé pory o rozméru v fadu jednotek mikrometri, zatimco vétsi péry mohou
mit G¢inek opacény. Napf. Cheng et al. pozorovali zvySeni proliferace fibroblasti 3T3
a Neuro-2A bunék na PLA filmech s péry o rozméru 3-4 ym oproti hladkym filmim,
filmy s vétsimi pory (7-8 pum) vSak vykazovaly podobnou miru bunééné aktivity jako
hladké filmy, v p¥ipadé Neuro-2A bunék byla po tifech dnech kultivace aktivita dokonce
nizsi oproti hladkému materialu [106]. Birch et al. zjistili, Ze kultivace krysich osteoblastii
na PCL folii s péry pruméru okolo 3-4 ym vede ke zvyseni po¢tu fokélnich adhezi bunék
k podkladu a miry produkce mineralizované mezibunééné hmoty, u vétsich péru
(10-15 pm) v8ak mnozstvi fokalnich adhezi pokleslo, a to i oproti hladkému povrchu [107].
Vétsi pory obecné mohou vést k ,,uvéznéni” bunék uvniti jednotlivych prohlubni, coz vede
k omezeni mezibun&¢nych interakci a laterarni migrace bunék po povrchu materialu [108].
Fukuhira et al. tohoto efektu vyuzili, kdyZ pFipravili pomoci BFSA polymerni film z PLA
s navzajem propojenymi péry o pruméru okolo 5 um, u kterého bylo in vivo testy na
krysach prokézano, ze do ur¢ité miry snizoval riziko intraperitoneéalni adheze [55|. Po-
dobnou strukturu mél materidl vyvinuty Heng et al., pfipraveny z polymeru na béazi
tetrafenyletheru, pfipominajiciho struhengkturu glykogenu, ktery mé potenciél inhibovat

rist rakovinnych bunék, coz bylo dokazano testy s HeLa bunkami [57|. Ze zminénych
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informaci 1ze vyvodit, Ze ackoliv vétsinou je na BFSA pohliZeno spis jako na metodu, jak
zvysit bunéénou adhezi k povrchu, pi vhodné velikosti a morfologii pori touto metodou
vytvofenych (vétsinou s pory o vétsi velikosti, nez jaké bunéénou adhezi podporuji) mize
material slouzit naopak k inhibici buné¢éné aktivity. Tohoto efektu se pokusila vyuzit
i tato prace, jedna strana PDX foélie byla proto opatiena strukturou péri o velikosti

v rozpéti 10-40 ym s vyuzitim metody BFSA.

K podporeni bunécné proliferace na druhé strané materialu bylo pfistoupeno k jeho po-
kryti dvéma riiznymi typy nanovlaken. Polykaprolaktonova nanovldkna byla zvolena,
protoze existuje série studii dokazujici jejich biokompatibilitu a pf¥iznivé ucinky pii vyu-
7iti jako scaffoldu pro regeneraci tkané |48, 49, 84, 94|. Druhym typem vlédken byla PDX
vlédkna, jejichz vyuZiti v mediciné je také znamo [36]. Vhodnym nastavenim parametrii
se podafilo pripravit vlakna o podobné distribuci tlousték, jakd méla PCL vlakna. Protoze
se jedna o stejny polymer, z jakého je vyrobena folie, lze pfi jejich pouziti vldken o¢ekavat
dobrou adhezi mezi obéma komponentami, a navic se lze vyvarovat vlivu na lokalni pH,
ktery je spojeny s degradaci PCL vlaken [95, 96|. Kromé toho by se jednalo o zajimavou
ukazku toho, ze samotna morfologie materialu miZe ovlivnit bunéénou interakci a pii-
pravky pro cilené fizeni bunécné proliferace tak mohou byt vyrabény pouze z jednoho

typu polymeru.

7.2 Priprava materialu

K pfipraveé folii byl vyuzit polydioxanon rozpustény v 2,2,2-trifluorethanolu, v tomto roz-
poustédle je totiz polymer dobie rozpustny a zéroven je velmi tékavé, coz je pro pribéh
BFSA diilezité. V odborné literatufe nelze dohledat piiklad, kdy by byl material struk-
turovany metodou BFSA pfipravovan z této kombinace polymeru a rozpoustédla. Proto
bylo nutné proces otestovat a optimalizovat pouze na zékladé obecnych zakonitosti, kte-
rymi se Breath-figure self-assembly idi a které byly publikovany [54|. Na zakladé expe-
rimentd s riznymi koncentracemi bylo usouzeno, ze 3% (hm.) roztok PDX v TFE je
vhodny pro pouziti pro dalsi experimenty — takto pripravené félie mély uspokojivé me-
chanické vlastnosti, roztok neni prili§ viskozni a jiz pii vlhkosti okolo 50 % na ném do-
chazelo k BFSA, ackoliv pro vhodnou morfologii a velikost port bylo nutné pozdé&ji

vlhkost zvysit.
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P1i dalsi sérii experimentii byly vyzkouSeny rtizné metody, jak BFSA ¥idit a dosahovat
rizné morfologie prohlubni. Vzhledem k nutnosti spolehlivé charakterizace parametrii
procesu a opakovatelnosti piipravy se nejvice osvédcilo vyuziti klimatizované komory, ve
které byl pribéh BFSA fizen nastavovanim rtznych kombinaci teploty a vlhkosti. Vyu-
ziti konstantniho proudéni vlhkého vzduchu o definovanych parametrech je nejcastéjsi
zpusob, kterym byva BFSA provadéna, tyto parametry je vSak nutné zvolit s ohledem
na konkrétni polymer, rozpoustédlo a pozadovanou velikost a morfologii pori. Odpaio-
vani rozpoustédla za teploty 23 °C a relativni vlhkosti 55 % vedlo nejcastéji ke vzniku
nepravidelné rozmisténych konkavnich struktur o primeérné velikosti okolo 30-40 um,
mezi kterymi se misty vyskytovaly mensi prohlubné o velikosti jednotek um. Dle D. Bey-
sense vznikaji struktury této podoby ve chvili, kdy je odpafovani rozpoustédla dostateéné
pomalé na to, aby doslo ke koalescenci — spojovani zkondenzovanych kapicek vody do
vétsich kapek diive, nez dojde k odpareni veskerého rozpoustédla a ztuhnuti materialu
|91]. Pri zvyseni vlhkosti na 65 % vznikla pravidelnéjsi struktura pori o uniformnéjsi
velikosti, okolo 20 ym, tedy mensi nez pii 55% vlhkosti. ZvySeni vlhkosti dle [54] vede
k urychleni kondenzace vodnich kapek a dle jednotnéjsi velikosti, tésnému usporadani
a pravidelnéjsi struktute poru zde pravdépodobné ke koalescenci nedoglo, nebo jen v ome-
zené mite. Rozdil v koalescenci je pravdépodobné pfi¢ina toho, pro¢ pii zvySeni vlhkosti
vznikly mensi péry, coz by jinak mélo byt v rozporu s bézné platnymi zakonitostmi
BFSA. Zda se, ze mira koalescence obecné kolisa mezi jednotlivymi vzorky folif, i pfi
dodrzovani piresné definovanych podminek je totiz morfologie a rozmér pori mezi jednot-
livymi vzorky nékdy odlisna. Pfi¢inou mohou byt parametry, které nebyly dikladné
zkoumany, napiiklad zpusob, jakym v pouzité klimatiza¢ni komote cirkuluje vzduch (pru-
béh BFSA zavisi i na velikosti a geometrii toku vlhkého vzduchu nad vzorky [87]).
V ramci této prace je vSak cilem predevsim otestovéani zakladni hypotézy o tom, Ze struk-
turou port vytvorenou BFSA Ize inhibovat bunéénou adhezi na jedné strané vicevrstvého
materidlu, a protoze poéry pozorované na vSech pfipravenych foliich dosahovaly stejné
nebo vétsi velikosti jako pory, které dle publikovanych studii mohou omezit adhezi nebo
laterarni migraci bunék [55, 57, 106, 107, 108|, byla dosazena konzistence pii pfipravé
struktury pori metodou BFSA povazovana za dostacujici a jeji dalsi optimalizace muze
byt spiSe prfedmétem budouciho vyzkumu. Zvladnuti opakovatelné pripravy metodou

BFSA je lakavé z toho divodu, Ze se jedné o metodu s jednoduchym postupem pomérné
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snadno aplikovatelnym ve vétsim méritku. V kombinaci s poloprimyslovou metodou
elektrického zvlaknovani pomoci zafizeni Nanospider by tak zde pfedstaveny material
mohl byt produkovan v pomérné velkém mnozstvi, coz je dilezité pro piipadné komercéni

vyuziti a vyslednou cenu produktu.

K podporeni bunééné proliferace na strané folie bez struktury pért byl material pokryt
vrstvou PCL a PDX nanovlaken. Odivodnéni vybéru téchto dvou polymeri jiz bylo
diskutovéno v Kapitole 7.1. Parametry elektrického zvlaknovani PCL vlédken byly nasta-
veny stejné jako ve studii, kterou publikoval Rosendorf et al. [48], tim byla ziskédna vlakna
o podobné struktufe (vldkna ve zminéné studii dosahovala priméru 385 + 239 nm, vlakna
pfipravena v ramci této prace maji pramér 0,4 + 0,3 um). Parametry zvlaknovani PDX
vychazely z pfedeslého vyzkumu na KNT a byly optimalizovany tak, aby byla ziskana
vldkna o podobném primeéru, jaky mély PCL vlakna, konkrétné bylo dosazeno primérné

tloustky 0,5 £+ 0,3 ym.

Dilezity faktor, ktery ovliviiuje buné¢nou adhezi k materidlu je smécivost povrchu. Je
znéamo, ze hydrofilni povrch obvykle vede k lepsi bunééné adhezi, nez hydrofobni povrch
[98|. Nékteré materialy uréené k omezeni bunééné adheze této skutecnosti vyuzivaji tim,
ze svou strukturou napodobuji notoricky hydrofobni plochy znamé z prirody, napt. loto-
sovy list [49]. Méfeni kontaktniho thlu prokazalo, Ze strana PDX folie modifikovanéa
BFSA metodou je hydrofobné&jsi nez hladka strana folie a oba typy nanovléken, coz by

mélo pfispivat k zamyslenému chovani vicevrstvého materialu.

7.3 Vyhodnoceni in vitro testu

Test cytotoxicity dle normy ISO 10993:5 ukazal, Ze zadny z pripravenych materiali neni
toxicky. Toxicita nebyla prokazana ani u folif, ani u nanovlaken. Zda se také, Ze stari
folif nemé vyznamny vliv na toxicitu (alesponn ne po nékolika tydnech od pfipravy), lze
tedy predpokladat, ze v pripravenych foliich nezbyva zadné zbytkové rozpoustédlo, nebo

se velmi brzy po piipravé odpafi.

Test bunééné proliferace ukézal, Ze na nanovlakenné strané dvouvrstvého materialu do-
chézi ke znatelné vétsi bunééné proliferaci nez na strané s folii opatfenou konkavnimi
strukturami. Presné hodnoty po¢tu bunék na materialu nebylo mozné urcit, protoze folie

byly po nékolikadenni kultivaci v bunééném médiu a néslednému barveni pro mikroskopii
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Gastetné zdegradované, diky ¢emuz nebylo moZzné odebrat z mikrotitraéni desticky do-
statetné velky vzorek pro softwarovou analyzu poc¢tu bunék. Podafilo se vSak alespon
urc¢it relativni rozdily mezi vSemi materialy pomoci testu metabolické aktivity CCK-8.
Vysledky tohoto testu neukazaly pfilis velké rozdily mezi hladkou (neupravenou) folii
a folii s konkédvnimi strukturami vytvorenymi BFSA (vysledky byly navic zatiZeny po-
mérné velkou statistickou chybou), na SEM snimcich f6lif s konkavnimi strukturami vsak
byly pomérné Casto pozorovany bunky zakulaceného tvaru a buiiky nebo shluky bunék
vyplhujici pouze jednu prohluben a nepresahujici mimo ni, zatimco na snimcich hladkych
folii byly obvykle pozorovany velmi roztazené buiiky (obzvlast po 6 dnech kultivace)
u kterych bylo patrné, Ze nic nebrani jejich laterarnimu ristu a migraci. Pouziti struktury
s konkavnimi strukturami tedy patrné vyznam méa a je podpoieno i literarnimi zdroji
(Viz Kapitola 7.1), rozdil mezi hladkou a strukturovanou folii by v8ak bylo vhodné kvan-
tifikovat dikladné&ji (vétsi testovaci sada, delsi kultivace, kombinace s jinymi metodami,

napf. pocitani bunék na snimcich z fluorescen¢ni mikroskopie).

Vysledek naznacuje, Ze materidl mé potencial slouzit svému zamyslenému tucelu, tedy
jako rozhrani podporujici rist/hojeni tkdné na vnitini strané, a branici nezddouci adhezi
jiné tkané na strané vnéjsi. Nekteré vyzkumy jiz dokazaly, Ze systémy pori/konkavnich
struktur vytvarené pomoci Breath-figure self-assembly metody mohou inhibovat adhezi
a laterarni migraci bunék, studie provedena Fukuhirou et al. dokonce s ur¢itym tspéchem
testovala podobny material pfimo v roli bariéry branici intraperitonealni adhezi [55]. Ne-
byl vSak nalezen zadny vyzkum, ktery by vyuzival stejny princip vicevrstvého materilu,
ktery kromé zabranovani adhezi z vnéjsi strany zaroven podporuje proliferaci ze strany

vnitini, v tom se tedy zda byt tato prace unikatni.

7.4 Potencialni uskali a sméry dalSiho vyzkumu

Ackoliv doba degradace polydioxanonu i polykaprolaktonu byva uvadéna v fadu mésica,
nebo i let [37, 44|, p¥i in vitro testech doslo jiz po tydnu kultivace ke znatelnému zhorseni
mechanickych vlastnosti vrstev. Bez vnéjsich zésahu byly vrstvy stale celistvé, pii mani-
pulaci vSak byly velmi kiehké a trhaly/lamaly se na malé kusy. Diky tomu mimo jiné
nebylo mozné odebrat velké kusy materidlu pro pocitani narostlych bunék. Je otazkou,
jak problematické by toto chovani bylo pii pouziti vyrobku v Zivém organismu, kde by

pozadovand doba aplikace byla minimalné nékolik tydnt, nez by doslo k zahojeni
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osSetfeného mista. Degradace materidlu urcité vyzaduje dikladnéjsi prozkouméni, napf.
prostiednictvim degradacnich testti. V pripadé, Ze by se ukazalo, Zze degradace je pfilis
rychlé, existuje moznost nahradit pouzité polymery jinymi, nap¥. polydioxanon lze teo-
reticky zaménit za polyhydroxybutyrat, ktery se vyznacuje dlouhou dobou degradace
[109]. Lze experimentovat také s piipravou silnéjsi folie (pouziti vétsiho mnozstvi roz-

toku) a silngjsi vrstvy vlaken.

Dalsim faktorem, ktery nebyl pfimo analyzovén, je adheze nanovlakenné vrstvy k folii.
Po piipravé dvouvrstvého materidlu bylo patrné, ze vldkna na f6lii dobfe drzi, nedoché-
zelo k jejich samovolnému ¢ snadnému odlupovani a ani po tydnu kultivace nedoslo
k oddéleni vlakenné vrstvy od félie. Minimalné v piipadé PDX vlaken 1ze ocekavat dob-
rou adhezi, nebot se jedna o ten samy polymer, z jakého je vyrobena félie, bylo by vsak

vhodné adhezi néjakym zptisobem analyzovat, napf. pomoci odtrhové zkousky.

Testy smacivosti byly provadény pouze s destilovanou vodou. Tak bylo sice dokazéno,
7Ze vnitini strana materialu (s nanovlakny) je vice hydrofilni nez vnéjsi strana, pro aplikaci
produktu v lidském organismu by vSak bylo vhodné sméacivost otestovat s vice kapali-
nami, zejména se simulovanymi télnimi tekutinami. Neni totiz vylouc¢eno, Ze v prostiedi
organismu bude rozdil ve smécivosti obou stran mensi a jeho zvySeni (napf. upravou
parametrtt BESA) by mohlo dale pfispét k vétsimu rozdilu v proliferaci bunék na vnitini

a vnéjsi strané.
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V ramci této diplomové préace byl navrzen, pfipraven a otestovan dvouvrstvy material
sklddajici se z polydioxanonové folie, jejiz povrch nese systém konkavnich struktur pfi-
praveny pomoci Breath-figure self-assembly metody, a z vldkenné vrstvy PCL nebo PDX
pripravené elektrickym zvlakiovanim. Myslenkou prace bylo vytvorit materidl, jehoz
vnit¥ni a vnéjsi strana maji vyrazné odliSnou morfologii, kterd by vedla k rozdilné mife
bunécéné proliferace na kazdé ze stran, a to bez nutnosti material chemicky modifikovat
napf. zavedenim novych funkénich skupin. Vysledny material by mohl byt uplatnén v ob-
lasti mediciny a tkanového inzenyrstvi jako rozhrani, které podporuje obnovu tkané na

vnitini strané, ale brani priristani tkané z vnéjs{ strany.

Pouzité polymery byly vybrany, protoze diky jejich vlastnostem jsou Siroce zkoumany
a pouzivany v biomediciné a tkaiovém inzenyrstvi a byly jiz vyuzity i pro velmi podobné
aplikace, jako ta zamyS$lend pro tento material. Ze stejného divodu bylo pifistoupeno
k uziti nanovlaken jako jedné z vrstev vysledného produktu. (dlouholeta studie, které se
ucastni TUL ve spolupréaci s Lékarskou fakultou UK v Plzni a dal$imi pracovisti proké-
zala vybornou biokompatibilitu PCL nanovldken a vyuzivé téchto a dalsich materiali
k vyvoji krycich vrstev pro vyztuz stfevnich anastomoéz, které by zarovei branily intra-

peritonealni adhezi).

Breath-figure self-assembly je jednoducha metoda strukturace povrchu vyuzivajici p¥iro-
zeného chovani vody nebo jinych kapalin pii kondenzaci. Jeji vyuziti v oblasti tkahového
inzenyrstvi bylo mnohokrat popsano, obvykle k tipravé materidlu pro zvySeni bunécné
adheze, nékteré studie v8ak naznacuji, Ze pfi vhodné morfologii a rozméru struktur touto
metodou pripravenych miize dochézet naopak ke snizeni adheze bunék a migrace po jejich
povrchu. Proto bylo pristoupeno k vyuziti této metody k piipravé povrchu potlacujiciho
prirastani tkéné, ktery by mohl byt alternativou k jinym materialim vyvijenym pro
stejny tucel, které vyuzivaji napf. napodobovani prirodnich superhydrofobnich mi-

krostruktur.

Vyuziti Breath-figure self-assembly metody ke strukturizaci vrstev pf¥ipravenych z poly-
dioxanonu za vyuziti trifluoroethanolu jako rozpoustédla neni v odborné literatufre
popséno. Jednim z piinosii této prace je tedy prozkoumani chovani tohoto jevu pii pouziti

polymerntho roztoku, jenz pro tyto tcely neni Casto vyuZivan. Po sérii experimentii
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zamé&Fenych na nalezeni optimalni koncentrace roztoku a kombinace parametri (zejména
kombinace vlhkosti a teploty) byl navrzen postup, jakym lze pFipravovat tenké PDX folie
s konkavnimi strukturami o rozméru v faddu 10-40 ym. Opakovatelnost procesu by bylo
mozné déle vylepsit, je v8ak uspokojiva. Kromé toho byl prozkoumén vliv dalsich pro-

ménnych, napfiklad stai roztoku, na morfologii vyslednych struktur.

Ptipravené folie byly nésledné povlaknény za vyuziti zafizeni pro stejnosmérné elektrické
zvlaknovani Nanospider 1WS500U. Ty samé nanovlakenné struktury, které prokazaly
v odbornych studiich vybornou cytokompatibilitu se tak podafilo nanést na vniti¥ni
stranu materidlu, ktery mé z vnéjsi strany strukturu, jez je pro bunéfnou proliferaci

mnohem méné privétiva.

Pripravené folie byly charakterizovany nékolika metodami — rozmér a trojrozmérné mor-
fologie konkavnich struktur, stejné jako vlaken, byla uréena pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie a optické profilometrie. Také byla zméfena tloustka folii a vlakennych né-
nostl a otestovana jejich smacivost, ¢imz se ukazalo, Zze strukturovany povrch folii je
nejvice hydrofobni, nanovlédkna nejvice hydrofilni a sméacivost neupraveného povrchu folii

lezi mezi témito hodnotami.

Testy cytotoxicity vyvratily pfitomnost rizikovych rezidui rozpoustédel a in vitro testy
bunécné proliferace vedly ke zjisténi, ze vnitini (vldkenna) strana materialu skuteéné
podporuje bunéénou proliferaci znatelné vice neZ strana vnéjsi, opatiend konkavnimi
strukturami. Prace tak nastinila postup, jakym lze pfipravit vicevrstvy materidl ovliviiu-
jici bunécnou proliferaci pouze na zakladé své mikrostruktury, pficemz cely material muze

byt vyroben z jednoho typu polymeru bez dodateénych chemickych tprav.

Pro spolehlivé zhodnoceni, zda je mozné produkt vyuzit v biomediciné, by bylo vhodné
provést dalsi charakteristiky, mezi které patii méfeni degrada¢niho profilu ¢ hodnoceni
smacivosti a jiného chovani v simulovanych télnich tekutinach. V piipadé neuspokoji-
vych vysledkl je moZzné pouzité polymery nahradit jinymi, zménit tloustku obou vrstev
materidlu ¢i provést Breath-figure self-assembly metodu s jinymi parametry, a tak ziskat
povrch folie s rozdilnou morfologii a vlastnostmi. Ze ziskanych vysledki lze vSak usoudit,
7e zékladni princip je funkéni a pii dalsim rozvoji této myslenky by mohly vystupem byt
zajimavé materialy pro biomedicinu a tkédnové inzenyrstvi, umoznujici selektivni Fizeni
bunécné proliferace.
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