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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva modifikaci malopriimérové cévni nahrady
heparinem a nanocelulézou. ReSersni Cast diplomové prace je zaméfena na cévni

nahrady, cévni systém, hemostdzu a modifikaci maloprimérovych cévnich nahrad.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na samotnou modifikaci maloprimérové cévni
nahrady heparinem a nanocelulézou. Dale se zabyva testovanim modifikovanych
materiald pomoci endotelovych bunék, testovani trombogenicity a vlivu ucinku

heparinu na bunky.

KLICOVA SLOVA

malopriimérova cévni nahrada, heparin, nanocelul6za, polydopamin

Annotation

This master thesis deals with modification of small-diameter vascular graft by
heparin and nano-cellulose. Literature search was conducted to find a suitable
procedures mainly focused on vascular grafts, vascular system, haemostasis and

modification of small-diameter vascular grafts.

Experimental part includes the modification of small-diameter vascular graft by
heparin and nanocellulose itself. It is also focused on testing of modificated materials by

endothelial cells, testing of thrombogenicity and the effect of heparin on cells.
KEYWORDS

Small-diameter graft, heparin, nanocellulose, polydopamine
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1. Uvod

Onemocnéni kardiovaskuldrni soustavy, at’ uz aterosklerdza, aneurysma a dalsi
poskozeni cév, patii v soucasné dobé k celosvétove nejrozsirenéjSim chorobam a ro¢né
na n¢ umiraji miliony lidi. Tato onemocnéni vaznym zpisobem narusuji funkce celého
cévniho systému a v kone¢ném dusledku zptsobuji pieruseni cirkulace krve v téle.

Tomu lze ptredejit pouzitim spravné cévni nahrady, autologni ¢i umélé.

Bézné pouzivané cévni implantaty, jejichz priméry se pohybuji od 6 mm vyse, jsou
vyrabény mnohymi technikami — pletenim, tkanim ¢i extruzi. Nejcastéji jsou vyrabény z
polyethylentereftlatu (PET) nebo polytetrafluorethylenu (PTFE). Studie dokladaji velmi
uspokojivé vysledky transplantaci pti pouziti téchto cévnich ndhrad. Problém ovSem
vyvstava, je-1i potfeba provést transplantaci cévy o pruméru mensim nez 6 mm. Nebot’
transplantace cévnich nédhrad takovychto primért, zhotovenych vySe uvedenymi

technikami, nevykazuji ptiznivé vysledky a ztidka kdy se setkévaji s ispéchem.

Slibnym feSenim se jevi vyrabét maloprimérové cévni nahrady za pomoci
tkanového inZenyrstvi, které se zabyva vyvojem a tvorbou tkanovych scaffoldi. Cévni
nahrady vyrobené elektrostatickym zvldknovanim poskytuji strukturu vhodnych
vlastnosti. Tyto vldkenné struktury jsou vysoce porézni, a to pfi velmi malé velikosti

port.

V posledni dob¢ je ovSem velkym problémem trombogenicita maloprimérovych
cévnich nahrad. Ta zpisobuje ucpani cévnich nahrad. Jedinym feSenim trombogenicity
maloprimérovych cévnich nahrad je modifikace jejich povrchu napiiklad heparinem ¢i
nanoceluldzou. Nanoceluldza je pouzivana pro zlepSeni viability bun€k a heparin pro
sniZeni trombogenicity. Pokud totiZ zvySujeme buné¢nou viabilitu dochazi i ke zvySeni
trombogenicty cévni ndhrady, tudiz dal§im feSenim je modifikace cévni ndhrady

heparinem.



2. Teoreticka Cast

2.1 Cévni nahrady

Kardiovaskularni onemocnéni jsou jednou z hlavnich pfi¢in imrti nebo zhorSeni
kvality zivota pro miliony jedinct. Napftiklad ve Spojenych statech kazdy rok zemie
600 000 lidi na kardiovaskularni onemocnéni. Hlavni pficinou je Casto ateroskleroza,
jedna se o onemocnéni, kdy dochazi k vytvoreni ,,plaku® na cévni sténé¢ a ztvrdnuti
arterialni stény. To vede ke stendze neboli obstrukci krve v cévnim fecisti. Nedostatek
krevniho zasobeni tkéani mize zpisobit ischemii, a tim i infarkt myokardu, cévni

mozkovou piihodu atd.

Mezi soucasnou lécbu arteridlnich onemocnéni patii bypass, implantace stentu,
podavani antikoagulancii a zména zivotniho stylu. A pomalu nastavd doba, kdy je
nezbytnou soucasti 1écby ndhrada poSkozené cévy za zdravou cévni ndhradu, at uz

biologickou ¢i syntetickou (4rrigoni, 2006).

2.1.1 Historie cévni chirurgie

Historie cévni chirurgie sahd do davnych ¢ast, kdy oSeteni cévnich poranéni bylo
omezeno jen na kompresi rany a vypalovani zranéné cévy nebo zastaveni krvaceni. O
prvni milnik v oSetfovani cévnich poranéni se postaral Ambrose Paré, ktery v 15. stoleti
vytvofil obvaz na oSetfeni cévnich poranéni. AvSak prvni chirurgické oSetfeni se udalo

roku 1759, kdy Hallowell a Lambert sesili poranéni brachialni tepny.

Prvni cévni anastomoza byla provedena Nicholasem Eckem u psti v roce 1877. Na
zlepSeni techniky operaci anastomoz a pocatcich cévnich transplantaci se podileli Carrel
a Guthrie uz v roce 1900. Alexis Carrel dokonce obdrzel Nobelovu cenu za fyziologii a

medicinu v roce 1912 ( Callow, 1986; Chlupac, 2009;).

Prvni autogenni Zila pro operaci aneurysma byla pouzita Goyannesem v roce 1906,
ovSem viibec prvni implantace autologni cévni nahrady probéhla uz v roce 1902. V roce
1948 zahgjil Kunlin velmi uspéSnou éru v cévni chirurgii s femoropoplitedlnim

bypassem. Zaroveni zacaly byt pouzivany prvni arteridlni alotransplantaty. Prvni
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nahrazeni cévy syntetickou cévni ndhradou se odehralo v roce 1952 (Callow, 1986, Ku,

2000).

2.1.2 Soucasné cévni nahrady

Obecné plati, ze syntetické cévni ndhrady jsou vhodné pro nahrazeni velkych tepen,
jako je naptiklad hrudni aorta, bfiSni aorta a kycelni tepny. Pro cévy s malym
primérem, kdy je vnitini primér mensi nez 6 mm, jsou vhodné autotransplantaty.

Autologni transplantaty se bézn¢ pouzivaji na nahradu koronarnich a perifernich tepen.

Jak jiz bylo zminéno, cévni ndhrady miizeme rozdélit do dvou skupin, a to na
biologické a syntetické cévni nahrady. Biologické cévni nahrady mtizeme dale rozdélit

na autologni transplantaty, allotransplantaty a xenotransplantaty.

Allotransplantat  je  transplantdt pochazejici zjedince stejného  druhu.
Xenotransplantat  je  transplantdt  pochédzeji  zjedince  rozdilného  druhu.
Xenotransplantaci se rozumi napfiklad transplantace mezi cClovékem a zvifetem

(Chlupdc, 2009).

2.1.3 Autologni cévni nahrady

Autologni cévni nahrada je cévni ndhrada z jiné Casti téla pacienta. Obvykle se
pouzivaji safendzni zily a vnitini prsni tepny. Autologni transplantaty maji tu vyhodu,
ze jsou biokompatibilni pro pacienta, ¢imz se vyrazné¢ snizuje riziko imunitniho
odmitnuti. Dal§i vyhodou této techniky je okamzitd dostupnost autologniho
transplantatu. Navic nativni cévni tkdn ma biologické vlastnosti a strukturu pro
optimalni vykon cévni tkané. Nevyhodou autolognich transplantatli je vznik dal$i rany
na téle a to po odoperované céve, kterda miize mit za nasledek vyS§i nemocnost pacienta

(Li, 2013; Knight 2014).

2.1.4 Syntetické cévni nahrady

Pokud neni mozné z néjakého ditvodu pouzit autologni cévni nédhrady, pouzivaji se
syntetické cévni nédhrady. Syntetické cévni nédhrady jsou na trhu uz od roku 1970, ¢asto

jsou vyrobeny z expandované¢ho polytetrafluorethylenu (ePTFE), Dacronu nebo
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polyuretanu. Tyto polymery jsou biologicky inertni, ale maji omezenou odolnost vici
tvorbé trombl uvniti cévni nahrady, coz mulze vést k obstrukci maloprimérovych
cévnich nédhrad. Z tohoto diivodu jsou syntetické cévni nahrady pouzivany jen jako
nahrada tepen s vnitinim primérem vétsim nez 6 mm. V poslednich 10 letech se proto
pouzivaji heparinem potazené cévni ndhrady z ePTFE. Velkou nevyhodou syntetickych

nahrad je jejich citlivost na infekci (Li, 2013; Knight 2014).

2.1.4.1 Prehled syntetickych cévnich nahrad pouzitych v klinické praxi

Jak jiz bylo zminéno, nej€astéji pouzivanymi polymery na vyrobu cévnich nédhrad
jsou Dacron a ePTFE. Oba tyto polymery jsou vysoce krystalické a hydrofobni, coZ jsou
vlastnosti, které zabranuji polymerim hydrolyzovat. Navic hydrofobicita polymeru ma

vyznamné disledky na predikci povrchové interakce s krvi a tkani (Xue, 2003).
e Polyethylentereftalat - PET (Dacron, Terylen)

Polyethylentereftalat (PET) byl pfedstaven v roce 1939 v Anglii, poté byl nadale
vyvijen a nakonec patentovan firmou DuPont v roce 1950 pod obchodnim nazvem
Dacron. Prvni dv€ cévni nihrady vyrobené z Dacronu byly implantovany v Julian
vroce 1957 a v DeBakey 1958 (Xue, 2003). Dacron ma velmi dobrou stabilitu a mize

pretrvavat v téle po dobu az 10 let po implantaci bez vyrazného zhorSeni vlastnosti.

Tkanéa PET cévni ndhrada ma lepsi stabilitu, mensi propustnost a mensi krvacivost.
Mezi nevyhody tkané PET cévni nadhrady patii nizka porovitost, tiepeni cévni nadhrady
na okrajich a riziko infekce. Velkou nevyhodou tkané PET cévni ndhrady je
neschopnost se zaclenit do okolni tkan€. Pfi hojeni této cévni ndhrady byla pozorovéna
tvorba vnitini fibrozni kapsle, vnéjsi kolagenni kapsle a vzacné tvorba endotelidlnich

ostrovu.

Vyhoda pletené PET cévni néhrady spocivd ve vétSi porovitosti, proristani do
tkdn€ a radiadlni roztaznosti. Nevyhodou je riziko infekce a dilatace. Pti hojeni téchto
cévnich nahrad bylo pozorovano lumindlni pokryti fibrinem, velmi sporadicky se
vyskytujici endotel a transanastomickd endotelizace u zvitat (Chlupac, 2009, Knight

2014).
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e Expandovany polytetrafluorethylen - ePTFE (Teflon, GoreTex)

Expandovany polytetrafluorethylen byl patentovan firmou DuPont v roce 1937 jako
teflon. V medicin¢ byl poprvé ePTFE pouzit v umélych srde¢nich chlopnich v roce
1960. V roce 1969 Gore patentoval ePTFE jako Gore-Tex, v dnesni dob¢ je tento

materidl pouzivan na vyrobu cévnich nahrad (Xue, 2003).

Molekula ePTFE je biologicky stabilni a nepodléha biologické degradaci uvnitf téla.
Povrch cévni nahrady je elektronegativni, coz minimalizuje jeho reakci s krevnimi
slozkami. Pro ePTFE je charakteristicka struktura uzel-fibrilarni, ve které jsou pevné
uzly pfipojeny ptes jemné fibrily s primérnou meziuzlovou vzdalenosti 30 um pro

standardni cévni nahradu (Xue, 2003).

Expandovany polytetrafluorethylen je pouzivan na vyrobu nizkou porozitnich

cévnich nahrad (< 30 um) a vysoce porozitnich cévnich nahrad (> 45 um).

Nizko porozitni cévni ndhrady jsou biologicky stabilni. Jejich nevyhodou je
krvacivost ve stezich, omezené zabudovani do okolni tkané a velké riziko infekce. Pfi
hojeni byl pozorovan fibrinovy povrch a povlak desti¢ek. Nebylo pozorovano Zadné

transmuralni prorastani tkani.

Vysoko porozitni cévni ndhrady jsou biologicky stabilni a jejich velkou vyhodou je
prorastani bun¢k cévni ndhradou. Nevyhodou je riziko infekce stejné jako u vétSiny
syntetickych cévnich ndhrad. Pti hojeni téchto cévnich nahrad byla pozorovana invaze
makrofagl, migrace fibroblasti a urcitd angiogeneze. Pfi in vitro testovani byla
pozorovana endotelizace u zvifat. Tyto cévni ndhrady byly poprvé pouzity v roce 1975

(Chlupac, 2009; Li, 2014).
e Polyuretany (PU)

Polyuretany byly pivodné vyvinuty v Némecku v roce 1930 jako materidl pro
povrchovou Upravu, pény a adheziva. Jako biomateridl byl PU poprvé pouZit pro
povlakovani umélého srdce. Polyuretany jsou pruzné a maji vyhovujici mechanické
vlastnosti a rovnéZ maji pfijatelnou biokompatibilitu. VSechny tyto vlastnosti z PU

udé€laly vhodného kandidéta pro vyrobu cévnich nahrad (Xue, 2003).

Polyuretany jsou jako cévni nahrady vyuzivany ve fibrilarni formé nebo jako pény.

Velkou vyhodou polyuretanovych cévnich nahrad je jejich hemokompatibilita a
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biokompatibilita, ddle jsou malo trombogenni. Nevyhodou je jejich biodegradace jiz
v prvni generaci cévnich nahrad, velké riziko infekce a mozné riziko karcinogenity. Pfi
hojeni fibrilarni polyuretanové cévni nahrady byla sledovana tvorba tenké fibrinové
vrstvy v cévé a omezeny rust bunek. pfi hojeni cévni nadhrady pénové byl pozorovan
veétsi rist bunek a to z diivodll vEtsi porozity pény. Cévni nahrady z polyuretant byly

poprvé pouzity v roce 1967 (Chlupac, 2009; Qui, 2016).

2.2 Maloprimérové cévni nahrady

Kazdy rok je na celém svéteé provedeno az 800 000 bypassu koronarni artérie. Déle
je na zemi 202 miliont lidi, ktefi trpi onemocnénim perifernich tepen. K 1é¢bé téchto
onemocnéni lékafi vyuzivaji nedegradabilni syntetické PTFE nebo Dacron cévni
nahrady se sttednim nebo velkym primérem. Tyto syntetické cévni ndhrady poskytuji
dalsich 10 let zivota bez jakychkoliv pfiznakli onemocnéni, jenze jejich problémem je
nachylnost k trombogenicité (Song, 2011). Z téchto divodl je stale Casteji v klinické
praxi potfeba maloprimérovych cévnich nahrad, které pomohou nahradit nebo opravit
poskozenou nativni cévu, a navic budou podporovat regeneraci tkan¢ a budou funkéni

v dlouhodobém casovém horizontu (Patel, 2014).

Pii hledani materiald vhodnych pro cévni nadhrady byly odzkouSeny napiiklad
pfirodni materidly z kolagenu, elastinu, fibrinu, dale také syntetick¢ polymery nebo 1
decelurizované matrice allogenni, xenogenni 1 heterogenni (Seifu, 2013). Problémem
ovSem byla dlouhd doba zhotoveni cévnich nahrad, vysoky potencial pienosu

onemocnéni, tvorby trombu, hyperplazie cévni st€ny a imunitni odmitnuti.

Z téchto diivodl byl zahdjen vyzkum na vyrobu maloprimérovych cévnich ndhrad
z biologicky rozlozitelnych a biologicky kompatibilnich materidli. Ptikladem
biologicky degradovatelnych syntetickych polymerti pouzivanych pro vyrobu
malopriimérovych cévnich nahrad jsou polyestery jako polykaprolakton (PCL) a

kopolymer polylaktidu a polykaprolaktonu (PLCL) (Woodruff,2009).
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e Polykaprolakton (PCL)

Polykaprolakton (PCL) je semikrystalicky polymer, ktery mé relativn¢ dlouhou
dobu degradace, degraduje az dva roky. Z tohoto divodu je vhodné jeho pouziti ve
tkdnovém inzenyrstvi, jelikoz u scaffoldii je potieba, aby podporovaly regeneraci
poskozené tkané. Polykaprolakton ma vynikajici viskoelastické vlastnosti.
Polykaprolakton také neprochazi plastickou deformaci pti delsim cyklickém namahani,

coz je skvélé pro jeho pouziti pro cévni nahrady (Patel, 2014).

Polykaprolakton je zajimavy material pro vaskularni aplikace, zejména protoze ma
vynikajici mechanické vlastnosti, pomalou rychlost rozkladu a dobrou biokompatibilitu.
Jednim znejsnazSich zplsobi, jak zpracovat PCL do porézniho scaffoldu, je
elektrostatické zvlaknovani. Pravé diky elektrostatickému zvlaknovani je mozné PCL
zvlaknit na mikro ¢i nanovlédkna. Za poslednich pét let byla zvefejnéna cela fada studii o

elektrostaticky zvlaknéném PCL pro cévni nahrady (de Valence, 2012).

2.2.1 Vlastnosti cévni nahrady

Pt1 ptipravé cévnich ndhrad je snaha o pfesnou replikaci struktury nativni tkané,
nicméné je také velmi dualezitd funkEni konstrukce cévni ndhrady. Cévni ndhrada by
mela byt odolnd vici infekci, musi byt biokompatibilni, netoxicka, nekarcinogenni,
neimunogenni a biologicky stabilni. Cévni ndhrada musi byt tromborezistentni, zaroven
musi mit urcitou pérovitost umoziujici hojeni a angioneogenezi.  VSechny tyto
atributy jsou poskytovany v ramci tepny pomoci intaktniho endotelu, ktery funguje jako

sekre¢ni tkan a selektivni propustna bariéra (Hasan, 2014).

Cévni nahrada musi mit vhodné mechanické vlastnosti jako je pevnost, odolnost
vuci zalomeni, dobrou suturabilitu. Nahrada musi byt dostatecné silna, aby odolala
znaénému vnitinimu tlaku v disledku kolisani krevniho tlaku a ziistala v poloze, ve
které byla operovana. Musi také umoznit drZet stehy v podélném 1 obvodovém napéti.
Kromé toho je duleZita adekvatni elasticita cévni nahrady, aby vydrZela cyklické

zatizeni v ramci krevniho ob¢hu Clovéka (Thomas, 2003).
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2.3 Cévni systém

Cévni systém lidského téla je tvofen cévami, které funguji jako jakysi potrubni
systém pro rozvod okysli¢ené krve a jeji ndvrat po predani kysliku tkdnim. Cévni sténa

je jednou z nejdilezitéjsich slozek hemostatického procesu (Cihdk, 2004).

Cévy nachazejici se v lidském téle mizeme rozdélit podle jejich priméru na tepny
(artérie), tepénky (arterioly) a vlasecnice (kapilary). Tepny jsou nejvétsi a mohou
dosahovat priiméru okolo 2-3 cm. Tepny se v tkani vétvi na mensi tepénky a tepénky

pfechazeji v nejmensi vlasecnice (Pecka,2004).

2.3.1 Struktura cévni stény

Struktura cévni stény je velmi dulezitd pro tkanové inZenyrstvi vaskularniho
systému,. Hlavni mySlenkou vyroby cévnich ndhrad je piesna replikace nativni cévni

stény a tim i jejich vlastnosti a chovani v lidském téle.

Cévni sténu tvoii tunica intima, tunica media a tunica adventicia (Obr.1). Tunica
intima se sklada z jedné vrstvy endotelidlnich bunék, které jsou uloZeny na bazalni
membran¢. Cévni endotel funguje jako sty¢nd plocha mezi cirkulujici krvi a tkanémi.
Jednobunécna vrstva tenkych plochych endotelovych bun€k lezi na bazalni membrané,
ktera spolu se subendotelialni plochou vytvaii sekundarni bariéru pro ptechod tekutin,
makromolekul do extracelularniho prostoru. Subendotelidlni bazalni membranu tvoti
latky znamé jako extraceluldrni matrix (EC). Hlavni soucasti bazdlni membrany je
kolagen typu IV a V, elastin, mikrofibrily spolu s glykoproteiny (GP). V bazélni
membrané je také laminin, entaktin, vitronectin a von Willebrandliv faktor. Hlavnim

proteoglykanem bazalni membrany je heparan sulfat (Cihdk, 2000; Marieb 2005).

Pod bazdlni membranou se nachdzi subintima, kterd obsahuje Zirné buiky
syntetizujici a skladujici heparin, histamin a serotonin. Dalsi vrstvou je tunica media,
ktera je ohraniCena vnitinim a zevnim elastickym listem (laminou). Tunica media je
tvofena hladkym svalstvem, které je obklopené pojivovou tkani. Tunica media obsahuje
kolagen typu I a IIl, elastickéd vldkna, glykosaminoglykany, strukturalni glykoproteiny.
Jeji hlavni funkei je zodpovidat za elasticitu a tonus cév. Pomoci elastickych vldken a

hladké svaloviny zajistuje zménu prasvitu cévy.
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V tunica adventicie se nachézi fibroblasty zodpovédné za syntézu pojivové tkang,

adipocyty zodpovédné za syntézu lipida a zirné bunky (Hasan, 2013, Stenmark, 2013).

U dospélého jedince tvoii cévni endotel ptiblizné 1% hmotnosti téla a plochu okolo
5000 m2 P#i porovnani se podil plochy endotelu na jednotku krevniho objemu
v mikrocirkulaci mnohondsobné¢ zvétSuje. Pravé mikrocirkulace predstavuje hlavni
prostor, kde se endotel uplatiluje. JelikoZ nesmacivy a neporuseny endotel je nejlepSim

protisrazlivym prostredim.

Protisrazlivé pisobi elektronegativni néboj povrchu endotelidlnich bunék,
glykosaminoglykany — heparan sulfat a heparin, které jsou tvofeny piimo endotelem.
Dale protisrazlivé pusobi pfirozené inhibitory krevniho srazeni vdzané na povrchu
endotelu, receptory membrany (trombomodulin) a prostacyklin, ktery je syntetizovan

v cévnim endotelu (Pecka,2004,; Hasan, 2013; Marieb, 2005).

Obr.1: Stavba cévni stény. (wikiskripta.com)
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2.3.2 Endotel

Endotel tvoii funk¢ni netrombogenni povrch luminy cév. PoSkozeni endotelu mtze
vést k zanétu, ateroskler6ze nebo trombdze. Endotel hraje hlavni roli v regulaci cévniho
tonu, prutoku krve a permeabilité kapilar, proliferaci bun¢k hladkého svalstva a podili

se na regulaci hemostazy (4ird, 2015).

Endotel reguluje hemostdzu prostfednictvim exprese vazebnych mist pro
prokoagula¢ni i antikoagulacni Cinitele na svém povrchu. Podili se na hemostaze
prostfednictvim tvorby ¢i uvolnovanim fady biologicky aktivnich latek (Hudecek,

2004).

Endotelové buniky zajiSt'uji nesmacivy povrch cév a kapildr. Dale udrzuji lumen cév
otevieny a prichodny, podileji se na regulaci vazomotoriky cév, tato funkce je velmi
dalezitd pro krevni tlak a priutok krve. Endotel se podili na funkci trombocyti a

hemostaze (Pecka, 2004, Aird, 2015).

2.4 Hemostaza

Pfi vyrobé a vyvoji cévnich ndhrad je dilezit¢ pochopit a porozumét vSem
pochodiim lidského téla, které souvisi s danou konkrétni ndhradou. V naSem ptipade je
dilezité pochopit nejen krevni ob&h, ale i proces srazeni krve. A to z toho divodu,
abychom se vyhnuli spusténi ¢i narusSeni takového fyziologického pochodu, jako je

srazeni krve.

,Hemostaza je schopnost organismu zastavit krvaceni. Jde o komplexni proces, na
kterém se podili fada slozek a mechanismil s rozdilnymi vstupy a ucinky. Jedna se o
sloZity mechanismus spojeny s celou fadou pozitivnich a negativnich zpétnych vazeb. “

(Pecka, 2004)

Mezi hlavni slozky hemostdzy patfi cévni sté€na, a to hlavné endotel a subendotelove
struktury. Dals8i slozkou hemostazy je tkanova slozka, krevni desticky a cinitelé
plazmatického koagula¢niho systému s aktivatory, inhibitory a slozky fibrinolyzy

(Pecka, 2004, Langmeier, 2009).
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2.4.1 Mechanismy hemostatickych procesi

Pti jakémkoliv poskozeni povrchu endotelu je zahajen proces srazeni krve. Proces
srazeni krve zaCind kombinovanou adhezivni reakci, ktera zahrnuje krevni desticky, ale
1 ostatni bunky nebo latky, které se podileji na hemostaze. K zastavé krvaceni dochazi
bezprostfedné po naruseni povrchu endotelu. Prvnim krokem zastavy krvaceni je tvorba
primarni hemostatické zatky, ktera se aktivovanim dalSich procesti zpevni a nasledné¢ je

vytvorena definitivni krevni zatka.
Mezi zakladni mechanismy hemostazy patfi:

e Primarni hemostdza
e Plazmaticky koagulaéni systém
e Fibrinolyticky systém

e Inhibitory krevniho srazeni a fibrinolyzy

Primarni hemostaza je proces tvorby primarni cévni zatky, n€kdy také oznacované
jako agregatu krevnich desti¢ek. Tato primarni zatka uzavird misto naruseni cévni stény

a zastavuje tak krvaceni (4ird, 2015).

Sekundarni hemostaza znamena stabilizaci trombu fibrinovou siti. Toto je dllezité
pro udrZeni integrity cévni stény a cirkulace krve. V primarni hemostdze maji hlavni
roli trombocyty. V sekundarni hemostaze je dileZitym momentem tvorba trombinu,
ktery vede k polymeraci fibrinogenu. Primarni i sekundarni hemostdza tvoii jeden

prolinajici se celek.

Finalni fazi hemostazy je fibrinolyza, kterd umozZni rozpusténi trombu a rekanalizaci
poskozeného useku endotelu a zarovenn umoZni obnoveni pritoku krve. Soucasné
s fibrinolyzou dochézi k iniciaci dé&ju, které vedou k celkovému zhojeni poSkozené

tkdné€ (Pecka, 2004; Aird, 2015, Langmeier, 2009).

1) Primarni hemostaza

Primérni hemostazy se ucastni hlavné krevni destiCky a cévni slozka. Neaktivni
krevni desticky (trombocyty) maji ovalny diskoidni tvar a na normadlni, zdravou

endotelovou cévni vystelku vibec nereaguji. V momenté, kdy dojde k poruSeni
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celistvosti endotelu, dochazi k obnazeni kolagennich vldken v subendotelidlnim
prostoru a dochazi k adhezi neboli pfichyceni krevnich desti¢ek ke kolagenovym
vlaknim. K adhezi dochdzi pomoci receptorti glykoproteinové povahy. Na této adhezi
se podili glykoprotein GP Ia/Ila/IIb a GP Ib/V/IX. Spojeni je zprostiedkovano pomoci
bivalentnich proteintl, a to konkrétné¢ pomoci von Willebrandova faktoru (vWF) nebo

fibronectinu (Fb) (Colman,2001).

Aktivace krevnich desticek a receptori spusti kaskddu biochemickych a
metabolickych procest, konkrétné dojde ke spusténi aktivace krevnich destiCek. Pti
aktivaci desticek dochazi ke zméné jejich tvaru a k centralizaci jejich granuli. Tento
proces je doprovazen uvolnénim proagregacnich a chemickych ptisobkl (sekrecni faze)
a to destickového rlstového faktoru (PDGF), destickového faktoru 4 (PF4), B-
tromboglobulinu  (BTG), fibronogenu a rovnéz dochazi k aktivaci receptort

glykoproteinu GP 1Ib/1lla (Kittnar, 2011).

Nésleduje aktivace dalSich desticek pomoci mezibunéénych signdlti. Dochézi
k tomu, Ze krevni desticky secernuji ze svych granuli adenosin difostit (ADP) a
metabolismem kyseliny arachidonové vznikd tromboxan Az (TXA:z). Jak ADP, tak 1
TXA; jsou silnymi stimuldtory agregace krevnich desti¢ek. Ob¢ tyto latky se vazi na
receptory okolnich krevnich desti¢ek, aktivuji je a krevni desticky touto aktivaci méni
svij tvar na kulovity svybézky. Dochédzi k aktivaci a obnaZeni vazebnych mist
receptord  GP IIb/Illa. Tato aktivace umozni vziajemnou vazbu trombocyti
prostiednictvim bivalentnich proteind, konkrétné pomoci fibrinogenu, vWF a
vitronektinu. Vazba trombocytli ma za nasledek pospojovani krevnich desticek a jejich
agregaci. Nejprve probihd primarni agregace a nasledné sekundarni agregace. Po ni

dochézi k vytvofeni bilého trombu neboli destickoveé zatky (Penka, 2011).

Na konci prvni faze primarni hemostdzy dochazi k presunu fosfolipidli z vnitini
membranové dvojvrstvy do vnéjs§i membranové struktury krevni desticky. Uvolnéné
fosfolipidy vyrazné urychluji dal§i fazi, kterou je pfeména rozpustného fibrinu na
nerozpustny fibrin. Timto déjem dochézi ke slepeni a splynuti trombocytt, destickovy
trombus se postupné zvétSuje a stava se hlavnim hemostatickym mechanismem. Pii
tvorbé destickové zatky se uplatiiuje i tkanovy faktor z jiz poskozené tkané. Na povrchu
aktivovanych desti¢ek dochazi k tvorbé koagula¢né aktivnich faktort, tim to déjem se

povrch desticky stava piistupny pro interakci s koagulacnimi faktory. Vysledkem tohoto
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déje je tvorba fibrinové zatky. Do takto vytvofené fibrinové sité jsou postupné
zachytavany erytrocyty a leukocyty a bily trombus se postupné méni na Cerveny (Pecka,

2004, Kittnar, 2011).

2) Plazmaticky koagula¢ni systém

Plazmaticky koagula¢ni systém je sled déja, jejichz cilem je vznik nerozpustného
fibrinu. Pfi téchto dé&jich dochazi k postupné preméné fibrinogenu na fibrin a dale na
monomery fibrinu, které dale polymeruji. Polymery fibrinu se nasledné propojuji
kovalentnimi vazbami pomoci aktivovaného faktoru XIlla a vznika nerozpustny fibrin.
Fibrin pak vytvaii vlaknitou sit’, ve které jsou zachytdvany krevni buiiky Vznikd krevni

srazenina, kterd je oznacovana jako stabilni fibrinova zatka (Penka, 2011).

e Vlastni proces koagulace

Cilem koagulace je generace trombinu a vytvofeni pevného fibrinového vldkna a
zastaveni krvaceni. Tohoto cile je dosazeno regulovanou kaskadovitou enzymatickou
reakci. Pti této reakci jsou faktory, které se v krvi vyskytuji v neaktivované formé
(proenzymy), Stépeny na aktivni formu. Jsou oznacCovany jako koagulaéni faktory a
oznaceny velkym pismenem F a fimskou cislici. Aktivované faktory jsou oznaceny jeste
malym pismenem a, napiiklad neaktivni faktor se zapisuje jako FII a aktivni jako Flla

(Penka, 2011, Kittnar, 2011).

Koagula¢ni systém se skldda ze dvou ¢asti, a to z vnitini a vné&jsi kaskady (Obr.2).
Tyto kaskady se 1isi podle typu aktivatniho stimulu, avSak oba dva systémy se
vzajemn¢ dopliuji. Cilem obou dvou systémt je aktivace trombinu a naslednd pfeména

rozpustného plazmatického proteinu fibrinogenu na nerozpustny fibrin.

Koagula¢ni kaskada se sklada z velkého mnoZstvi proteinii, tyto proteiny maji
pfesné vymezenou funkci. VéEtSina téchto proteinil v téle koluje v neaktivované forme a
aktivni se stavaji az po enzymatickém S§tépeni. Pii aktivaci vétSiny téchto proteint je

potfebna pFitomnost vapenatych iontl Ca>" (Rousar, 2012; Tanzi 2005).
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Vnitini systém je aktivovan po odhaleni negativné nabitého povrchu poskozené
cévy C¢i trombocytid. Nasledkem je aktivace faktori XII, XI a IX, ten ve spojeni

s faktorem VIII zplsobi pfeménu faktoru X na jeho aktivovanou formu Xa.

Vnéjsi systém je aktivovan po kontaktu faktoru VII s tkanovym faktorem, ktery je
pfitomny na membrané bunék ve tkénich. Touto cestou vznikd aktivovany faktor Vlla,

ktery néasledné aktivuje faktor X, mize aktivovat i faktor IX.

Dalsi draha je spole¢nd pro oba dva systémy. Aktivovany faktor Xa s faktorem Va a
Ca?" vytvoii enzymovy komplex, ktery aktivuje protrombin na trombin. Vznikly
trombin je enzym, ktery je schopny §tépit fibrinogen na nerozpustny fibrin. Nerozpustny
fibrin po polymeraci vytvoii sit, ktera zabrani dal§imu tUniku krve z cévy (Rousar,

2012; Tanzi 2005; Kittnar 2011).

Vnéj¥i koaguladni
systém

N e e

Vnitf?ni lToagnlaéni
systém

krvacent do tkané
(kontakt s buikami)

poSkozeni cevy

(negativai ndboj)

1

protrombin (1) S tronibin (1)

Obr.2: Vnitini a vnéjsi systéem hemokoagulace. (Rousar, 2012)



Tab.1: Prehled koagulacnich faktoru. (Kittnar, 2011)

Faktor | Nazev faktoru Funkce

I Fibrinogen Vznik fibrinového vlakna

II Protrombin Prekurzor trombinu, trombin $tépi fibrinogen

111 Tkanovy faktor Pritomny na membrané bunék ve tkanich, aktivace vnéjsiho systému
v Ca?* Podil na aktivaci vétSiny koagulacnich faktort

\Y Proakcelerin Utast na aktivaci trombinu

VII Prokonvertin Utast na aktivaci faktoru X ve vngj§im koagulaénim systému
VIII Antihemofilicky faktor A Ucast na aktivaci faktoru X ve vnitinim koagulaénim systému
IX Christmasuv faktor Ugast na aktivaci faktoru X ve vnitinim koagulaénim systému
X Stuart — Proweriv faktor Aktivace trombinu

XI Antihemofilicky faktor C Aktivace faktoru IX

XII Hagemantv faktor Aktivace vnitiniho systému, aktivace faktoru XI

X1 Fibrin stabilizujici faktor Stabilizace fibrinovych vlaken

3) Fibrinolyticky systém

,Fibrinolyza je fyziologickd, dynamickd, soucasn€ vysoce kontrolovana odpovéd
organismu na tvorbu fibrinovych depozit“ (Penka, 2011). Je to proces odbouravani
nerozpustného fibrinu. Odpovida za odbourani jiz nepottebného fibrinového koagula po
probéhlém procesu sraZeni krven a néasledném zhojeni rany. K aktivaci fibrinolyzy
dochdzi soucasné s aktivaci krevnich desticek a koagulace. Cely tento d€j trva ptiblizné

48-72 hodin (Penka, 2011).

4) Inhibitory krevniho srazeni a fibrinolyzy

,Inhibitory krevniho sraZeni jsou pfirozené slozky krve, které¢ tlumi

antikoagulacnimi mechanismy proces srdzeni krve vyvolany plazmatickym
koagulanim systémem a fibrinolyzou* (Pecka, 2004). Inhibitory krevniho sraZeni je
mozné rozdélit podle nékolika kritérii. Jsou rozdéleny naptiklad podle pivodu na
pfirozené a ziskané, podle specifity na inhibitory serinovych protedaz a inhibitory
kofaktori serinovych proteaz, nespecifické¢ inhibitory s rozSifenym spektrem. Pfi
rozdéleni podle systémuse dé€li na inhibitory koagulace a fibrinolyzy (Penka, 2011).

Jedna se o slozity systém na kterém se podili mnoho slozek.
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e Inhibitory plazmatického koagula¢niho systému

V plazmatickém koagula¢nim systému se z fyziologickych inhibitorti krevniho
srazeni nejvice uplatiuje antitrombin (AT) a alfar-makroglobulin. Tyto inhibitory jsou
v plazmé obsazeny ve velké koncentraci. Antitrombin spolu s kofaktorem heparinu II

odpovida az za 80% inhibi¢ni koagula¢ni aktivity (Rangarajan, 2010).

a) Antitrombin (AT)

Antitrombin, diive oznacovany jako antitrombin III, inhibitor, ktery je tvoifen
jednim fetézcem ap-glykoproteinu o 424 aminokyselinach. Je tvofen v jatrech, mize se

vyskytovat i v endotelovych buiikich. Jedna se o antikoagula¢né nejucinnégjsi latkou, je

schopen neutralizovat G¢inek trombinu.

Antitrombin je fyziologicky inhibitor serinovych proteaz, AT vyvazuje trombin a
jiné plazmatické proteazy za vzniku komplexu. Rychlost tvorby komplexu mize byt

zvySena navazanim heparinu nebo proteoglykanti z endotelovych bunék.

Antitrombin reaguje 1 s velmi malym mnoZstvim trombinu za vzniku komplexu
TAT (trombin-antitrombin). Tento komplex se oddé€li z receptorovych struktur na
bunééné membrané a bEhem par minut je odbouravan v jatrech pomoci bunék
mononukledrniho fagocytarniho systému. Systtm TAT podava informace o

hyperkoagulacnim stavu systému (Rangarajan, 2015).

Reakce antitrombinu s trombinem mutize byt urychlena az 1000 krat v pfitomnosti
latek s negativnim povrchovym nabojem. Mezi latky snegativnim povrchovym
nabojem patii naptiklad polyglykosaminoglykany, konkrétné heparan sulfat. Hepariny
jsou latky, které se bézn¢ nachazi na povrchu endotelovych bunék. Vazba heparinu
s antitrombinem je reversibilni, heparin mize byt kdykoliv z komplexu uvolnén a je

schopen vazby s dalsi latkou (Pecka, 2004).
Antitrombin + heparin — [AT-heparin]
Trombin + [AT-heparin] — [ Trombin-AT-heparin ]

Pro inaktivaci trombinu je dualezitd vazba trombinu a antitrombinu na jednu
molekulu heparinu. K této reakci je potfeba heparin tvofeny minimalné 18

monosacharidovymi jednotkami. V piipadé krat§$i molekuly heparinu nedochdzi
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k inhibici trombinu, avSak dochazi k inhibici faktoru Xa. Heparin v komplexu
s antitrombinem je schopen inhibovat faktory Ila a Xa. Podminkou této inhibice je

pfitomnost AT v plazmé v minimalni koncentraci vétsi nez 40%.

Antitrombin funguje jako inhibitor trombinu, ddle muize inhibovat i faktor Xa.
Ostatni protedzy vsSak vyvazuje rychleji jen v pfitomnosti heparinu (Pecka, 2004,

Penka, 2011; Rangarajan, 2015).

b) Heparinovy kofaktor II (HC II)

Heparinovy kofaktor II je glykoprotein tvofeny pouze jednim fetézcem, patii mezi
inhibitory serinovych proteaz. Je mozné ho najit v cévnim endotelu a je syntetizovan

endotelovymi buitkami a jatry (Jaffe, 1985).

Heparinovy kofaktor II je homologni inhibitor k antitrombinu. Fyziologicky ma
pouze lokdlni vyznam. Jeho aktivita je namifena piimo proti trombinu, jednd se o

specificky inhibitor trombinu s nimz tvoii komplex 1:1 (Jaffe, 1985).

Utinek inhibice HC II se zvySuje v piitomnosti heparinu, heparansulfatu,

dermatansulfatu a dalsi glykosaminoglykant.

2.5 Trombogenicita maloprimérovych cévnich nahrad

Trombodza je onemocnéni cévniho systému, pii kterém dochézi ke srazeni krve za
vzniku trombu, a tim ucpani tepny ¢i Zily. Mezi pfi¢iny vzniku trombdzy patii
poskozeni endotelu cév, zpomaleni krevniho fecisté €1 zvySena srazlivost krve. (Penka,

2010).

Tvorba trombu je vysledkem dvou vzajemné zavislych mechanismt, krevnich
desticek a faktorh srazeni krve. Trombocyty jsou malé bezjaderné bunky, které cirkuluyi
v krvi, jejich mnozstvi se pohybuje okolo 150-400 x 10% ml, jsou kritickou slozkou
hemostéazy. Aktivace krevnich desticek rliznymi podnéty spousti komplexni cesty, které
vedou k agregaci trombocytl a k uvolnéni silnych pro-trombotickych molekul (Kittnar,

2011).
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Zndmym faktem je, ze umélé povrchy v krevnim feciSti mizou vyvolat aktivaci
trombocytl, k aktivaci mize dojit riznymi mechanismy. K jejich aktivaci staci zmény
v prutoku krve. Aktivované krevni desticky podléhaji dramatickym zménam tvaru a tyto
zmény podporuji agregaci s jinymi destickami a dochazi k uvoliiovani prokoagulac¢nich
latek jako je tromboxan A>, ADP a F Va. Fosfolipidy destickové membrany slouzi jako
substrat pro aktivované faktory srazeni krve, coz vede k lokalni amplifikaci koagulacni

kaskady (Biran, 2016).
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Obr.3: Schéma aktivace koagulacni kaskady a trombocytit po kontaktu s povrchem materialu. (Biran,

2016)

Agregace trombocytd spolu s aktivaci faktorti sraZzeni muze mit za nasledek
vyznamnou akumulaci trombu na nezndmém povrchu (cévni ndhrada), mize dojit
k embolizaci ¢astic trombu do krevniho ob&hu a mize dojit k vyraznému sniZeni

trombocytl v krvi (Biran, 2016).

2.6 Modifikace maloprimérovych cévnich nahrad

Maloprimérové cévni nahrady jsou v soucasné dobé velmi zadané a velmi potiebné
pro lécbu nékterych onemocnéni, u nichZ neni moZznost pouzit jiny postup 1é€by nez
nahrazeni lidské cévy. S timto postupem piichdzeji 1 problémy, které nastavaji po
nahrazeni nativni cévy maloprimérovou cévni ndhradou. Velkym problémem, ktery je
spojen s cévnimi ndhradami, je jejich trombogenicita. Tato diplomova prace se snazi o
vyfeSeni trombogenicity cévnich ndhrad pomoci modifikace vnitini stény nahrady.

K modifikaci vnitini stény byl vybran heparin a nanoceluléza.
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2.6.1 Heparin

Heparin je pfirozené se vyskytujici linearni polysacharid, ktery sdili chemickou a
strukturni podobnost s heparanem sulfatem, coz je proteoglykan na povrchu bunék,

ktery zajist'uje pfirozenou antikoagulacni povrchovou aktivitu vaskuldrniho endotelu.

CH, [-Jq|:|a CH,OX CH,0H CH,0X
0 0, §)
OH
U 0— &
L'JSO_, \ HS03"
MAjor Sequence variable sequence major sequence vanable sequence
Heparin Heparan Sulfate

Obr.4: Chemicky vzorec heparinu a heparan sulfatu. (Murugesan, 2008)

Jiz od prvni syntézy heparinu (McLean, 1916) probihala dlouhotrvajici debata
tykajici se vnitfni struktury heparinu a jeho koagulacnich vlastnosti (Casu, 1985).
Chemicky se jedna o sbirku fragmentil, z nichZ kazd4 ma jinou molekulovou hmotnost a
rizny mechanismus pusobeni. AvSak nejdilezitéj§im ucinkem heparinu je jeho
interference v koagula¢ni kaskadé (Dvordk, 2010). Je mozné ho najit v granulich

zirnych bun¢k (Heyligers, 2007).

Heparin je smés linedrnich aniontovych polysacharidii obsahujici kyselinu 2-O-
sulfo-L- iduronovou, 2-deoxy-2-sulfamoyl-6-O-sulfo-B-D-glukozy, kyseliny D-
glukuronové, Acetamido-2-deoxy-B-D-glukozy a kyseliny a-L-iduronové jako hlavni
sacharidové jednotky. Ty jsou spojeny pies 1—4 glykosidické vazby (Murugesan, 2008).
Molekulova hmotnost heparinu se mize pohybovat od 3000 do 30 000 Da se stfedni
hodnotou 15000 Da (Hirsch, 1991). Z t&chto ¢&isel je ptiblizn€ jedna tretina
reprezentovana jedineCnym pentasacharidem nezbytnym pro vazbu na antitrombin,

urychlujici trombin a aktivovanou inhibici faktoru X (Lam, 1976).

Antikoagula¢ni funkce heparinu zavisi na specifické sekvenci péti sacharidii (tzv.
pentasacharidova sekvence), ty jsou dulezité pro G¢innou vazbu antitrombinu (AT).
Vazba AT na heparinovou pentasacharidovou sekvenci zplsobi konformaéni zmény
molekuly AT a dochdzi ke zrychleni AT zprostfedkované inhibici riznych faktort

srazeni serinové proteazy.
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Dalsi antikoagula¢ni aktivita heparinu prochazi aktivaci heparinového kofaktoru II,
kterd je méné UCinnd a obecné vyzaduje vyssi koncentraci heparinu v systémové
koncentraci. Zbytek molekuly nemé zadné antikoagulacni vlastnosti. Obecné plati, ze
heparin ptisobi na razné urovné koagulacni kaskady. Jeho vlastnosti mohou byt
definovany jako antikoagulacni, antitrombotické, profibrinolytické a anti-agregativni,
protizanétlivé, antiproliferacni a antiischemické (Lundin, 2000; Perretti, 2000, Yagnik,

2000).

e Efekt heparinu na koagulaé¢ni kaskadu

Samotny heparin nemad zadné antikoagulacni vlastnosti. Bylo prokézéano, ze k
tomuto ucelu dochdzi v ptitomnosti plazmatického kofaktoru. Tento kofaktor byl
objeven a byl pojmenovan antitrombin (AT). Heparin se vdZe na antitrombin pfes
jedine¢nou pentasacharidovou sekvenci pfitomnou pfiblizné v jedné tfetiné molekuly.
Stabilni kovalentni AT-heparinové komplexy (AT/H) inaktivuji trombin a aktivovany
faktor X (Xa) pfiblizné¢ na stejné Urovni. Podobné aktivovany faktor IX (IXa) je
inhibovan komplexem AT / H (Rosenberg, 1987). Z téchto enzymd je trombin a faktor
Xa nachylnéjsi k inhibici, pficemz trombin je jesté citlivéjsi nez faktor Xa. Vazba na
lysinové ¢asti antitrombinu nejen vytvaii komplex, ale vytvaii konformacni zmény v
aktivnim misté, které jsou odpovédné za ucinngj$i inhibici koagula¢nich enzymu

(Rosenberg, 1987).

Pro vyvolani inhibice trombinu komplexem AT / H je nutna nejen pentasacharidova
sekvence, ale navic 1 molekula heparinu, kterd by méla byt dostatecné velka, aby
vytvofila most mezi trombinem a antitrombinem. Na druhé stran€ pifemosténi
heparinu (méné nez 18 sacharidl) tak G¢innd z hlediska inhibice trombinu (faktoru Ila)

a prevlada afinita faktoru Xa (Lullman, 2012).

Misto toho velmi malé molekuly obsahujici pouze jeden pentasacharid se stavaji
vice ¢1 mén¢ selektivnimi inhibitory faktoru Xa. Jak bylo zminéno, antitrombin je
hlavnim kofaktorem heparinu, ale neni jediny. Vysoka koncentrace heparinu potencuje
inhibici trombinu nezavislého na antitrombinu pfes jiny kofaktor zndmy jako
heparinovy kofaktor II (HCII). Tato katalyza je také zavisla na molekulové hmotnosti,

protoze vyzaduje, aby heparin nesl alespoii 24 sacharidovych jednotek (Sie, 1956).
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e Piisobeni heparinu na krevni desti¢ky (trombocyty)

Heparin se vaze in vivo na desticky a pak mlze v zavislosti na podminkéch urychlit
nebo inhibovat agregaci krevnich desticek. Obecné plati, ze heparin s vysokou
molekulovou hmotnosti a s nizkou afinitou vii¢i faktoru Xa ovliviiuje krevni desticky
vice nez heparin s nizkou molekulovou hmotnosti a s vysokou afinitou k faktoru Xa.
Obecné heparin naruSuje hemostdzu prostiednictvim inhibice koagulacnich enzymi.
Tento uc¢inek je usnadnén plazmatickymi kofaktory a inhibici krevnich desticek

(Klement, 2001, Dvorak, 2010).

2.6.2 Polydopamin

K modifikaci maloprimérové cévni ndhrady byl zvolen polydopamin jako
prostfednik k navdzani heparinu na vnitini stény maloprimérové cévni ndhrady. Byl
vybran hlavné ztoho diivodu, ze se jedna o molekulu, kterd je schopna pftilnout

prakticky k jakymkoliv materialim v alkalickém prostredi.

Katecholicka slou¢enina dopaminu (DA) je molekula inspirovand adhezivnimi
bilkovinami. Navic je schopna vlastni polymerace ve vodném roztoku, kdy dopamin
polymeruje na polydopamin (PDA). Inspiraci t€émito jevy byly zavedeny metody, kdy
pomoci polydopaminu je navazovan heparin na riizné povrchy. Jeden zptsob zahrnuje
navazani PDA na substrdt a poté nasleduje pfima kovalentni vazba heparinu na

reaktivni vrstvu polydopaminu (Liu, 2015).

Dalsi metoda spociva v konjugaci heparinu s dopaminem a poté dochazi k oxidaci
dopaminu a nasledné adhezi k substratu. Ve srovndni s tradi€nimi strategiemi
imobilizace heparinu jsou metody zaloZené na PDA pohodIng;si a univerzalnéjsi (Liu,

2015).

Pti zkoumani vlivu modifikovaného povrchu polydopaminem na buiiky byla
zjiSténa zvysena proliferace endotelovych bunék. To znamend, ze polydopamin piisobi
podpirné na endotelové bunky a podporuje jejich riist. Zaroven byl zkoumén vliv
polydopaminu po nasledné heparinizaci povrchu materidlu. Bylo dokazano, ze po

heparinizaci se povrch materialu stal vhodné&jS$im pro proliferaci endotelovych bunék.

Kromé toho polydopamin mize ucinné inhibovat adhezi krevnich desticek, ¢imz

snizuje riziko vzniku trombozy (Wei, 2014).
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2.6.3 Celuloza

Ptirodni polymery jako je celuldza, jsou hojn¢€ vyuzivany ve tkanovém inzenyrstvi i
regenerativni mediciné€ a hraji velkou roli v pfipravé tkanovych nosici. Jejich velkou
vyhodou je to, ze jsou podobné nebo dokonce i nékdy totozné s latkami, které¢ mizeme
najit v lidském téle. Tudiz télo je snadno pfijme narozdil od syntetickych latek. Mezi
jejich velké vyhody patii bezesporu biokompatibilita a biodegradabilita, a jelikoz se
jednd o pfirodni polymery je velkd pravdépodobnost, ze nebudou pro télo toxické.
Z téchto divoda byla celuléza zvolena jako dalsi latka k modifikaci maloprimérové

cévni nahrady.

e Struktura celulozy

Celuloza je linearni syndiotakticky homopolymer s molekularnim vzorcem
(C6H1005)n. Celuldza je sloZena z D-anhydroglukopyrandzovych jednotek (AGU),
kterym se obecné fika glukézové jednotky. Tyto gluk6ézové jednoty jsou dohromady
spojeny B-(1,4) glykosidickymi vazbami za vzniku dimeru, znamého pod ndzvem

celobidza. Celobiodza je zakladni jednotkou celulozy (Suhas, 2010).

Celuldza je hlavni stavebni latkou rostlinnych primarnich bunéénych stén a spolu
s ligninem a hemicelul6zou se podili na stavbé sekundarnich bunéénych stén. Celuloza
je nejrozsifencjSi biopolymer na zemi. Je to vysoce modifikovatelny, linearni
homopolymer s unikatnimi vlastnostmi. Mezi tyto unikatni vlastnosti patii
hydrofilicita, biodegradabilita, chiralita, Siroké chemické modifikacni moZznosti, velka
mechanickd pevnost, relativni tepelnd stabilita a vysoka sorpcni schopnost. Celul6za
pochézi z obnovitelnych zdrojl, je to netavitelny polymer a je nerozpustnd ve vetSing
rozpoustédel, a to v diisledku vodikovych vazeb a krystalinity. Celuloza se v ptirodé,
konkrétn¢ ve dreve, vyskytuje ve dvou formach, a to ve formé amorfni a krystalické.
V krystalické¢ ¢asti jsou vodikové vazby mezi celulozovymi makromolekulami
rozlozeny pravideln€ a vznikd uspofadany prostorovy systém podobny miizce krystalu.
U nativni celuldzy tvofi krystalicka ¢ast az 70% a u izolované celulézy v podobé
buni¢iny tvoii krystalicka cast 40%. Zbytek celulézy tvoii amorfni cast, kterda se
vyznaduje tim, Ze nema zadné pravidelné prostorové uspoiradani (Slezingerovd, 1996;

Nechyporchuk, 2016; Mohan, 2015).
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Polymeracni stupeni nativni celulozy zavisi hlavné na jejim zdroji, ale v§eobecné se
pohybuje v Sirokém rozmezi od 1000 do 30 000, od toho se odviji délka fetézcti nativni

celulozy, ktera se pohybuje od 500 do 15 000 nm (Nechyporchuk, 2016).

Celulézu mizeme rozdélit do 4 riznych polymorfa (Obr.4) a to celuldéza LILIILIV.
Celuloza 1 je ptirodni polymorf a je nejvice krystalickd. Celuldza II ma antiparalelni
usporadani fetézch a ziskava se rekrystalizaci nativni celuldzy. Celuldza III muaze byt
pripravena z celuldzy I nebo II pomoci kapalného amoniaku. Posledni celul6za IV miize
byt pripravena z celuldzy III jejim zahfivanim v glycerolu (Devabaktuni, 2011, Lin,

2011; Mohan, 2015).
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Obr.5: Konverze jednotlivych polymorfii celulozy. (Dufresne 2011)

e Biodegradace celulozy

Biodegradace celulozy v ptirodé probiha pomoci celulolytickych mikroorganismil.
Jedna se mikroorganismy schopné syntetizovat enzymy, které rozkladaji celulozu. Mezi
tyto mikroorganismy patfi naptiklad Eubacteria, houby a nékteré formy anaerobnich
prvokl. Pisobenim téchto mikroorganismi dochazi k rozkladu celulozy za vzniku
oxidu uhli¢itého a vody za aerobnich podminek a pii anaerobnich podminkéch je

celuloza rozloZena na oxid uhli¢ity, metan a vodu.

Mikroorganismy, které jsou schopné degradovat celulozu, obsahuji ve svém téle
enzym celulazu. Celuldza hydrolyzuje B-1,4-glykosidickou vazbu celuldézy. Enzym
celuldzu je mozné rozdélit do dvou skupin na endoglukanazu a cellobiohydrolazu.

Endoglukanaza ( endo-1,4- B-glukandza, EG) hydrolyzuje vnitini vazby nejlépe
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v celulozovych amorfnich oblastech. Cellobiohydrolaza (exo-1,4- B-glukanaza, CBHs)
pusobi na stavajici nebo endoglukandzové generované konce fetézcii. Oba enzymy
mohou degradovat amorfni celulozu. CBHs jsou jedinymi enzymy, které efektivné
degraduji krystalickou celulézu. CBHs a EG degraduji celulozu za uvolnéni molekuly
cellobiozy. Efektivni hydrolyza celuldzy navic vyzaduje enzym B-glukozidazu, ktery

rozklada cellobiozu za vzniku dvou molekul glukozy (Peréz, 2001).

2.6.4 Nanoceluldza

Nanocelul6za je stejné jako celuldza ptirodni polysacharid. Jedna se o latku, ktera
naSla Siroké uplatnéni ve tkdnovém inZenyrstvi diky svym vlastnostem. Mezi tyto
vlastnostnosti patii hlavné biokompatibilita, hemokompatibilita a netoxicita. Z téchto
davodu byl tento slibny material vybran jako dals$i mozna latka vhodna pro modifikaci

maloprimérové cévni nahrady.

Nanocelul6za je extrakt z nativni celulozy, kterd se nachazi v rostlinach, zvitatech a
bakteriich. Vlakna celul6zy obsahuji krystalické a amorfni oblasti, které mohou byt
oddéleny od sebe pomoci mechanickych, chemickych metod nebo kombinaci
mechanickych, chemickych a enzymatickych metod. Timto zplsobem je moZné
z celulozy vyextrahovat nanocelulozu. Obecné miizeme nanocelulézu rozdélit do tii

skupin (Dufresne, 2011; Abitbol 2016).

1) Nanokrystalicka celuloza (CNC)
2) Nanofibrilarni celul6za (CNF)

3) Bakterialni nanocelul6oza (BC)

Mezi zdroje CNC a CNF celul6zy patti dievo, bavina, konopi, len, pSeni¢na sldma,

cukrova fepa, hlizy brambor, fasy a klira moruse (4bitbol, 2016).

1) Nanokrystalicka celuléza (CNC)

Nanokrystalickou celulozu (CNC), znamou také jako whiskery, lze znativni
celulozy ziskat pomoci kyselé hydrolyzy, kdy dojde k odstranéni amorfni struktury
celulozy, ale zlstane zachovéana vysoce krystalickd struktura. Takto uvolnéné castice

nanokrystalické struktury maji primér okolo 5-30 nm a jejich délka se pohybuje okolo
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100-500 nm. Délka krystalti zalezi na zdroji nanokrystalické celul6zy. Zdrojem CNC je
obvykle dievo, bavlna nebo tunicin, coz je latka extrahovand z motskych zivocichii.
Nanokrystalicka celuldza se mize vyskytovat v riznych geometrickych tvarech, ktery je
zavisly na zdroji CNC. Naptiklad CNC z fas ma obdelnikovité uspotfddani a CNC

z tunicinu ma geometrii podobnou zkroucenému pasku (Gardner, 2008; Mohan, 2015).

Moznosti funkcionalizace povrchu CNC zélezi na druhu pouzité mineralni kyseliny
pii hydrolyze. Castice CNC maji slabé zaporny naboj, pokud byla k hydrolyze pouZita
kyselina chlorovodikovd. Povrch CNC je zéporné nabity, pokud k hydrolyze byla
pouzita kyselina sirova. Rovnéz bylo zjisténo, ze rozméry krystaltt CNC zavisi na dobé
trvani hydrolyzy. Obecné plati ¢im delSi reak¢éni doba, tim kratSi krystaly (Abithol,
2016).

2) Nanofibrilarni celuléza (CNF)

Nanofibrilarni celuloza (CNF) se ziskava hlavné za pouziti mechanickych procesi.
K zisku CNF se pouZzivé vysokotlakd homogenizace a/nebo mleti a dale chemické nebo
enzymatické St€peni. CNF se skladd z individudlnich i agregovanych nanofibril, které
jsou tvoteny ze stiidavych krystalickych a amorfnich domén. CNF je tvofena dlouhymi
a mekkymi fetézci. Vzhledem k zapleteni dlouhych celulézovych fetézct tak neni
snadné urcit délku CNF. Avsak podle literatury se délka CNF uvadi od 10 do 100 nm,
zaleZzi ovSem na zdroji celulozy, defibrilacnim procesu a Upravach celuldzy pii jejim

zpracovani (Nechyporchuk, 2016, Gardner, 2008).
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Obr.5: Ilustrace CNC a CNF celulozy v bunécné stené rostlin.(Salas, 2014)
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3) Bakterialni celuléza

Historie vyzkumu BC saha az do roku 1886, kdy ji jako prvni popsal J.M.Brown.
Bakterialni celuldza spada do kategorie exopolysacharidii. Mezi nejcastéji  pouzivané

bakterie patti Acetobacter xylinum nebo Gluconacetobacter (Abeer, 2013, Esa, 2014).

Bakterie jsou kultivovany v bézném Zzivném prostiedi a bakteridlni celuldéza je
vyluCovana jako exopolysacharid na rozhrani ovzdu$i. Pfi biosyntéze BC jsou
glukozové fetézce syntetizovany uvniti bakterie a ven jsou vytlacovany skrze pory,
které ma bakterie na povrchu téla (Obr.6). Vysledna forma stabilni bakterialni celulozy
se skladd zvlaken o priméru 20-100 nanometrd, které obsahuji az 99 % vody.
Bakterialni celul6za je syntetizovana v €isté formé, a proto nevyzaduje zadné intenzivni
zpracovani pro odstranéni necistot nebo kontaminujicich latek (lignin, pektin,

hemicelulozy) (Lin, 2011; Gardner, 2008, Esa, 2014).

Timto zpisobem je mozné vyrobit bakteridlni celulézu s vysokou molekulovou
hmotnosti, vysokou krystalinitou a dobrou mechanickou stabilitou. Produkce bakterialni
celulozy fermentaci umoznuje kontrolovat tvar vytvofenych celuléozovych téles i
strukturu nanovldkenné sit€¢ béhem biosyntézy, coZz je velmi dllezité pro tkanové

inZenyrstvi a nasledné pouziti materialu (4bitbol, 2016).

Bakterialni celuloza se skladd pouze zjednoho monomeru glukézy, a presto
vykazuje skvélé vlastnosti. Bakteridlni celuléza se vyznacuje unikatni nanostrukturou
(Chen, 2010), vysokou schopnosti zadrZzovat vodu (Saibuatong, 2010) a vysokym
stupném polymerace (Dahman, 2010). Rovnéz vykazuje vysokou mechanickou pevnost
a vysokou krystalinitu (Keshk, 2014). Diky svym vlastnostem a nedavnym objeviim ma
BC obrovsky potencidl stat se vyhleddvanym materidlem pro biomedicinské aplikace

(Shah, 2013).
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Obr.6: Znazornéni kolobehu vzniku bakterialni celuldzy az po jeji pouziti. (a) Molekuly fruktozy a
glukozy jako zdroj uhliku pro Gluconacetobacter xylinus. (b) Syntéza BC, zde znazornéna jako modra
vidkna. (c) Bakterialni celulézové mikrofibrily. (d-e) Znazornéni pouziti BC jako kryti rany ¢i jako nosi¢
lékit.(Abeer, 2013)

Bakteridlni celuléza se skladd z -1 —4 glukanovych fetézcti s molekulovym
vzorcem (CeH100s5)n. Glukanové fetézce jsou drzeny pohromad€ pomoci inter a intra

vodikovych vazeb (Obr.7). Mikrovlakna BC byla poprvé popsana v Muhlethalerinu
1949 a jsou asi 100krat mensi nez vlakna rostlinné celuldzy (Chawla, 2009).

******

] OH

Obr.7: Intra a inter vodikové vazby v bakterialni celuloze. (Esa, 2014)
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Bakterialni celuléza poskytuje celou fadu vyhod oproti nanokrystalické a
nanofibrilarni celuléze. Bezesporu nejvétsi vyhodou je jeji Cistota, rovnéz z jeji Cistoty

vyplyva i reprodukovatelnost pokust s BC.

Bakterialni celul6za vynika svou vysokou krystalinitou, ktera se pohybuje okolo 60-
80% (Czaja, 2006), ddle ma BC vysokou pevnost v tahu a vysoky Youngiv modul
pruznosti 15-30 GPa. Bakteridlni celuloza ma vysoky mérny povrch oproti rostlinnym
nanocelul6zam a i diky svému povrchu je BC siln¢€ hydrofilni. Bakterialni celuldza je
extrémné nerozpustnd ve véEtSin€ rozpoustédel, ma dobrou tvarovatelnost a vysoky

stupenl polymerizace (De Olyveira, 2011).

Bakterialni celuldéza diky své nanovlakenné strukture a jeji 3D porézni siti
podporuje  bunéfnou proliferaci (Czaja, 2009). Dale byla sledovana jeji
biokompatibilita, kdy pfi implantaci nebyla pozorovana zadnéa reakce na cizi téleso a
BC zpiisobila velmi nizkou zénétlivou reakci. Navic implantaty prokazovaly vhodnou
integraci s hostitelskou tkani a podporovaly adhezi a proliferaci bunék hostitelské tkané
(Klemm, 2001). Biokompatibilita BC je srovnatelnd s biomaterialy, které jsou Siroce
pouzivany ve tkanovém inZenyrstvi, napiiklad s kyselinou polyglykolovou a

polytetrafluorethylenem (Sulaeva, 2015).

Vlastnosti nanocelulozy

Nanocelul6za je pfirodni materidl, ktery ma strukturu v nanométitku. Diky své
struktufe nanoceluléza disponuje riznymi vlastnostmi, které jsou odlisné od
»tradi€nich® material. Mezi tyto vlastnosti patfi naptiklad specidlni morfologie a
geometrické rozméry, krystalinita, vysoky specificky povrch, reologické vlastnosti,
bariérové  vlastnosti, povrchova chemicka reaktivita, biokompatibilita a
biodegradabilita. Nanoceluloza vynikd svou nizkou hustotou, biologickou

degradabilitou, vysokou pevnosti a tuhosti (Salas, 2014, Endes, 2016).

VSsechny tyto vlastnosti mohou byt obecné zatazeny do tfi kategorii: fyzikalni,
chemické a biologické vlastnosti. Diky témto vlastnostem je nanoceluléza Zadanym
materidlem v riznych odvétvich. V soucasné dobé¢ je nanoceluléza zadanym materidlem

v systémech fizeného uvoliiovani 1é¢iv a ve tkanlovém inzenyrstvi (Lin, 2011).
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1) Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti u nanocelulozy lze charakterizovat podle zastoupeni jeji
uspotadané (krystalické) a neuspofadané (amorfni) oblasti. Celulézové tetézce
v amorfni oblasti ptispivaji k pruznosti a plasticit¢ materialu, zatimco krystalické oblasti

jsou zodpoveédné za tuhost a pruznost materialu (Lin, 2011; Endes, 2016).

2) Chemické vlastnosti

Z chemického hlediska je nanocelul6za homopolysacharid s vysokou molekulovou
hmotnosti skladajici se z B-1,4-anhydro-D-glukopyranézovych jednotek. Tyto jednotky
nelezi pfesné v roviné se strukturou, ale spiSe zaujimaji konformaci zidle, v niz se
glukézové zbytky otdceji vuhlu 180 ° kolem osy a hydroxylové skupiny lezi
v rovnikové poloze (Dufresne, 2011). Schopnost téchto hydroxylovych skupin vytvaiet
vodikové vazby hraje dualezitou roli pii tvorbé fibrilarni a semikrystalické struktury.

Témi se fidi dulezité fyzikalni vlastnosti nanocelulozy.

Jednou z konkrétnich vlastnosti celulozy je, ze kazda glukézova jednotka nese tfi
hydroxylové skupiny (Obr.8). Tyto hydroxylové skupiny zajistuji nanoceluloze
reaktivni povrch pokryty cetnymi aktivnimi hydroxylovymi skupinami. Reaktivita

hydroxylovych skupin je v rtiznych polohéch rizna.

-2
Non-reducing end Reducing end

Sometimes shown as

Cellulose

Obr.8: Chemicky vzorec celulozy.

Hydroxylova skupina v poloze 6 se chova jako primarni alkohol, zatimco

hydroxylové skupiny v polohdch 2 a 3 se chovaji jako sekundarni alkoholy. Atom
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uhliku, ktery nese hydroxylovou skupinu v poloze 6 je pfipojen pouze jednou alkylovou
skupinou, pficemz atomy uhliku s hydroxylovymi skupinami v polohach 2 a 3 jsou
spojeny piimo na dvé alkylové skupiny. Ty indukuji sférické uc¢inky odvozené od

supramolekularni struktury celuldzy a reakce Cinidla (Nechyporchuk, 2016).

Bylo zjisténo, ze hydroxylova skupina v poloze 6 mtize reagovat az 10x rychleji nez
ostatni hydroxylové skupiny. Dale bylo zjisténo, Ze reaktivita hydroxylové skupiny
v poloze 2 je vétsi nez reaktivita hydroxylové skupiny v poloze 3. Nicméné povrchova
reaktivita u nanoceluldézy zavisi také na pouzitych reaktantech a rozpoustédlech, ty

mohou mit nesmirny vliv na reaktivitu hydroxylovych skupin v riznych polohach.

Na rozdil od reaktivnich skupin je dalsi dilezitou otdzkou povrchovy naboj
nanocelulozy, ktery se vztahuje hlavné na negativni estery sulfatu (-SO3;’) na CNC.
Estery sulfatu jsou na CNC zavedeny pfi hydrolyze kyselinou sirovou. Kyselina sirova
hydrolyzuje povrch nanoceluldzy, proto je povrch nanocelulézy nabity negativnim
nabojem a taktéz je to diivod pro¢ nanoceluldza je schopna vytvaret dobie dispergované
vodné koloidni suspenze. Naboj nanocelulozy je mozné ovlivnit dobou trvani hydrolyzy
a také teplotou kyseliny sirové. Navazany ester sulfatu dodavda CNC vysokou stabilitu
v rozpoustédlech. Zaroven diky této skupiné je mozné CNC pouZzit pro biomedicinské

aplikace (Dufresne, 2011).

3) Biologické vlastnosti

a) Biokompatibilita a hemokompatibilita

Nanoceluléza i celuléza patii mezi biokompatibilni materidly. Velky problém
ovSem nastava v jejich schopnosti biodegradace. Lidské télo totiz neni schopno rozlozit
celulozové materidly. Postrada celulolytické enzymy, které jsou zodpovédné za

degradaci celulozy.

Nicméné nékteré vlastnosti celuldzy jako jsou krystalinita nebo hydratace mohou
mit vliv na stupen degradace, na absorpci 1 imunitni odpovéd’. Dalsi vliv na degradaci

celulézy mlize mit i chemickéd modifikace celulozy (Lin, 2011; Abitbol, 2016).
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Hemokompatibilita je dulezitd zejména pro biomateridly, které pfijdou do styku
s krvi. Muze se jednat napiiklad o umélé organy, umélé cévy, Cerpadla, uméla srdce

(Lin, 2011, Endes, 2016).

Pti porovnani biokompatibility a hemokompatibility CNC, CNF a BC celuléz je
jasnym vitézem bakteridlni celuloza. Napiiklad byla testovana biokompatibilita
bakterialni celul6zy na potkanech pfi testech in vivo. Potkanim byla zavedena kapsle
s bakterialni celul6zou pod kizi a byly sledovany reakce organismu na ptitomnost BC.
Ani po 12 tydnech nedoslo k zadné zanétlivé ¢i jiné nezadouci reakci. Naopak BC byla

ptijata hostitelskou tkani a umoznil infiltraci fibroblasty (Helenius, 2006, Endes, 2016).

Petersen a Gatenholm poukazuji na to, ze biokompatibilita BC miize souviset s tim,
ze BC ma podobnou strukturu jako slozky extracelularni matrix jako naptiklad kolagen.
Ve skute¢nosti ma BC a kolagen podobny primér vlaken kolem 100 nm. OvSem velmi

vzacné je piimé vySetfovani biokompatibility CNC a CNF (Petersen,2010).

b) Toxikologie

Drtivéjsi studie prokazaly, Ze nanocelul6za neni toxicka nebo ma jen velmi nizkou
toxicitu, ktera je srovnatelna napiiklad s toxicitou kuchynské soli. I tak pii pouziti
nanoceluldzy jako biomedicinského materidlu jsou otazky toxikologie a bezpe€nosti
ovefovany neustale. AvSak testovani neprokazalo Zadny vliv nebo poSkozeni organismu
na bunééné ¢i genetické urovni za pouZiti nanoceluldzy jako biomaterialu (Lin, 2011;

Endes, 2016, Abitbol, 2016).

Pouziti nanocelulézy v mediciné

Slibné mechanické vlastnosti a biokompatibilita d€laji z nanoceluléozy material
vhodny k vyzkumu a vyvoji ve tkanovém inZenyrstvi. Nanocelul6zové materialy jsou
vhodné napftiklad pro vyvoj scaffoldd, je prokdzano, Ze nanoceluldza podporuje adhezi,

proliferaci a diferenciaci bunék.

Bakterialni celuléza a nanokrystalickd celuléza jsou vhodné pro povlakovani
materiald ve tkanovém inzenyrstvi, dale pro vyrobu riznych membran a hydrogeld, jsou

vhodné pro elektrostatické zvlakiovani a tvorbu kompozitu.
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Velké uplatnéni nanoceluloézy je v drug delivery systémech, kde se nanoceluldza
pouziva ve form¢é membran, potaht tablet, nosict riznych biopolymeri. Tyto materidly
poskytuji dobrou stabilitu 1éCiva, stejné jako moznost nastaveni uvoliiovani léciv

(Khalil, 2011; Jorfi, 2014, Lu, 2014).

Obr.9: Pouziti nanocelulozy v mediciné, (a) a (b) nanocelulozovy hydrogel, (c) a (d) zilni implantaty,

(e) rekonstrukce mozkové pleny, (f) stent. (Khalil, 2011)
Ve tkanovém inzenyrstvi se nejvice uplatnuje bakterialni celuloza. Ta je zkoumana
pro své mechanické vlastnosti jako budouci moznéd nahrada vazt (Lin, 2011; Jorfi,
2014). Velké uplatnéni BC nasla i v odvétvi hojeni ran, kdy je pouzivana pro svou

dobrou proliferaci lidskych kmenovych bunék a schopnost zrychleni regenerace tkani

(Fu, 2012; Fu, 2013; Lu, 2014).

Pro uplatnéni pfi hojeni ¢i ndhrad¢ kostni tkané¢ byl vyroben kompozit BC a
hydroxyapatitu, tato kombinace zajiStuje lepsSi adhezi, proliferaci kostnich bunck a

mineralizaci kosti (Tazi, 2012; Jorfi, 2014, Lu, 2014).
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Ovsem asi nejveétsSim odvetvim tkadnového inzenyrstvi je vyroba cévnich ndhrad.
Cévni ndhrady musi vykazovat dobrou mechanickou pevnost a krevni
hemokompatibilitu. VSechny tyto pozadavky splituje nanoceluldza, zejména bakterialni
celuloza. Bakterialni celul6za je vhodna pro vyrobu maloprimérovych cévnich ndhrad

(< 4mm) a velkych cévnich nédhrad (> 6 mm) (Fink, 2009; Lu, 2014).

Tym Dietera Klemma z Friedrich-Schiller-University Jena byl prvni vyzkumny
ustav, ktery vyvinul a aplikoval cévni ndhradu z bakterialni celulézy. Jako prvni popsali
materidl, zkterého byly vyrobeny cévni ndhrady BASYC byl material vyrobeny
z bakterialni celuldzy (Klemm, 2001).

Tento materidl vykazoval vysokou mechanickou odolnost ve vlhkém stavu,
enormné zadrzoval vodu a vykazoval nizkou drsnost na vnitinim povrchu cévni
nahrady. Zaroven se uvadi, Ze BASYC z bakteridlni celuléozy byl pouzit na cévni

nahrady u krys a prasat (Schumann, 2009).

Podle Schumanna a kolektivu byla cévni ndhrada z bakteridlni celulézy vhodna
k pouziti pro cévni ndhrady malych priméri a zaroveii omezovala fenomén vzniku

trombu a stendzy (Schumann, 2009; Lu, 2014).

Dale také v posledni dobé Brown a kolektiv popsali syntézu CNC/fibrinovych
biokompoziti uréenych pro vyrobu maloprimérovych cévnich nahrad. Tento material
vznikl kovalentnim naroubovanim CNC na fibrinovou matrici. Material vykazoval

pevnost i elasticitu. Nicmén¢ nebyl testovan in vivo.

Jako material pro vyrobu cévnich ndhrad byl vyvijen i materidl z polyuretanu a
CNF. Piitomnost CNF v polyuretanu méla za nésledek lepsi elastické vlastnosti
materialu, dale nizkou trombogenicitu a material vykazoval mimotadné fyzikalni a
mechanické vlastnosti. Cévni ndhrada z tohoto materialu byla pouzita u 26-let¢ho muze
pfi ndhrad¢ krkavice. OvSem doposud nebyly publikovany zadné vysledky tohoto
pouziti (Lin, 2011).
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3. Experimentalni Cast

Stavajici cévni ndhrady kolabuji z divoda vysoké trombogenicity pii implantaci do
vysSich zivoc¢iSnych druhii. Navrhem feSeni bylo modifikovat vnitini sténu cévni
nahrady nanocelulézou, ktera vyrazné zvysSuje adhezi endotelti z divodu jeji jemné
struktury. Na druhé stran¢ vSak spolecné se zvySujici se adhezi endotelovych bunck
roste 1 trombogenicita povrchu, proto bylo nutné na dany povrch navazat heparin za

pouziti polydopaminu.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je rozdélena na dvé podkapitoly. Prvni
podkapitola se tykd modifikace materidlu nanocelulézou a druhd podkapitola je

zamétena na modifikaci maloprimérové cévni nahrady polydopaminem a heparinem.

3.1 Material a pristrojové vybaveni

V této kapitole je uveden veskery materidl a pfistrojové vybaveni, které bylo
pouzito pfi zpracovavani této diplomové prace. Seznam pouzitych chemikalii je uveden

v Tab.3 a seznam pouzitych pfistroji je uveden v 7ab.4.

Tab.3: Prehled pouzitych chemikalii.

Chemikalie Popis Vyrobce

BGB Ultra cellulose nanocrystals | 8 % vodna suspenze Blue Goose biorefineries inc.

Sappi Cellulose nanofibers 1% roztok v 2-Ethyl-1-hexanol Sappi

CelluForce Nanokrystalické celul6za Celluforce

Celul6za acetat butyrat Mw 80 000 g/mol Sigma Aldrich

Bakterialni celuloza Suspenze bakterialni celulozy Royal institute of technology
Stockholm

Polykaprolakton Mw 80 000 g/mol Sigma Aldrich

Kopolymer polylaktidu a PURASORB7015 Corbion

polykaprolaktonu

Heparin sodium salt CAS: 9041-08-1 TCI

Chloroform Penta

Chlorovodikové kyselina Penta

Ethanol Penta

Kyselina octova Penta

Trombocyty TRSA11170405 Krajska nemocnice Liberec

Endotelové bunky ATCC

Endothelial Basal Medium Lonza

EGM-2 Single Quots Lonza

Trypsin-EDTA Lonza

Tris CAS: 77-86-1 Sigma Aldrich

Dopamin CAS: 6231-7 TCI

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]- Thermo Fisher
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2,5-difenyl tetrazolium bromid

Isopropanol Penta

Glutaraldehyd Sigma Aldrich

Fosfatovy pufr

DAPI Thermo Fisher

Phalloidin Thermo Fisher

Composol CS Krajska nemocnice Liberec
Triton X-100 Sigma Aldrich

Tab.4: Prehled pristroju.

Pristroj Vyrobce
Peristaltickd pumpa Scientific
Fluorescencni mikroskop Nikon
Elektronovy mikroskop Tescan

UV-Vis spektrofotometr BioTech

Flow box Telstar Bio-1I-A
Nanospider™ Elmarco
Sterilizator ethylen oxid Anprolene
Koagulacni analyzator BCS XP Siemens

3.2  Pouzité metody

3.2.1 Elektrostatické zvlaknovani

Princip elektrostatického zvlaknovani (electrospinningu) vyuziva
elektrostatického potencialu mezi elektrodou a kolektorem. Pouzitim zdroje vysokého
napéti dochazi k pfivodu vysokého napéti kladné ¢i zéporné polarity do polymerniho
roztoku. Ten je nasledné pfitahovan vlivem elektrického potenciadlu vznikajicitho mezi
elektrodou a kolektorem. Elektricky potencial zpiisobuje silnou interakci mezi
elektrodou a kolektorem a vlivem elektrostatickych sil, kde dochazi k deformaci
kapaliny a nasledné tvorbé Taylorova kuzele a posléze nanovldken ¢i mikrovldken.
V okamziku, kdy je ptekondna prahova hodnota napéti, elektrostatické sily prekonaji
povrchové napéti, vnitini tfeni polymerniho roztoku a proudy polymerniho roztoku jsou
vytahovany z Taylorova kuzele. Tyto vldkenné proudy prochdzi bicovaci zoénou, kde
dochdzi k odpateni rozpousStédla a nasledné se vlakna ukladaji ve formé& suchych

polymernich vlaken na kolektor.

Zatizeni pro zvlaknovani maloprimérovych cévnich nahrad je tvoieno pohybujici se

jehlou, kterd vykonava linearni posuv ve vzdalenosti rovné délce cévni nahrady.
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Kolektor je tvofen velice rychle rotujicim vietenem. Princip zvlaknovani potom probiha

stejnym zpuisobem, ktery je popsan vyse.

Obr 11: Schéma (a) a fotografie (b) zachycujici usporadani zarizeni pro vyrobu malopriimérovych
cévnich nahrad pomoci elektrostatického zviaknovani. Injekcni strikacka (1) obsahujici polymerni roztok
je umisténa v davkovaci pumpé (2), kdy jehla (3) injekcni stiikacky je pripojena ke zdroji vysokého napéti.

Vytvarejici se vidkna se ukladajici na rotujici vieteno (4). (Horakovd, 2015)

3.2.2 Stanoveni metabolické aktivity bunék (MTT test)

MTT test byl pouzit k testovani materiali s endotelovymi buitkami, trombocyty a

byl pouZit 1 pro stanoveni vlivu u¢inku heparinu na endotelové bunky.

Tato metoda je zalozena na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (fialové
krystalky). Reakce probihd na mitochondridlni membrané zivych bunék. Formazan se
rozpusti pfidanim okyseleného isopropanolu a =zabarveni se vyhodnocuje
spektrofotometricky pifi vlnové délce 570 nm (referenéni vinovd délka 650 nm).
Hodnota absorbance roztoku odpovida mnozstvi zivych bun€k - ¢im tmavsi barva, a

tedy vyss$i absorbance, tim vyssi procento Zivych bun¢k.

Do sterilnich jamek pouzité () kultivacni desticky bylo napipetovano kompletni
médium a k nému byl pfidan roztok MTT. Do takto pfipravené¢ho roztoku byly pomoci
pinzety pteneseny scaffoldy. Roztok byl vytemperovan na 37 °C. Z jamek s pozitivnimi

kontrolami bylo odsato médium a bylo pfipipetovano nové médium a MTT roztok.

Takto piipravena kultivacni desticka byla vloZzena do inkubatoru a byly stopovany

2-4 hodiny inkubace.
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Po skonceni inkubace MTT testu bylo odsato médium a byl pfidan okyseleny
isopropanol. V tomto roztoku doslo k rozpusténi fialovych krystalkd. Zabarveny roztok
byl piepipetovan do Cistych jamek a na spektrofotometru byla zmétfena absorbance pii
570 a 650 nm. Vysledna absorbance vzorka byla ziskana jako rozdil absorbanci pii 570
a 650 nm a po odecteni negativnich kontrol. Jako negativni kontroly byly pouzity
vzorky v médiu bez bunék. Vysledky byly zprimérovany a uvedeny do grafu spolu se

smérodatnymi odchylkami.

3.2.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro vizualizaci a néslednou kvantifikaci bun€k na testovanych materidlech byla
pouzita fluorescencni mikroskopie. Vzorky byly po skonceni doby kultivace dvakrat
proplachnuty fosfatovym pufrem (PBS) a zafixovany ve 2,5 % glutaraldehydu po dobu
15 minut pii 4 ° C. Po oplachu PBS byly zafixované bunky byly obarveny pomoci 4',6-
diamidin-2-fenylindol (DAPI) a phalloidinu, kdy DAPI barvi modie jadra bunck a
phalloidin barvi zelen¢ cytoplazmu bunck. Barveni probihalo 15 minut ve tmé. Takto

zhotovené preparaty byly pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu.

Z vyfocenych snimkl z fluorescen¢niho mikroskopu byla provedena kvantifikace
buné&enych jader na plochu 1 mm?, kvantifikace byla provedena automaticky s vyuZzitim
softwaru MATLAB. Kvantifikace byla provedena z jednoho vzorku z dvaceti zornych

poli. Vysledky jsou uvedeny v grafu jako primérnd hodnota + smérodatnd odchylka.

3.2.4 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie byla pouzita pro vizualizaci modifikovanych
materiald a vizualizaci endotelovych bun¢k a trombocytl. Po skonceni doby kultivace
byly vzorky dvakrat promyty v PBS a fixovany pomoci 2,5 % glutaraldehydu po dobu
30 minut pii 4 °C. Poté byly vzorky odvodnény vzristajici ethanolovou fadou (60%,
70%, 80%, 90%, 96%, 100%), nalepeny na ter¢iky, pozlaceny a poté byly pozorovany

elektronovym mikroskopem.
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3.2.5 Aktivovany parcialni tromboplasticky ¢as (aPTT)

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas byl pouzit ke zjiSténi mnozstvi
navazaného heparinu na modifikované materidly. Jedna o screeningovy test, ktery se
pouziva k monitoringu pacientd, kteii podstupuji 1é€bu heparinem. Aktivovany parcialni
Cas je zalozen na méfeni doby do vzniku fibrinového vlakna u dekalcifikované plazmy

po piidani nadbytku vapenatych iontt a parcidlniho tromboplastinu.

Pti méfeni aPTT bylo smichano 100 pl PBS, ve kterém byl vytfepavan vzorek
modifikovany heparinem. K fosfatovému pufru bylo pfidano 400 pl plazmy. Takto
pfipraveny vzorek byl méfen na automatickém koagula¢nim analyzatoru BCS XP.
Aktivovany parcialni ¢as byl méfen na Oddéleni hematologie a transfizniho 1ékafstvi

Krajské nemocnice Liberec.

V pfipadé pritomnosti heparinu ve vzorku plazmy dochdzi k prodlouzeni
koagula¢niho casu. Tato doba je timérnd koncentraci heparinu v méfeném roztoku.

Fyziologické hodnoty aPTT jsou 25-40 sekund.

3.3 Modifikace materiali nanocelulézou

Tato kapitola je vénovana modifikaci materidlli nanocelul6zou. Nanocelul6za byla
pouzita k modifikaci maloprimérové cévni nahrady. Divodem modifikace cévni
nahrady nanocelulézou bylo zlepSeni adheze a proliferace endotelovych bun&k, zména
smacivosti hydrofobnich polyesteri a néslednd moZnost chemické modifikace.
Malopriimérova cévni ndhrada byla vyrobena zpolymeri polykaprolaktonu a

kopolymeru polylaktidu a polykaprolaktonu.

Planarni  vzorky modifikované nanocelulozou byly pouzity k testovani
s endotelovymi buitkami. Planarni vzorky byly pro testovani pouzity z divodu snadné;si
vyroby a lepSiho zachazeni pti testovani in vitro. Navic u planarnich vzorka byla
moznost pouziti vét§iho poctu opakovani jednotlivych testd. Tubularni blend, ktery byl
modifikovan nanocelulézou pomoci peristaltické pumpy byl nasledné charakterizovan
pomoci SEM, poté byl vlozen do PBS a byl vytiepavan. Po 24/ 72 h byl opét
charakterizovan pomoci SEM. Nemodifikované vzorky PCL a tubularniho blendu byly

pouzity jako kontroly pii testovani materialii s endotelovymi buitkami a kontroly pro
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snimky SEM. Cilem modifikace tubuldrnich vzorkt bylo potdhnout vnitini sténu cévni

nahrady pro usnadnéni endotelizace vnitiniho povrchu.

3.3.1 Priprava roztoki pro elektrostatické zvlakinovani

e Celuldza acetat butyrat (CAB)

Byl ptipraven roztok celuldzy acetat butyrat o koncentraci 10 hm %. Celuldza acetat
byla rozpusténa v kyseliné octové. Po rozpusténi byl roztok zvldknén na

NANOSPIDERU™,

Celuloza acetat butyrat nebyl pouzit pro modifikaci zékladniho materialu, byl
zvlaknén samostatné. A byl zvldknén za Gcelem nalezeni alternativy misto alifatickych
polyestert. Alifatické polyestery jsou hydrofobni a maji semikrystalickou strukturu.
Celuloza acetat butyrat je hydrofilni. V budoucnosti by mohla nahradit jiz zminéné

alifatické polyestery.
e Polykaprolakton (PCL) + nanokrystalicka celuléza (CNC)

Polykaprolakton byl rozpustén ve smési rozpoustédel chloroform/ethanol/kyselina
octova v poméru (8/1/1) na finalni koncentraci 10 hm. %. Po rozpusténi PCL byla do
roztoku piidana CNC celul6za o koncentraci 1 hm.% a 2 hm.%. Takto pfipravené

roztoky byly elektrostaticky zvldknény na NANOSPIDERU ™,

e Polykaprolakton (PCL) + kopolymer polylaktidu a polykaprolaktonu
(PLCL)

Polykaprolakton a kopolymer polylaktidu a polykaprolaktonu byly rozpustény
vpoméru 1:1 ve smési rozpoustédel chloroform/ethanol/ kyselina octova (8/1/1).
Finalni koncentrace roztoku byla 10 hm.%. Blend téchto dvou polymert byl zvldknén
za pouziti NANOSPIDERU™.
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3.3.2 Modifikace tubularnich vzorku nanocelulézou

Pro modifikace byl zvlaknén blend PCL/PLCL. K modifikace blendu byla pouZita
bakteridlni celuléza (KTH Stockholm), CNC (BGB celuloza; CelluForce) a CNF
(Sappi) celuldéza. Bakteridlni a Sappi celuldéza byly pouzity bez jakychkoliv uprav.
Z BGB celulozy byla namichana suspenze o koncentraci 1 hm.%, rozpoustédlem byla
destilovana voda. Z CelluForce celulézy byly namichany dvé suspenze o koncentraci 1
hm.%, rozpoustédlem v prvnim roztoku byla destilovana voda a druhym rozpoustédlem

byl butanol. Takto pfipravené suspenze byly pouzity k modifikaci tubularnich vzorkd.

Modifikace probihala pomoci peristaltické pumpy, ta byla nastavena na pritok 3
ml/min a dobu 24 hodin.

Obr.12: Schéma zapojeni peristaltické pumpy pri modifikaci nanoviakennych cévnich nahrad.
Nasledné byly vzorky analyzovany pomoci SEM. Po analyze vzorkii na SEM byly
vzorky ponofeny do 1 ml PBS a vytfepavany pii 100 rpm 24 h/ 72h pfi teploté 37°C. Po
24/72 hodinach byly provedeny dalsi snimky SEM za ucelem kontroly vrstvy

nanocelulozy.
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3.3.3 Charakterizace materiala

Charakterizace modifikovanych materialti probihala pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie a obrazové analyzy v programu Nis elements, kde byl méfen primér
vldken. Primér vlaken byl méfen u 150 vldken. Primeér vlaken byl vyjadien jako
pramérna hodnota + smeérodatnd odchylka. Snimky z elektronového mikroskopu a

naméfené priméry vladken jsou uvedeny v kapitole 4. Vysledky a diskuze.

3.3.4 Biologické testovani materialii modifikovanych nanocelulézou

Elektrostaticky zvlaknéné materidly a tubularni blend modifikovany bakteridlni

celulézou byly testovany in vitro s endotelovymi buiikami a trombocyty.

3.3.4.1 Testovani modifikovanych materialii nanocelul6zou s endotelovymi
bunkami

Pro testovani s endotelovymi buikami byl zvldknén polykaprolakton,

polykaprolakton s nanokrystalickou celuldzou a celuldza acetat butyrat.

Z téchto materiali byly vyfezany kruhové vzorky o priméru 15 mm. Tyto vzorky
byly umistény do 24 jamkové desticky. Aby se docililo spravného smoceni materiali
byly vzorky =zatizeny sklenénych krouzkem. Takto pfipravené materidly byly
sterilizovany ethylenoxidem a pfed samotnym testovanim byly odvétravany dva tydny

pii pokojové teplote.

Vlastni testovani probihalo za pouziti lidskych endotelovych bunék z pupecnikové
zily, pasaz 7 (Human umbilicalan vein endothelial cell HUVEC), které byly kultivovany
v endotelidlnim bazdlnim médiu (EBM-2) doplnéném EGM-2 Single Quots. Ten
obsahoval lidsky epidermédlni ristovy faktor (hEGF), hydrokortison, bovinni mozkovy
extrakt (BBE), kyselinu askorbovou, fetdlni bovinni sérum (FBS) a
Gentamicin/Amfotericin-B (GA). Bunky byly umistény v inkubatoru v atmosféte 5%
CO, pii 37°C. Kdyz se buiiky staly konfluentnimi, byly suspendovany za pouziti
trypsinu-EDTA.  Endotelové builkky byly nasazeny na vrchni stranu vzorkl pfi
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koncentraci 1 x 10* bunék na jamku. Vzorky byly analyzovany po 7 dnech kultivace za
pouziti fluorescen¢ni mikroskopie (3.2.2) a skenovaci elektronové mikroskopie (3.2.3).
Pro kvantifikaci bunécéné viability byl pouzit metabolicky test MTT (3.2.1). Jako
negativni kontroly byly pouzity vzorky, které byly inkubovany v médiu bez bun¢k.

e MTT

Viabilita endotelovych bunék na scaffoldech byla testovana po 7 dnech kultivace
pomoci MTT testu. Testovani bylo provedeno na 3 vzorcich a 1 vzorku jako negativni

kontrola pro kazdy material.

3.3.4.2 Testovani trombogenicity tubuldarnich vzorka blendu modifikovaného
bakterialni nanocelul6zou
Na testovani trombogenicity byly pfipraveny tubularni vzorky elektrostaticky
zvlaknéného blendu z PCL a PLCL v poméru 1:1. Vnitini vrstva téchto tubuldrnich
vzorki byla po zvldknéni modifikovana bakteridlni nanocelulézou. Z takto
ptipravenych vzorkll (Blend, Blend + BC) byly vystfizeny vzorky o priméru 6 mm.
Tyto vzorky byly pfed samotnym testovani vysterilizovany v ethylen oxidu a odvétrany

po dobu tii tydnt pii laboratorni teploté.

Materialy byly inkubované ve 200 ul suspenze trombocytli o koncentraci 830 x 10°
trombocytii/ml po dobu dvou hodin pii 37°C. Stejnym zplsobem byly pfipraveny i
materidly slouZici jako negativni kontroly, ovSem negativni kontroly byly inkubovany
pouze v roztoku Composolu CS. Vzorky byly analyzovany po dvou hodinové inkubaci
za pouziti skenovaci elektronové mikroskopie (3.2.3). Pro kvantifikaci bunécné viability

byl pouzit metabolicky test MTT (3.2.1).

e MTT test

Po uplynuti dvou hodinové inkubace materidli s trombocyty byly vzorky pro MTT
test pfendany do 150 pl Cistého roztoku Composol CS a bylo pfiddno 50 pl roztoku
MTT. Vznikl¢é fialové krystaly byly rozpustény pomoci okyseleného isopropylalkoholu.
Absorbance roztokii byla métena pii vinovych délkach 570 nm a 650 nm. Tyto hodnoty

byly zprimérovany a vyslednd absorbance vzorkid byla vypocitdna jako rozdil
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absorbanci vzorkl a negativnich kontrol. Testovani bylo provedeno na 7 vzorcich a byla

1 negativni kontrola.

3.4 Modifikace maloprimérové cévni nahrady polydopaminem a
heparinem

Pro modifikaci byl zvlaknén blend (PCL/PCLC), ktery byl dale modifikovan
polydopaminem a heparinem. Modifikace probihala pomoci polymeracni reakce.
Modifikovana byla jak planarni vrstva, tak i tubuldrni vzorky. Modifikace tubularnich

vzorkl probihala pomoci peristaltické pumpy.

Planarni vrstva byla modifikovdna z diivodi pouziti této vrstvy k biologickému
testovani s endotelovymi buiikami a trombocyty. Planarni vrstva je vhodngjsi pro
testovani in vitro nez tubularni vzorky. Tubularni vzorky byly modifikovany pro dalsi

experimenty, které¢ budou provedeny v Némecku na Univerzité Tiibingen.

3.4.1 Priprava roztoki pro vyrobu cévnich nahrad (blend)

e Polykaprolakton (PCL) + kopolymer polylaktidu a polykaprolaktonu
(PLCL)

Materiadly byly pfipraveny stejnym zplsobem jako materidly pro modifikaci

nanocelulozou.

3.4.2 Modifikace materialii polydopaminem a heparinem

Tato Céast prace probihala ve spolupraci s Oddélenim nanomateriali

v pfirodnich vé€dach a Ing. Janem LukaSkem.

e Modifikace planarnich vzorkt polydopaminem a heparinem
Vzorek blendu byl upnut do teflonového ramecku s vnitini plochou 16 cm?. V 250
ml odmérné bance byl pfipraven 10 mM roztok Tris, ten byl kvantitativné preveden do
kadinky a bylo pfidano 66,2 pl koncentrované 35 % kyseliny chlorovodikové (HCI).

Vysledné pH roztoku bylo 8,5. Do takto piipraveného roztoku s pufrem byl vloZen
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ramecek se vzorkem. Nasledné byl vzorek v pufru vlozen do ultrazvuku na 2 minuty,
aby doslo k nasyceni nanovldkenného nosice roztokem. Na Obr.13 je vidét neuplné
smoceny vzorek v teflonovém rdmecku v polymeracnim roztoku. A na vedlejSim
obrazku je zachycen barevny piechod béhem reakce (zména bilé barvy - vzorky vpravo,

na hnédou az ¢ernou - vzorky vlevo).

Obr.13: Snimek polymeracniho roztoku s nesmocenym vzorkem v teflonovéem ramecku a snimek

smocenych vzorkit béhme polymeracni reakce dopaminu.

Nasledné byla kadinka postavena na magnetické michadlo, vzorek byl vyndan a za
stalého michani byl do roztoku pufru pfidan heparin (2 mg/ml) a po jeho rozpusténi byl
do roztoku pfidan polydopamin (2 mg/ml). Po rozpuSténi polydopaminu byl vzorek
vracen zpét do polymeracni lazné. Planarni vzorek blendu po ptidani dopaminu zacina
okamzité tmavnout pies svétle hnédou az do ¢erné (cca 2 hod), barevny prechod béhem
reakce je vidét na Obr.13. Polymeracni lazeii byla michana pii 250 rpm 4 hodiny. Po
uplynuti 4 hodin byl vzorek vyjmut z lazné€, byl opakované oplachnut destilovanou
vodou, ¢istén destilovanou vodou v ultrazvuku a nésledné byl ponechén na vzduchu,

aby oschnul. Poté byl dosusen v exikatoru pod vakuem.

Modifikace materidlu polydopaminem probihala stejnym zplsobem, jen do

polymerac¢niho roztoku nebyl pfidan heparin.

e Modifikace tubularnich vzorki polydopaminem a heparinem

Modifikace tubuldrnich vzorka polydopaminem probihala stejnym zptisobem jako
modifikace planarnich vzorkl. Rozdil byl v uchyceni vzorka. Kdy nejprve byl tubularni
blend v pufru vloZzen do ultrazvuku na 2 minuty, aby doSlo k nasyceni tubularniho
vzorku roztokem. Nasledné¢ byl tubularni blend napojen do hadicky peristaltické pumpy
a byl uchycen pomoci svorek, které mély zabranit pohybu tubularniho blendu v hadicce

(Obr.14).
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Obr.14: Snimek uchyceni tubuldrnich vzorkii pri modifikaci polydopaminem a heparinem.

Peristaltickd pumpa byla nastavena na pritok 100 ml/ min na dobu 4 hodiny. Zde
byl nalezen problém, jelikoz pomoci peristaltické pumpy byly modifikovany cévni
nahrady o priméru 4 mm a 5 mm. U cévni ndhrady s primérem 5 mm dochéazelo
k prosakovéani jeji stény. Tento problém byl vyfeSen nastavenim mens$iho pratoku

roztoku peristaltickou pumpou. Konkrétné byl pritok zmensen na 30 ml/min.

3.4.3 Biologické testovani materialit modifikovanych polydopaminem a
heparinem

Elektrostaticky zvlaknéné materidly a blend modifikovany polydopaminem a
polydopaminem s heparinem byly testovany in vitro s endotelovymi bunkami a

trombocyty. Zaroven byl testovan vliv u¢inku heparinu na endotelové bunky.

3.4.3.1 Testovani modifikovanych blendi polydopaminem a heparinem
s endotelovymi buiikkami

Pro testovani s endotelovymi buinikami byl zvldknén blend, ktery byl nasledné
modifikovany polydopaminem a polydopaminem a heparinem. Ptiprava vzorkl a
vlastni testovani materiali s endotelovymi buiikami probihalo stejnym zplisobem jako
testovani materiali modifikovanych nanocelulozou (3.3.4.1). K testovani byla pouzita
pasaz ¢islo 7. Endotelové buiiky byly nasazeny na vrchol vzorkd pti koncentraci 1 x 10*

bun¢k na jamku. Vzorky byly analyzovany po 1 a 7 dnech kultivace za pouziti
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fluorescencni mikroskopie (3.2.2) a skenovaci elektronové mikroskopie (3.2.3). Pro
kvantifikaci bunééné viability byl pouzit metabolicky test MTT (3.2.1). Jako negativni
kontroly byly pouzity vzorky, které byly namoceny v médiu bez bunék.

e MTT

Metabolicky MTT test probihal stejny zplsobem jako pfi testovani materidll
modifikovanych nanocelulézou s endotelovymi bunikami. Jedinym rozdilem byla doba
kultivace, kdy materidly modifikovana polydopaminem a heparinem byly
s endotelovymi buitkami testovany po 1 a 7 dnech inkubace. Pro kazdy material byly

testovany 3 vzorky a 1 negativni kontrola.

3.4.3.2 Testovani trombogenicity modifikovanych materiali heparinem a
polydopaminem
Testovani trombogenicity probihalo na zvldknéném blendu z PCL/PLCL a na
blendu modifikovaném polydopaminem a blendu modifikovaném polydopaminem a
heparinem.  Testovani trombogenicity modifikovanych materidld heparinem a
polydopaminem probihalo stejné¢ jako testovdni trombogenicity materialt
modifikovanych nanoceluldézou (3.3.4.2). Jako kontrolni materidl bylo pouzito dno

testovaci jamky (TCP).

e MTT test

Po uplynuti dvou hodinové inkubace materiald s trombocyty byly vzorky pro MTT
test prendany do 150 ul cCistého roztoku Composol PS a bylo pfidano 50 pl roztoku

MTT. Po 3 hodinach inkubace byla méteno absorbance vzniklého roztoku formazanu.

3.4.3.3 Testovani vlivu icinku heparinu na endotelové buiky

Testovani vlivu Géinku heparinu bylo provedeno dle normy CSN EN ISO 10993-5
na lidskych endotelovych buitkach (HUVEC), pasaz ¢islo 7. Endotelové bunky byly
nasazeny do 96 jamkové kultiva¢ni desti¢ky v koncentraci 1x10* bungk/ jamka. Buiiky

byly ponechany v inkubatoru po dobu 24 hodin pti 37°C.
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Heparin byl rozpustén v kompletnim médiu pro endotelové bunky (EBM-2+EGM
Single Quots), vysledné koncentrace roztoku heparinu byly 1 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,075
mg/ml; 0,005 mg/ml; 0,0025 mg/ml; 0,0001 mg/ml. Pied aplikaci roztoku na buiiky byl
roztok prefiltrovan. Po 24 hodinach inkubace endotelovych bunék bylo odsato médium
a k buiikkam bylo ptfidano 100 pl roztoku heparinu v médiu pro endotelové buiiky. Pro
kazdou koncentraci roztoku heparinu bylo nasazeno 12 jamek pro vyhodnoceni
cytotoxického/stimulujiciho ucinku heparinu. Roztok heparinu byl pipetovan podle

nasledujiciho schématu:

A) Negativni kontrola — 100 pl kompletniho média — 100 % viabilita

B) Pozitivni kontrola - 100 pl kompletniho média s cytotoxickym Tritonem X-100
(0,1%)

C) 0,0001 mg/ml heparinu

D) 0,0025 mg/ml heparinu

E) 0,005 mg/ml heparinu

F) 0,075 mg/ml heparinu

G) 0,01 mg/ml heparinu

H) 1 mg/ml heparinu

Takto pfipravena desticka byla inkubovéana 24 hodin pti 37°C. Poté bylo odsato
médium a do kazdé jamky bylo pfidano 50 pl roztoku MTT. Po 3 hodinach inkubace pfi
37°C bylo odsito MTT a fialové krystaly formazanu byly 100 pl rozpusStény
okyselenym isopropanolem. Poté byla méfena absorbance pii 570 nm (referen¢ni
vlnova délka 650 nm). Vysledky byly pfepocteny na % viability bun¢k oproti pozitivni
kontrole (buiikky v médiu neovlivnéné tc¢inky testované latky). Pro kazdou koncentraci,

negativni a pozitivni kontroly bylo testovano 12 vzork.

3.4.3.4 Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT)

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as byl méfen na modifikovanych
materidlech blendu s polydopaminem, blendu-PDA-heparin a samotném blendu.
Z modifikovanych materiala blend-PDA, blend-PDA-heparin byly vystiizeny vzorky o
praméru 15 mm a 6 mm. Tyto vzorky byly vytfepavany pii 100 rpm a teploté¢ 37 °C
v PBS. U vzorkl o priméru 15 mm bylo PBS odebrano po 1. a 7. dnu inkubace, vzorky

byly inkubovany v 1 ml PBS. Tyto vzorky byly testovany za stejnych podminek jako
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probihalo testovani vzorkl s endotely. U vzorkdl o priméru 6 mm bylo PBS odebrano
po 2 hodinach a 7 dnech inkubace, vzorky byly inkubovany v objemu 200 pl. Tyto
vzorky byly testovany za stejnych podminek jako probihalo testovani vzorkua
s trombocyty. Takto odebrané PBS bylo pouzito ke stanoveni aPTT, kdy bylo odebrano
100 pl PBS a bylo ptidano 400 pl plazmy. Vznikly vzorek byl zméfen na automatickém
analyzatoru BCS XP.

e Kalibraéni kfivka

Pii modifikaci materidlu byl pouzivan roztok heparinu o koncentraci 1 mg/ml.
Z této koncentrace vychdzela 1 kalibraéni kiivka, ktera slouzila pro odvozeni
koncentrace heparinu v modifikovanych materialech. Jako prvni byl namichan roztok o
koncentraci 1 mg/ml, ten vznikl rozpusténim heparinu v PBS. Pii sestavovani kalibra¢ni
kiivky byly pouzity tyto koncentrace heparinu: 1 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,0075 mg/ml;
0,005 mg/ml; 0,0025 mg/ml; 0,001 mg/ml; 0,00075 mg/ml; 0,0005 mg/ml.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Modifikace materiali nanocelulozou

Modifikace nanocelul6zou byla provadéna za ucelem zlepSeni adheze a proliferace
bunck a zlepSeni vlastnosti modifikovanych materidlit a za c¢elem mozné nésledné
chemické modifikace. K experimentim byly pouzity riizné zdroje nanocelulozy, jednalo
se o nanokrystalickou celulézu, nanofibrilarni celuldozu, bakterialni celulézu a celuldzu
acetat butyrat. V experimentech bylo zjistovano, zda doslo k homogennimu pokryti

povrchu nanocelulézou a jak modifikace zlepSila proliferaci endotelovych bunék.

4.1.1 Modifikace planarni vrstvy polykaprolaktonu nanocelulézou

K modifikaci polykaprolaktonu byla pouzita nanokrystalicka celuldza, kterd byla
pfiddna do roztoku polykaprolaktonu. Tento roztok byl nésledné elektrostaticky

zvlakneén.

Modifikace planérni vrstvy byla provedena za ti¢elem zlepSeni adheze a proliferace

endotelovych bunék na nanovladkenné vrstvé PCL.

Na Obr.15 jsou zobrazeny snimky z elektronového mikroskopu zvlaknéného PCL,
celulozy acetat butyratu a PCL, které bylo modifikovano 1% a 2% nanokrystalické
celulozy. Pramér vldken u PCL byl 348 + 189 nm. U celul6zy acetat butyrat byl primér
vlaken okolo 191 + 78 nm, ovS§em u CAB bylo velmi obtizné naméfit praméry, kvuli

vzniklym defektli na nanovldkenné vrstvé CAB.

U PCL modifikovaného 1% nebo 2% nanokrystalické celulézy nebyl problém
naméfit primeéry vlaken, vldkna byla homogenni. U PCL s 1% nanokrystalické celul6zy
byl primér vlaken 465 + 195 nm a u PCL s 2% nanokrystalické celulozy byl primér
vlaken 493 +212 nm.
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Obr. 15: SEM snimky elektrostaticky zviaknéného PCL, PCL s 1 % CNC a 2 % CNC a CAB, méritko 50
wum.

Pfi tomto experimentu byla pouZzita nanokrystalicka celuldza, ktera byla ptidana do
roztoku polymeru PCL. Nanokrystalicka celuléza byla zvlaknéna s PCL za ucelem
zlepSeni adheze a proliferace bun€k na endotelové vrstvé diky zvySeni hydrofilicity
povrchu. Vrstva PCL byla zvldknéna za ucelem kontroly a porovnani vyslednych
vrstev. Oba dva roztoky s nanokrystalickou celul6zou se povedlo zvldknit a vznikla
homogenni vrstva s vlakny se podobnym primérem. Problém se zvladkiiovanim byl u
celulozy acetat butyrat, ktera pii zvlaknovani vyvafela defekty mezi nanovlakny, coz
¢inilo materidl kiehky a znesnadiiovalo manipulaci. U materidlu CAB je potieba

optimalizovat procesni podminky pro vznik vlakenné vrstvy bez pfitomnosti defektt.
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4.1.2 Modifikace tubularniho blendu nanoceluléozou

Modifikace tubularniho blendu byla provedena za ucelem zlepSeni adheze,
proliferace bungk, snizeni trombogenicity tubularniho blendu a piipadné dalsi chemické
modifikaci, ktera by podpofila vySe zminované funkce. Snahou bylo pfiblizit se
modifikaci vnitini stény cévni ndhrady skutecné bazalni laminé, kterd je jednou z vrstev
v lidskych cévach. K tomuto tcelu byla pouZzita nanoceluloza, ktera se strukturou velmi

podobé praveé bazalni laming.

Utelem tohoto experimentu bylo provedeni modifikace vnitini stény cévni ndhrady
pomoci riznych druhl nanoceluléz a peristaltické pumpy. K modifikaci byly pouzity
komeréné dostupné nanoceluldzy i bakterialni celuldza, kterd neni komeréné dostupna.
K modifikaci vnitini stény tubuldrnich vzorkli byla pouzita nanokrystalicka,

nanofibrilarni a bakterialni celuldza.

Na Obr.16 je snimek z elektronového mikroskopu vnitini stény nanovldkenné cévni
nahrady modifikované suspenzi nanokrystalické celuldzy s obchodnim niazvem BGB
celuloza. Fotografie A ukazuje morfologii vnitini vrstvy cévni ndhrady po 24 h
proudéni CNC peristaltickou pumpou, kde jsou patrné ostrovy a shluky CNC
(znazornéno Cervenou Sipkou). Po vyfoceni na SEM byla cévni nahrada ponofena 1 ml
PBS a tfepana s PBS po dobu 72 hodin. Vysledek ukazuje druha fotografie, kde je vidét,
ze ostrivky CNC se vyrazn¢ zmenSily. Roztok PBS byl po vyndéani vzorku zakaleny a

CNC zacala na dn¢ zkumavky sedimentovat ke dnu.
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View field: 277 um  Date(m/dly): 02124/47 FT TUL Liberec View field: 277 ym _ Date(m/dly): 02127117 FT TUL Liberec

Obr.16: Snimky ze SEM vnitrni stény nanovlakenné cévni ndahrady modifikované suspenzi nanokrystalické
celulézy s obchodnim nazvem BGB celuléza. Cervené Sipky oznacuji shluky nanokrystalické celulézy.
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Na Obr.17 je snmek z elektronového mikroskopu vnitini stény nanovlakenné cévni
nahrady modifikované suspenzi nanokrystalické celulézy s obchodnim nazvem
CelForce celuldéza. Snimek B ukazuje morfologii vnitini vrstvy cévni nahrady po 24
hodinach proudéni roztoku CNC v peristaltické pumpé. Jak je vidét na snimku B
nedoslo k celistvému pokryti nanovlakenné vrstvy. Na vnitini strané¢ cévni nahrady
vznikly shluky nanokrystalické celuldézy. Druha fotografie zobrazuje tu samou vnitini
vrstvu po 72 hodinach ttepani v PBS. Jiz na prvni pohled je patrné, Ze shluky se vyrazné
zmenSily, ziejmé z divodi vyplaveni CNC z povrchu vnitini vrstvy cévni nahrady.
Stejné¢ jako u predeslého vzorku i zde doslo k zakaleni a sedimentaci uvolnéné

nanokrystalické celulozy z vnitini vrstvy cévni nahrady.
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Obr.17: Snimky ze SEM vnitrni stény nanovlakenné cévni ndhrady modifikované suspenzi nanokrystalické
celulozy s obchodnim nazvem CelForce.

Na Obr. 18 snimek vnitini stény nanovladkenné cévni ndhrady modifikované suspenzi
CNC, oproti piedeslému experimetu byl k rozpusténi CNC pouzit butanol. I takto
ptipraveny roztok proudil 24 hodin peristaltickou pumpou s cévni nahradou. Problémem
u tohoto roztoku bylo nesnadné rozdispergovani nanokrystalické celulézy v butanolu,
k tomu bylo nutné pouzit ultrazvuk. OvSsem po 24 hodinéach byl na dn¢ kédinky nalezen
sediment CNC a roztok, ktery byl zakaleny, byl po 24 hodinach ¢iry. Na snimku C je
vidét snimek vnitini stény cévni ndhrady po 24 hodinach. Jak je vidét na tento vzorek se
navazalo jen velmi malé mnozstvi CNC. Na vedlejSim snimku je vidét vzorek po 72
hodinach v PBS. Na prvni pohled je patrné, Ze téméf vSechna nanokrystalicka celuldza

se vyplavila v PBS. Roztok PBS byl zakaleny a na dn¢ zkumavky byl opét sediment.
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Obr.18: : Snimky ze SEM vnitrni stény nanovidakenné cévni nahrady modifikované suspenzi
nanokrystalické celulozy s obchodnim nazvem CelForce.

Na Obr.19 je snimek z elektronového mikroskopu vnitini stény nanovldkenné cévni
nahrady modifikované suspenzi nanofibrilarni celulézy s obchodnim ndzvem Sappi.
Nanofibrilarni celul6za byla dodéna jako suspenze v 2-Ethyl-1-Hexanol o koncentraci 1
hm.%. Ta byla pouZita ve formé&, ve které byla ziskdna od dodavatele. I CNC proudila
peristaltickou pumpou s cevni nadhradou 24 hodin. Na snimku D je vnitini vrstva cévni
nahrady po 24 hodinach v peristaltické pumpé. Opét nejde o celistvou vrstvu ovSem
vznikl4 vrstva je nejvice homogenni oproti pfedeslym snimkiim. Problémem bylo, Ze po
72 hodninach tfepani v PBS doslo k vyplaveni nanofibrilarni celulézy a roztok PBS byl

op¢t zakaleny.

po 72 h v PBS
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Obr.19: Snimky ze SEM vnitini steny nanovldakenné cévni nahrady modifikované suspenzi nanofibrilarni
celulozy s obchodnim nazvem Sappi.

Na Obr.20 jsou snimky vnitini vrstvy cévni nahrady z elektronového mikroskopu
blendu, blendu s bakterialni celul6zou a blendu s bakteridlni celul6zou po 24 hodninach
v PBS. K modifikaci této cévni nahrady byla pouzitd bakteridlni celuloza, kterd byla

dodana z Royal institute of technology Stockholm. Tato bakteridlni celul6za neni
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komeréné dostupna. Jelikoz bylo obdrzeno velmi malé mnozstvi bakteridlni celuldzy,
tak v tomto ptripad¢ nebylo mozné pouzit peristaltickou pumpu. Vzorek cévni ndhrady
byl vloZen do zkumavky s bakteridlni celulozou a byl upevnén na tiepacce, kde se 24
hodin tfepal. Po 24 hodinach byl vyjmut, vysuSen a nafocen pomoci elektronového
mikroskopu, na obrazku se jednd o prostfedni snimek. Jiz na prvni pohled je vidét rozdil
mezi timto snimkem a pfedeSlymi snimky. Bakteridlni celuléza vytvofila vrstvu na
vnitini stén€ cévni ndhrady. Ta stejnd vnitini sténa cévni nagrady byla poté vloZena do
PBS a byla tfepana po dobu 24 hodin v PBS. Po 24 hodinach doSlo k neznatelnému
vyplaveni bakteridlni celuldzy, nedoslo k zakaleni roztoku PBS. Z tohoto divodu byla

bakteridlni celul6za vybrana pro testovani s endotelovymi buitkami a trombocyty.

Blend ~_|Blend + BC ' Blend+BC po 24h v PBS
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Obr.20: SEM snimky PCL modifikovaného bakterialni nanocelulozou.

Pfi porovnani snimkil z elektronového mikroskopu se jako nejlepsi modifikace jevi
ptipad, kdy byla pouzita bakteridlni celul6za. I z tohoto divodu byl tubularni vzorek
s bakterialni celulézou vybran pro testovani trombogenicity. U této metody je nutné

optimalizovat podminky a zajistit reprodukovatelnost metody.

62



4.1.3 Biologické testovani materialii modifikovanych nanocelul6zou

4.1.3.1 Testovani materialii modifikovanych nanocelulézou s endotelovymi
burnkami

Pti testovani in vitro byly pouzity endotelové bunky. Tyto bunky byly vybrany
z toho duvodu, Ze tvofi vnitini endotelovou vystelku cév. S endotelovymi bunikami byly
testovany elektrostaticky zvlaknéné materidly PCL, PCL+1% CNC a PCL + 2% CNC,
CAB. Tyto materialy byly testovany po 7 dnech kultivace. K testovani byly vybrany
materidly modifikované nanocelulézou s predpokladem, Ze modifikované materidly

budou zlepsSovat adhezi a proliferaci bunék

e MTT

Bunéénd wviabilita u vzorkdh s nanocelulézou byla stanovovdna pomoci
metabolického MTT testu po 7 dnech kultivace endotelovych bunck s testovanymi
materialy. Namétend absorbance vSech vzorkl byla velmi nizkd. Nejlepsich vysledki
dosdhlo PCL s 1% CNC. Avsak viabilita endotelovych bunék na PCL + 1% CNC byla
vyrazné nizsi nez hodnota pozitivni kontroly, kterou bylo dno testovaci jamky (1,227),
tato hodnota neni zahrnuta v grafu. VSechny vysledky metabolického MTT testu jsou
pod detekénim limitem této metody, a proto neni mozné se spolehlivé vyjadfit

k ziskanym vysledkiim. Vysledky MTT testu jsou vyobrazeny na Obr.21.
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Obr.21: MTT test po 7 dnech kultivace endotelovych bunek na elektrostaticky zvlaknénych materialech
(n=3).
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e Fluorescen¢ni mikroskopie

Pomoci fluorescenéniho mikroskopu byly zachyceny obarvené buiiky na vzorcich.
Vzorky byly obarveny pomoci DAPI a phaloidinu, kdy DAPI barvi modte jadra bunck a
phaloidin barvi zelené cytoplazmu bunck. vzorky modifikované CNC zplsobovaly
silnou autofluorescenci, proto nebylo mozné odliSit buiky od pozadi a nebyla
provedena kvantifikace bunék. PCL vrstva byla ¢aste¢né pokryta zaoblenymi malymi
bunikami. Na vrstvé CAB byly nalezeny malé ¢aste¢né rozprostiené buiky, jak je vidét

na Obr.22.

PCL

Obr.22: Endotelové buiiky zachycené na elektrostaticky zvlaknénych vrstvach zabarvené phaloidinem
(zelené) a DAPI (modré) po 7 denni kultivaci. Zvétseni 200x.

Pro porovnani poc¢tu bunék na jednotlivych testovanych materidlech byla provedena
kvantifikace buné&énych jader na plochu 1 mm?. Byla provedena automaticky pomoci
softwaru MATLAB z 10-ti zornych poli zabarvenych bun¢k pomoci DAPI. Vysledky
tohoto stanoveni jsou uvedeny na Obr.23. Pfi porovnani PCL a CAB se vice
endotelovych bunc¢k nachazelo na elektrostaticky zvlaknéném CAB. OvSem z tohoto
méfeni neni mozné délat jednoznacné zavéry diky velkym odchylkdm v poctu bunek.
Experiment by mél byt zopakovan s pouzitim jinych fluorescencnich barviv, které by
neinteragovaly s materidly modifikovanymi nanocelulézou a ve vice testovanych

casovych intervalech.
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Obr.23: Pocet bunék na elektrostaticky zviaknéném PCL a CAB spocitany z obarvenych jader
endotelovych bunék po 7 dnech kultivace (n=10).

e Skenovaci elektronova mikroskopie

Analyza interakce buné€k s materidly byla provedena pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie. Obrazky jsou znazornény na Obr.24. Buniky kultivované na PCL scaffoldu
byly po tydnu mens$i v porovnani s materidly modifikovanymi piidavkem CNC,
zejména u 1% CNC. Na elektrostaticky zvldknéném scaffoldu z CAB se rovnéz

vyskytovaly endotelové bunky, které zaujimaly vétsi plochu nez na zvlaknéném PCL.
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Obr.24: Snimky SEM endotelovych bunék na testovanych materialech po 7 dnech kultivace, méritko 10
wm.

Tento experiment zahrnoval testovani PCL, PCL s pfidavkem nanokrystalické
celuldzy a celulozy acetatu butyratu s endotelovymi buitkami. Viabilita endotelovych
bunék byla u vSech vzorkl velice nizkd, pocet bunék na vzorcich byl velmi maly az
neméfitelny. VIiv nanocelul6zy na proliferaci bunck se neprojevil a je tfeba hledat jiné
zpusoby zlepseni vlastnosti materialii. Je mozné, ze nanokrystalicka celul6za je uvniti
materialu, a tudiz nemé zadny vliv na adhezi a proliferaci bun¢k. Zajimavé je, ze
pfitomnost 1 % CNC se zda byt lepsi nez pifidavek 2 % CNC. Na druhou stranu byl
otestovan omezeny pocet vzorkli a bylo by dobré tomuto materidlu vénovat vic
pozornosti. A na zaklad¢ téchto vysledkti by bylo dobré zopakovat testovani téchto

materiald s dalsimi bunéénymi liniemi (fibroblasty, hladkosvalové bunky).

V ptipadé elektrostaticky zvlaknéného CAB by bylo vhodné vyzkouSet experiment
znovu po optimalizaci slozeni roztoku a procesnich podminek po vytvoieni homogenni
vldkenné vrstvy. Nicméné podle miry rozprostteni bunék se zda, ze chemické slozeni

materidlu je vyhovujici.
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4.1.3.2 Testovani trombogenicity modifikovanych tubulirnich vzorku

K testovani trombogenicity byly pouzity modifikované tubularni vzorky bakterialni
celulozou a samotny blend. Trombogenicita téchto materiali byla hodnocena po dvou
hodinach inkubace materidlli se suspenzi trombocytd. K hodnoceni trombogenicity

materiali byl pouzit metabolicky test MTT a skenovaci elektronova mikroskopie.

e MITT
Vysledky metabolické aktivity trombocytli jsou shrnuty na Obr.25. U tubularniho
blendu byla namétena absorbance o hodnoté¢ 0,5 + 0,1. (primérna hodnota + smérodatna
odchylka). U tubularniho blendu modifikovaného bakteridlni celulé6zou doslo
k mirnému zvysSeni metabolické aktivity trombocytti na hodnotu 0,6 + 0,14. Tento
nariist aktivity trombocytii zfejmé souvisi s vétSim mérnym povrchem bakteridlni

celulozy.
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Obr.25: Metabolicka aktivita trombocytit mérena pomoci MTT testu po dvou hodinové inkubaci materialii
se suspenzi trombocytil.

e Skenovaci elektronovd mikroskopie
Snimky z elektronové mikroskopie ukazuji morfologii krevnich desticek, kterd je
siln€¢ zavislda na jejich aktivaci. Mikrovldkenny blend obsahoval krevni desticky
prevazné v klidovém stavu bez jakychkoliv vybézka. Vrstva modifikovand bakteridlni

celulézou obsahovala kromé krevnich desticek v klidovém stadiu 1 c¢asteéné
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rozprostiené desticky. Na snimcich SEM nebyla patrna struktura bakterialni celul6zy.

Snimky SEM jsou zobrazeny na Obr.26.

Blend | Blend + BC

2
N

SEM HV; 20.0 kV SEM MAG: 10.00 kx L | VEGA3 TESCAN) SEM HV: 20.0 kV | VEGA3 TESCAN|
WD: 16,28 mm Oet: SE 5 pm

View fieid: 27.7 pm  Date{midiy): 0408/17 FT TUL Libeeec

WD: 16.43 men Det: SE
View fleid: 27.7 pm  Date{sidly): 04008/17 FT TUL Liberee

Obr.26: SEM snimky trombocytii po dvou hodinové inkubaci s testovanymi materialy, cervené Sipky znaci

aktivované rozprostrené trombocyty a modré Sipky znaci trombocyty v klidovém stadiu, méritko 5 um.

Pro testovani trombogenicity byl pouzit blend modifikovany bakterialni celuldzou.
Jak je vidét z vysledki metabolického MTT testu modifikace blendu nanocelul6zou
vedla k mirnému zvySeni aktivace trombocytli pravdépodobné diky zvysSeni mérného
povrchu a tim i kontaktu trombocytd s testovanym materidlem. Na snimcich

z elektronového mikroskopu uz vSak neni patrna vrstva bakterialni celulézy.

4.2  Modifikace materialii polydopaminem a heparinem

Maloprimérové cévni nahrady byly vyrdbény metodou elektrostatického
zvlaknovani z biodegradabilnich polyesterti. Pro zlepSeni adheze endotelovych bunék
byla vnitini vrstva cévni ndhrady modifikovdna vrstvou polydopaminu. A za ucelem
sniZzeni trombogenicity cévni ndhrady byl na polydopamin navazan heparin. K
imobilizaci heparinu byly pouzity tfi metody: dip-coating PDA v roztoku heparinu;
kovalentni pfipojeni heparinu s vyuzitim karbodiimidové chemie; pfima inkorporace
heparinu pfi polymeraci dopaminu. Takto pfipravené materialy byly otestovany pomoci

aPTT na pfitomnost navazaného heparinu.
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Podle prabéznych vysledkli méteni koagula¢niho ¢asu pomoci aPTT vyplynulo, ze
metoda dip coating neni vhodnéd pro imobilizaci heparinu na povrch materidlu, a to
ztoho divodu, ze neumoziuje jeho navadzani v dostatecném mnozstvi. Daleko
ethylkarbodiimid/N-hydroxysukcinimid (EDC/NHS) aktivovaného esteru. Avsak pro
svou jednoduchost, casovou nenarocnost byla upiednostnéna piima korporace heparinu
pii polymeraci polydopaminu. Tento postup je nejenom reprodukovatelny, ale zaroven
dovoluje ftidit mnozstvi obsazeného heparinu v zavislosti na reakénim case a

koncentraci polymera¢niho roztoku.

4.2.1 Charakterizace modifikovanych materiali polydopaminem a heparinem

Modifikované materidly byly charakterizovany pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie a analyzy energy disperse X-ray spectroscopy (EDX). Pomoci analyzy
EDX bylo stanoveno zastoupeni prvkil v modifikované vrstv€. Snimky jsou na Obr.27.
Pii EDX analyze prvkd bylo na vrstv€ modifikované polydopaminem nalezeno 64 %
uhliku, 30,6 % kysliku a 5,4 % dusiku. Pfitomnost dusiku v modifikované vrstvé znaci

ptitomnost polydopaminu.

EDX analyza strukturnich prvkl byla provedena i1 na vrstvé modifikované
polydopaminem a heparinem. EDX analyza nepoddva informace o mnozstvi heparinu
na vlakenné vrstvé, jedna se o diikaz pfitomnosti heparinu. Na této vrstvé bylo nalezeno
71,6 % uhliku, 18,6 % kysliku, 5,2 % siry, 4,4 % dusiku a 0,2 % sodiku. Pfitomnost
dusiku znaci pfitomnost polydopaminu a pfitomnost sodiku a siry znaci pfitomnost

heparinu v modifikované vrstve.

Ke zjisténi mnozstvi navazaného heparinu byla také vyuzita metoda Toluidine Blue
a anti-Xa assay, ob¢ tyto metody nebyly uspésné, a proto zde nejsou podrobné&ji

zminovany.
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Obr.27: Detail snimkit SEM modifikovanych vrstev s EDX analyzou prvkii.

4.2.2 Testovani modifikovanych materialit PDA a heparinem s endotelovymi
bunkami

S endotelovymi buitkami byl testovan samotny blend, blend s polydopaminem a
blend modifikovany polydopaminem a heparinem. Modifikované materidly byly
testovany po 1 a 7 dnech kultivace. K testovany byla pouzita pasaz ¢islo 7. Pfi tomto
testovani byl pfedpoklad, ze polydopamin a heparin zlepsi vlastnosti materiald a tim i

adhezi a proliferaci endotelovych bunék.
e MTT

Viabilita endotelovych bun€k byla stanovena po 1 a 7 dnech inkubace bunck
s blendem a modifikovanymi vrstvami. Namétfena absorbance, ktera odrazi viabilitu
bunék, byla v obou testovacich dnech velmi nizka. VétSinou to bylo zptisobeno vysokou
absorbanci u negativnich kontrol (vzorky inkubované pouze v ptfitomnosti kompletniho
média) modifikovanych vzorkd Blend-PDA a Blend-PDA-hep, kdy byla absorbance
vrozmezi 0,3-0,6. Hodnota negativnich kontrol byla od namétfenych absorbanci
odectena, aby byla ziskdna skutecna hodnota viability bun¢k. Vysledky MTT testu jsou
shrnuty na Obr.28. Vysoka hodnota absorbanci u negativnich kontrol byla zptisobena

interakci MTT testu s materidlem modifikovanym polydopaminem. Tento experiment
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bude v budoucnu zopakovan s vyuzitim kitu CCK-8, ktery neinteraguje s modifikaci

pomoci polydopaminu.
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Obr.28: MTT test po 1 a 7 dni kultivace endotelovych bunek s modifikovanymi materialy
(n=3).

Prvni den po nasazeni byla zivotaschopnost bunék vyssi u modifikovanych vzork
oproti samotnému blendu. A u materidlu blend-PDA-hep byla méfena vysoka
smérodatnd odchylka. Po tydnu kultivace se ve vSech vzorcich snizila viabilita bungk,
ziejme¢ protoZze endotelové buiky mohou snadno piejit do stavu senescence.
Kazdopadné i po sniZzeni byla viabilita bun¢k vyssi u modifikovanych vzorkl nez u

samotného blendu.

Ziskané vysledky vSak mohou byt ovlivnény interakci MTT testu s modifikaci
polydopaminem, proto bude experiment zopakovan s vhodnéj§im kitem pro meéfeni

viability endotelovych bunék, ktery v dobé testovani nebyl k dispozici.
e Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie byla pouzita i v piipad¢ vizualizace endotelovych bunck
na materidlech modifikovanych polydopaminem a heparinem. Zachycené snimky jsou
na Obr.29. Ve vrstvach s polydopaminem (blend-PDA, blend-PDA-hep) byly bunky
vice rozprostfeny neZ na samotném elektrostaticky zvldknéném blendu. I po tydnu
kultivace si endotelové buitky zachovaly sviij tvar. U nemodifikovanych materiala byla
vidét modré jadra bunck a témét zadna cytoplazma. Na modifikovanych materidlech se
nachdzely buniky s vétSim podilem cytoplazmy okolo bunééného jadra (blend-PDA,
blend-PDA-hep)
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Obr.29: Endotelové buiiky zachycené na testovanych materialech zabarvené phaloidinem (zelené) a DAPI
(modré) po 1 dnu a 7 dnech kultivace.Zvétseni 200x.

Kvantifikace bunéénych jader na plochu 1 mm? byla automaticky provedena
z obrazkl bun¢k obarvenych pomoci DAPI. Vysledky jsou zndzornény na Obr.30. Zde
je vidét, ze pocet bunék klesa na blendu, coz je v souladu s vysledky MTT testu i
snimky z fluorescen¢niho mikroskopu. Ve vzorcich modifikovanych polydopaminem
(blend-PDA) ziistal pocet bunck témeét stejny po celou dobu experimentu. Vrstvy
modifikované polydopaminem a heparinem vykazovaly po tydnu kultivace pokles poctu
bun&k, Zivotaschopnost endotelovych bunék byla nicméné vyssi u modifikovanych
vzorklli nez ve smési polyester. Navic u vrstvy modifikované polydopaminem a
heparinem byla prvni den pozorovéana vysoka smérodatnd odchylka kviili nehomogenité
distribuce bun¢k na povrchu scaffoldu, coz miZze svédcit o nehomogennim pokryti

vrstvy heparinem.
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Obr.30: Pocet bunék spocitany z obarvenych jader bunék po 1 a 7 dnech kultivace (n=20).

e Skenovaci elektronova mikroskopie

I u materidlli modifikovanych polydopaminem a heparinem byla provedena analyza
bunécné interakce s materidly pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Na vrstvach
modifikovanych PDA a PDA-hep doslo k vétsimu rozprostfeni bunék. Endotelové
buniky na samotném blendu byly mensi a obsahovaly malé kulicky na svém povrchu

nebo v t&sném okoli bun€k. Snimky jsou uvedeny na Obr.31.
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Obr.31: Snimky SEM endotelovych bunék na testovanych materialech, méritko 20 pum.
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Elektrostaticky zvlaknéné vzorky modifikované polydopaminem a polydopamin-
heparinem byly testovany in vitro sendotelovymi bunikami. Pfedpokladem tohoto
testovani bylo zvySeni jejich proliferace. OvSem pii testovani nedoslo ke zvySeni
proliferace, pocet bun¢k na modifikovanych materidlech ztstal spiSe konstantni.
Zaroven byl ptedpoklad, ze ptitomnost heparinu podpoii viabilitu bunék. Vysledky
testl ukazaly zvySenou viabilitu pfi kultivaci bunék na vrstvé obsahujici polydopamin a
heparin. Material modifikovany polydopaminem zlepsuje adhezi endotelovych bunék. I
béhem tydenni kultivace doSlo k velmi nepatrnému zvySeni poctu bunék na vzorku.
K potvrzeni vlivu pfitomnosti heparinu na endotelové bunky bylo jesté provedeno
testovani na cytotoxicitu heparinu. V budoucnosti bude nutné provést experimenty
umoznujici kvantifikaci navazaného heparinu na ploSe povrchu a kontrolu homogenity

pokryti heparinem.

Pti nahlédnuti do literatury (Ding, 2015) bylo zjisténo, ze viabilita endotelovych
bunck na materidlech modifikovanych heparinem a polydopaminem je vétSinou
stanovovana pomoci kitu CCK-8. Navic je pouzivana i rozdilnd doba kultivace
materiali s endotelovymi buiikami. V naSem piipadé¢ byly materidly s buiikami
kultivovany 1 a 7 dni, ovSem literatura uvadi kultivaci trvajici 1 a 3 dny. Pokud
porovname vysledky naSe a Ding et al. v ¢lanku je uvedeno, Ze prvni den viabilita
bun¢k byla na vzorku modifikovaném jen PDA a vzorku modifikovaném PDA a
heparinem stejna, rozdil ve viabilité¢ bunék byl viditelny az 3 den kultivace. Po 3 dnech
kultivace byla viabilita endotelovych bunék vysS§i u vzorki s PDA a heparinem.
V nasem experimentu byla viabilita bun€k prvni den na vzorcich s PDA a PDA-heparin
rozdilnd a 7 den kultivace byl rozdil nepatrny, ovSem viabilita byla opét vyssi u vzorku

s PDA a heparinem.

OvSem v jiné literatute (Yao, 2014) pouzivaji rovnéz MTT test pro stanoveni
viability bunék, ale stejné jako v pfedeslém piipad¢ zvolili jinou dobu kultivace nez my.
Yao et al. testoval bunécnou viabilitu bunék po 1,2 a 3 dnech kultivace. V tomto
pfipad€ opét vyssi viability dosahovaly vzorky modifikované PDA a heparinem a

s rostouci dobou kultivace rostlo 1 mnozstvi bunék na vzorcich.

Z davodu téchto rozdilit by bylo dobré zopakovat experiment s kitem CCK-8 a se
stejnou dobou kultivace jako je uvedena ve ¢lanku a zopakovat MTT test s jinou dobou

kultivace.
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4.2.3 Testovani trombogenicity modifikovaného blendu PDA a heparinem

Testovani trombogenicity modifikovaného blendu PDA a heparinem bylo
provedeno za ucCelem zjisténi jak polydopamin a heparin ptisobi na trombocyty a zda

tteba sniZuji trombogenicitu materialu.

K testovani trombogenicity byly pouzity modifikované materialy blend-PDA,
blend-PDA-hep a samotny blend. Trombogenicita téchto materialti byla hodnocena po
dvou hodinach inkubace materidli se suspenzi trombocyti. K hodnoceni
trombogenicity materiali byl pouzit metabolicky test MTT a skenovaci elektronova

mikroskopie.
e MTT

Metabolicka aktivita trombocytli byla méfena pomoci MTT testu po dvou hodinové
inkubaci materiala se suspenzi trombocytll. Absorbance byla méfena jako rozdil hodnot
pfi 570 nm a 650 nm, po odecteni primérné absorbance negativnich kontrol. Vysledky

MTT testu jsou znazornény na Obr.32.
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Obr.32: Metabolicka aktivita trombocytit mérena pomoci MTT testu po dvou hodinové inkubaci

materiali a kontroly (TCP) se suspenzi trombocytil.

Pfi tomto experimentu bylo potvrzeno, Ze vldkenné materidly maji diky velkému
mérnému povrchu vysoké trombogenni vlastnosti. Elektrostaticky zvldknény blend,
ktery je tvofen vldkny o rozmérech jednotek mikrometrii vykazoval vyssi aktivitu

trombocyti (absorbance 0,610,15) nez modifikované materidly. Ke snizeni aktivity
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trombocytil pfispéla modifikace blend polydopaminem, zde byl pozorovan pokles
absorbance na 0,4 +£0,08. K jest¢ vétSimu poklesu aktivity trombocytl doslo na blendu
modifikovaném polydopaminem a heparinem, kdy absorbance dosahovala hodnoty 0,3

+0,13.

Doslo vSak k tomu, Ze vrstvy modifikované polydopaminem tvofily po inkubaci
s Composolem a roztokem MTT fialové krystaly, a to i bez pfitomnosti trombocytd,
hodnota absorbance byla tedy upravena odectenim hodnot negativnich kontrol.
K tomuto jevu doslo i u testovani materidlti s endotelovymi builkami. A nameétfena

absorbance na hladkém kontrolnim plastiku byla okolo 0,5.

e Skenovaci elektronova mikroskopie

Snimky z elektronové mikroskopie ukazuji morfologii krevnich desticek, ta je silné
zavisla na jejich aktivaci. V klidovém stavu jsou desticky kulaté a maji praimér okolo 7
pum. Pii aktivaci dochazi ke zméné tvaru desticek, desticky vysilaji vybézky a

rozprostiraji se na povrchu materialu.

Na nanovldkennych materidlech jsou obvykle pozorovany aktivované a rozprostiené
trombocyty na povrchu materidli, coz neodpovidalo ani jednomu s testovanych

materiala.

Mikrovlakenny blend obsahoval krevni destiCky pievazné rozprostiené ve vnitini
struktufe materidlu. Vrstvy modifikované polydopaminem a polydopaminem a
heparinem obsahovaly krevni desti¢ky v riznych stadiich aktivace od kulatych (modré
Sipky v Obr.33) az po rozprostiené (Cervené Sipky v obrazku) Obr.33. Bylo zjisténo, ze
mikrovlakenné materidly aktivuji krevni desticky méné nez vrstvy s mens$imi prumeéry
vlaken. To zjisténi bylo ovéfeno v jiné diplomové praci (Havlickova, 2017). A ke
snizeni aktivace krevnich desti¢ek ptispiva modifikace vlaken vrstvou polydopaminu a

polydopaminu a heparinu.
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Obr.33: SEM snimky trombocytii po dvou hodinové inkubaci s testovanymi materialy, cervené Sipky znaci
rozprostrené trombocyty, modré Sipky znaci trombocyty v klidovém stadiu, méritko snimkit 5 um.

Pti tomto experimentu doSlo k potvrzeni hypotézy, ze modifikace vladken vrstvou

polydopaminu a polydopaminu s heparinem vede ke snizeni aktivace krevnich desticek.

Stejného vysledku dosahli i v literarnich zdrojich (Yao, 2014; Liu, 2008), kde
dokazuji, ze modifikace povrchu heparinem vyrazn¢ snizuje adhezi a aktivitu krevni
desticek, a to ziejm¢ v disledku odpuzovani naboji. Yao et al. tvrdi, Ze modifikaci
heparinem doslo ke vzniku negativniho néboje na vzorku a jelikoz jsou trombocyty také
negativné nabité, dochazi vlastné k odpuzovani stejné nabitych povrchl a tim 1 ke

sniZeni aktivity trombocyti.

Pti porovnani trombogenicity u vzorki jen s PDA a vzorkli s PDA a heparinem bylo
dosazeno stejnych vysledkii jako v ¢lanku (Gao, 2014; Pan, 2016). Kde pfi testovani
materialu jen s PDA doslo ke zvySeni adheze a aktivity krevnich desticek na material. A
pti testovani vzorkl s PDA a heparinem doslo ke snizeni aktivity a adheze trombocytt
na materidl. VSechny tyto vysledky jednozna¢né ukazuji, Ze heparin sniZzuje aktivitu

krevni destiek a zaroven sniZuje i jejich adhezi.

4.2.4 Testovani vlivu aéinku heparinu na endotelové bunky

Metabolicka aktivita endotelovych bunék po inkubaci s roztoky heparinu v médiu o
ruznych koncentracich byla testovdna pomoci MTT testu podle normy ISO 10993,
vysledky jsou uvedeny v Obr.34. Z Obr.34 je patrné, Ze ptitomnost heparinu v médiu
méla jednoznacné pozitivni vliv na metabolickou aktivitu endotelovych bunék

v rozmezi koncentraci 0,0001 — 0,01 mg/ml. Pfi pouziti koncentraci 0,0001 — 0,005
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mg/ml doslo k nartistu metabolické aktivity bunék cca o 150 % oproti bunkdm v médiu.
Nejvyssi testovana koncentrace 1 mg/ml zplsobovala mirnou inhibici viability, ale
nepiisobila cytotoxicky. Dle pouzité normy CSN ISO 10993-5 je stanoveno cytotoxické
plusobeni pii poklesu viability na 70 %. Ztoho vyplyva, Ze piidavek heparinu
v koncentracich 0,01-0,0001 mg/ml do materialii by tedy mél jednozna¢né podporovat
proliferaci endotelovych bunck. V provedeném experimentu nebyly tyto uc¢inky
spolehlivé prokazany, vrstva heparinu mohla byt nehomogenné¢ navazana. Budou
provedeny dals$i experimenty =zajiStujici rovnomérné a stabilni pokryti povrchu

vldkenného materialu.
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Obr.34: Bunécna viabilita po 24 hodinové inkubaci endotelovych bunék s médiem (NC), s médiem
obsahujicim Triton X-100 (PC) a roztoky heparinu v riiznych koncentracich mérena pomoci
metabolického MTT testu (n=12). Cervend ¢dra znadci limit cytotoxického piisobent dany normou ISO
10993-5.

4.2.5 Aktivovany parcialni tromboplastinovy cas

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas byl pouzit ke zjiSténi koncentrace
navazaného heparinu na materidlech. Koncentrace heparinu byla zji§tovana pomoci
sestrojeni kalibracni kiivky a poméfeni zavislosti aPTT na koncentraci heparinu.
Nameétené hodnoty aPTT danych koncentraci v Tab.4. K méfeni aktivovaného
protrombinového Casu byla pouzita kalibracni kiivka v rozmezi 1 — 0,005 mg/ml.
Ovsem koncentrace 1 mg/ml byla na automatické koagulaénim analyzatoru neméfitelna,

tato hodnota byla nad mezi detekce pfistroje.
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Tab.4: Nameéreni hodnoty aPTT danych koncentraci.

Koncentrace [mg/ml] aPTT [s]
1 0,002 135,06
2 0,0015 98
3 0,001 59
4 0,0005 39,03
5 0,0002 32,5

Z téchto naméfenych dat byla sestrojena kalibracni kiivka a z rovnice regrese byla

vypocitana koncentrace navdzaného heparinu ve vzorcich.
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Obr.34: Kalibracni krivka koncentrace heparinu.

Koncentrace heparinu byla zjiStovana z PBS, do kterého byly vzorky riznou dobu
vyttepavany. Vysledné koncentrace heparinu uvolnéného do PBS jsou shrnuty v 7ab.5.
Mnozstvi heparinu bylo nakonec piepocitano na plochu vzorku, ktery byl vytfepavan
v PBS. K testovani byly pouzity kruhové vzorky o priméru 15 a 6 mm. Vzorky o
priméru 15 mm byly testovany také s endotelovymi bunikami, a doba inkubace byla
zvolena stejné jako u endotelovych bunék. Vzorky o priméru 6 mm byly pouZity na
testovani s trombocyty a dvou hodinova inkubace byla pouzita, protoze inkubace
material s trombocyty trvala také dvé hodiny. Pti pohledu do 7ab.5 je mozné porovnat
naméfené koncentrace u 15 mm a 6 mm vzorkil, pokud je koncentrace vyjadiena
v mg/ml, rozdily mezi naméfenymi koncentracemi nejsou tak vyrazné. OvSem pfi
prepocitani koncentrace na plochu je mozné vidét, ze u vzorku o priméru 6 mm po
dvou hodinach vytfepavani je koncentrace heparinu 2,11 ug/cm? Dochazi ziejmé k

nerovnomérnému pokryti povrchu heparinem nebo k nestejnomérnému uvoliovani
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heparinu do roztoku. Tento experiment byl pouzit pro ovéfeni u€inkli modifikace
materialu heparinem. Cilem nebylo testovat findlné vytvofené materialy, Slo pouze o
mezikrok pfi vyvoji materialu. Nestejnomérné vysledky poukazaly na to, Ze je tieba
hledat jiné cesty navazani heparinu, naptiklad vyzkouset kovalentni pfipojeni heparinu
¢i zvysit jeho koncentraci. Zaroven je zde vidét, ze nejvice heparinu bylo uvolnéno
béhem prvnich dvou hodin. Ovsem problémem u této metody je jeji reprodukovatelnost,

Jiz je nutné zajistit do budoucna.

Tab.5: Prehled namerenych koncentraci heparinu na vzorcich.

Vzorky Cas aPTT [s] | Koncentrace heparin [mg/ml] | MnozZstvi heparinu [ug/cm?]
1.den 39,1444 0,000463 0,261582
15 mm
7.den 32,866 0,0003639 0,200565
6 mm 2 hodiny 184,52 0,0005924 2,115828
7 den 49,72 0,0001288 0,36837

Pii méfeni aPTT byla proméfovéana Cistd plazma bez ptidavku PBS, blend a dale
modifikovany blend s polydopaminem a blend s polydopaminem a heparinem. Tyto
vzorky byly v PBS vytfepavany 2 hodiny/ 1 den/ 7 dni. Vysledné hodnoty byly

zprimérovany a jsou uvedeny v obrazku i se smérodatnymi odchylkami. Jak je vidét

v

v

vzorku.
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Obr.35: Porovnani naméreného aPTT u plazmy, blendu, blend-PDA, blend-PDA-hep. Vzorky byly
proméreny po 24 hodinach inkubace (n=3). Vysledné hodnoty byly zprimérovany a jsou uvedeny

v obrazku i se smérodatnymi odchylkami.

Pti porovnani hodnot aPTT polydopaminu s literaturou (Yang, 2012; Ding, 2015, Pan,
2016) bylo zjisténo, ze polydopamin nevykazuje Z4dné aktivni antikoagulacni
vlastnosti, jelikoz nijak vyrazné neprodluzuje koagulacni cas aPTT ve srovnani se
vzorkem blendu. Stejny vysledek zaznamenal i Ding at al., kde vrstva modifikovana
polydopaminem neméla zadny vliv na prodlouzeni koagulaéniho casu, na rozdil od
vrstvy modifikované PDA a heparinem. V ¢lancich je uvedeno, Ze vrstva modifikovana
PDA a heparinem prodlouzila koagula¢ni ¢as o 20 sekund v porovnéni s vrstvou s PDA.
V nasem piipad¢ vzorek modifikovany PDA a heparinem prodlouzil koagulacni ¢as cca
0 10 sekund. Casovy rozdil je ziejmé zptisoben odlisnym zptisobem navazani heparinu,
jelikoz Ding et al. pfed samotnou imobilizaci heparinu vzorek potédhl polydopaminem

s polyethyleniminem.

81



5. Zavér

Tato prace feSila problém nedostatené endotelizace a zaroven pfriliSné
trombogenicity malopramérové cévni nahrady. Tento problém byl fesen ve dvou fazich
a to modifikaci cévni ndhrady nanocelulézou kvuli zlepSeni bunééné adheze a

modifikaci heparinem, ktery zajist'oval snizeni trombogenicity.

Pro modifikaci byla pouzita maloprimérova cévni ndhrada o priméru 4 mm
vyrobena na Technické univerzit¢ v Liberci. Tato cévni nahrada byla vyrobena
elektrostatickym  zvlakiiovani polykaprolaktonu a kopolymeru polylaktidu a

polykaprolaktonu. Takto vyrobend cévni ndhrada byla poté modifikovana.

Prvni ¢ast diplomové prace se zabyva modifikaci maloprimérové cévni nahrady
nanocelulézou. Ukolem bylo modifikovat vnitini stranu cévni nédhrady nékolika druhy
nanocelulozy (CNC, CNF, BC) za ucelem zvySeni adheze endotelovych bungk.
K modifikaci byly pouzity komeréné dostupné nanoceluldzy, ale i bakteridlni celuloza
vyvijena v Royal institute of technology ve Stockholmu. Modifikace cévni nahrady
probihala za pouZiti peristaltické pumpy. Takto modifikované materialy byly dale
testovany s endotelovymi builkami a trombocyty. Pfi téchto experimentech bylo
dosazeno slibnych vysledki, je vSak dilezité optimalizovat podminky pfi kterych

dochazelo k modifikaci a zaroven zajistit reprodukovatelnost metody.

Druhé c¢ast diplomové prace byla zaméfena na modifikaci cévni ndhrady pomoci
polydopaminu a heparinu. Jako nejucinnéjsi zpiisob modifikace materiali byla zvolena
pfima inkorporace heparinu pii polymeraci polydopaminu. Tento postup se osvédcil
v moznosti reprodukce, a navic dovoluje fidit mnozstvi obsazeného heparinu
v zévislosti na reakénim case a koncentraci polymera¢niho roztoku. Modifikované
materidly polydopaminem a heparinem byly déle testovany in vitro s endotelovymi
buiikami a s trombocyty. Po in vitro testovani nasledovalo testovani vlivu ucinku
heparinu na endotelové bunky a testovani koagula¢niho Casu. Pii testovani materiali
modifikovanych polydopaminem a heparinem byly ziskany velmi slibné vysledky, diky
kterym bude vyzkum a vyvoj v modifikaci maloprimérové cévni ndhrady pokracovat

nadale.

V blizké budoucnosti bude vyzkouSeno i kovalentni navazani heparinu na

polydopamin a tyto dv€ metody budou porovnany mezi sebou. Déle je nutné vyzkouset

82



kvantifikaci navdzaného heparinu jinym zplisobem nez méfenim koagula¢niho Casu.
Dalsi metoda, které je naplanovana do budoucna je navazani heparinu na OH skupiny

nanocelulozy.

83



Zdroje

ABEER, M.M., MOHD, A., MARTIN, C. A review of bacterial cellulose-based drug delivery systems:
their biochemistry, current approaches and future prospects. Journal of pharmacy and pharmacology.

2014, 2014(8), 1047-1061.

ABITBOL,T., RIVKIN, A. a CAO, Y. Nanocellulose, a tiny fiber with huge applications. Current
Opinion in Blotechnology. 2016, 2016(39), 76-78.

ABDUL KHALIL, H. P. S., A. H. BHAT a A. ABU BAKAR. Cellulosic Nanocomposites from Natural
Fibers for Medical Applications: A Review. Handbook of polymer Nanocomposite. 2014, 2014, 475-511.

AIRD, W. C. Endothelium and haemostasis. Hamostaseologie. 2015(35), 6-11.

ARRIGONI, C., CAMOZZI, D. a REMUZZI,A.. Vascular Tissue Engineering. Cell Transplation.
2006(15), 119-125.

BIRAN, R. a POND, D.. Heparin coatings for improving blood compatibility of medical devices.
Advanced Drug Delivery Reviews. 2016(15).

CHEN, P., CHO, S.Y., JIN, H.J., 2010. Modification and Applications of Bacterial Celluloses in Polymer
Science. Macromolecular Research, 2010 (16), 309—-320.

CHLUPAC, J., FILOVA, E. & BACAKOVA, L. Blood vessel replacement: 50 years of development and
tissue engineering paradigms in vascular surgery. Physiol. Res. 58 (Suppl. 2), S119-S139 (2009).

CRAWFORD, R. L. (1981). Lignin biodegradation and transformation. New York: John Wiley and
Sons.
ISBN 0-471-05743-6.

COOLMAN, R.W., HIRSCH, K., MARDER, V.J. et al.: Hemostasis and Thrombosis, New York 2001,
Lippincott Williams and Wilkins

CIHAK, R. Anatomie 3.2004. 2. vyd., Praha: Grada, ISBN 80-247-1

DAHMAN, Y., Nanostructured Biomaterials and Biocomposites from Bacterial Cellulose Nanofibers.
Journal of Nanoscience and Nanotechnology 9, 5105-5122.

DAHMAN, Y., JAYASURIYA, K.E., KALIS, M., 2010. Potential of Biocellulose Nanofibers Production
from Agricultural Renewable Resources:Preliminary Study. Applied Biochemistry and Biotechnology
162(6), 1647-1659.

DAUGIRDAS, J.T., BERNARDO,A.A., BERRY,L. Hemodialysis effect on platelet count and function
and hemodialysis-associated thrombocytopenia

Devabaktuni Lavanya et al. / IJIDFR volume 2 Issue 6, Nov.-Dec.2011

DE VALENCE, S., TILLE, J-C., MUGNAI, D., MROWCZYNSKI, W., GURNY, R., Long term
performance of polycaprolactone vascular grafts in a rat abdominal aorta replacement model.
Biomaterials. 2011(33), 38-47.

DE OLYVEIRA, G.M., MANZINE COSTA L.M., BASMAIJI, P. a XAVIER FILHO, L.. Bacterial
Nanocellulose for Medicine Regenerative.

84


http://www.seznamliteratury.cz/cihak-r-anatomie-3_111

DING, Y., YANG, M. a YANG, Z. Cooperative control of blood compatibility and re-endothelialization
by immobilized heparin and substrate topography. Acta Biomateriala. 2014(15),

DVORAK, M. VLASIN, M. DVORAKOVA, P. RAUSER, “Heparin and Its Derivatives in the Treat-
ment of Arterial Thrombosis: A Review,” Veterinarni Medicina, Vol. 55, No. 11, 2010, pp. 523-546.

ESA, F., TASIRIN, S.M., RAHMAN, N.M. a STANA-KLEINSCHEK, K.. Overview of Bacterial
Cellulose Production and Application.

ENDES, C., S. CAMARERO-ESPINOSA, S. MUELLER, E. J. FOSTER, A. PETRI-FINK, B.
ROTHEN-RUTISHAUSER, C. WEDER a M. J. D. CLIFT. A critical review of the current knowledge
regarding the biological impact of nanocellulose, Journal of Nanotechnology.

EYHOLZER,C, de Couraca AB, Duc F, Bourban PE, Tingaut P,Zimmermann T, et al. Biocomposite
hydrogels with carboxymethylated, nanofibrillated cellulose powder for replacement of the nucleus

pulposus. Biomacromolecules 2011;12:1419-27

FU LN, ZHANG Y, LI C, WU ZH, ZHUO Q, HUANG X, et al. Skin tissue repair materials from
bacterial cellulose by a multilayer fermentation method. J Mater Chem 2012;22:12349-57.

FU L, ZHOU P, ZHANG S, YANG G. Evaluation of bacterial nanocellulosebased uniform wound
dressing for large area skin transplantation.Mater Sci Eng C 2013;33:2995-3000.

GAO, A.LIU, F. a XUE, L.. Preparation and evaluation of heparin-immobilized poly (lactic acid) (PLA)
membrane for hemodialysis. Journal of Membrane Science. 2013, 390-399.

GARDNER, D.J., OPORTO, G.S., MILLS, R. a My Ahmed Said Azizi SAMIR. Adhesion and Surface
Issues in Cellulose and Nanocellulose. Journal of Adhesion Science and Technology. 2008(15), 545-567.

HASAN, A., MEMIC, A a ANNABI, N. Electrospun scaffolds for tissue engineering of vascular grafts.
Acta Biomateriala. 2014(10), 11-25.Helenius G, Backdahl H, Bodin A, Nannmark U, Gatenholm P,
Risberg B. In vivo biocompatibility of bacterial cellulose. J Biomed Mater Res A 2006;76:431-8.

HEYLIGERS, J. M.M., LISMAN, T., VERHAGEN, H.J.M., WEETERINGS, C., Philip G. DE GROOT
a Frans L. MOLL. A heparin-bonded vascular graft generates no systemic effect on markers of

hemostasis activation or detectable heparin-induced thrombocytopenia—associated antibodies in humans.
DOI: 10.1016/j.jvs.2007.10.005.

Hirsh J (1991): Heparin. The New England Journal of Medicine 324, 1565-1574.

Hudecek, J., Pacekova, M., Chudej, J., Kubisz, P.,: Infekce a hemostaza, Vnitini 1ékaistvi 50, 2004, ¢.6, s.
453-461.

Jaffe, E.A., Armellino, D., Tollefsen, D.M.,: Biosynthesis of functionally active heparin cofaktor II by a
human hepatoma — derived cell line. Biochem. Biophys. Res. Comm. 132, 1985, s. 368-374

JORFI, M., FOSTER, E.J., MUELLER, S., FOSTER, E.J., A. PETRI-FINK, B. ROTHEN-
RUTISHAUSER, C. WEDER a M. J. D. CLIFT. Recent advances in nanocellulose for biomedical
applications.

85



KAMEL, S., N. ALL K. JAHANGIR, S. M. SHAH a A. A. EL-GENDY. Pharmaceutical significance of
cellulose: A review. eXPRESS Polymer Letters Vol.2, No.11 (2008) 758-778.

Keshk, S.M., 2014. Bacterial Cellulose Production and Its Industrial Applications. Bioproces
Biotechnique 4, 2.

KITTNAR, O. Lékatska fyziologie. 1. Praha: Grada Publishing, 2011. ISBN 978-80-247-3068-4.

KLEMENT, P, Y.J DU, L BERRY, M ANDREW a A.K.C CHAN. Blood-compatible biomaterials by
surface coating with a novel antithrombin—heparin covalent complex, Biomaterials 23(2):527-35.

KNIGHT, D.K., GILLIES, E.R a MEQUANINT, K.. Vascular Grafting Strategies in Coronary
Intervention, Biomaterials.

Ku DN & Allen RC: 2000. Vascular grafts. In Bronzino JD, ed. The Biomedical Engineering
Handbook, 2nd edn. Boca Raton, FL, CRC Press.

LAM, LH, SILBERT JE, ROSENBERG, RD (1976): The separation of active and inactive forms of
heparin. Biochemical and Biophysical Research Communications 69, 570-577.

LANGMEIER, M. Zaklady lékaiské fyziologie. 1. Praha: Grada Publishing, 2009. ISBN 978-80-247-
2526-0.

LI, S. a SENGUPTA, D. Vascular tissue engineering: from in vitro to in situ. Advanced Review. 2014(6),
61-76.

LIN, N. a DUFRESNE, A. Nanocellulose in biomedicine: Current status and future prospect, European
Polymer Journal 59:302-325.

LINHARDT, R., MURUGESAN, S. a XIE, J.. Immobilization of Heparin: Approaches and Applications.
Current topics in medicinal chemistry 8(2):80-100.

LIU, Y., QIU, W.Z., YANG, W.Y., QIAN, J.C, HUANG, X.J. a Zhi-Kang XU. Polydopamine-assisted
deposition of heparin for selective adsorption of low-density lipoprotein, RSC Advances 2015,5(17)

LU, Y. a TEKINALP, H. Nanocellulose in polymer composite and medical applications. Tappi Journal.
2013, 2013(6), 47-54.

LULLMANN, H. Barevny atlas farmakologie. 3. vyd. Praha: Grada Publishing, 2007. 372 s. ISBN 978
80 247 1672-5.

Lundin L, Larsson H, Kreuger J, Kanda S, Lindahl U, Salmivirta M, Claesson-Welsh L (2000):
Selectively desulfated heparin inhibits fibroblast growth factor-induced mitogenicity and angiogenesis.
Journal of Biological Chemismy 275, 24653—-24660.

Marieb EN, Mallat J. 2005. Anatomie lidského té€la = [Orig.: Human anatomy]. Brno: CP Books.
MOHAN, T., HRIBERNIK, S., KARGL, R. a STANA-KLEINSCHEK, K.. Nanocellulosic Materials in

Tissue Engineering Applications, Cellulose - Fundamental Aspects and Current Trends, Chapter:
Nanocellulosic Materials in Tissue Engineering Applications.

86



MILLERET, V., HEFTLT., HALL, H., VOGEL, V. a EBERLI, D. Influence of the fiber diameter and
surface roughness of electrospun vascular grafts on blood activation. Acta Biomaterialia. 2012(8), 4349—
4356.

NECHYPORCHUK, O., BELGACEM, M.N. a BRAS, J.. Production of cellulose nanofibrils: A review
of recent advances. Industrial Crops and Products. 2016(93), 2-25.

PAN, C.H,, PANG, L.Q, GAO, F., WANG, Y.N., LIU,T., YE,W. a HOU, Y.H.. Anticoagulation and
endothelial cell behaviors of heparin-loaded graphene oxide coating on titanium surface. Materials

Science and Engineering. 2016(63), 333-340.

PATEL HN, GARCIA, R, SCHILINDER C, (2015) Fibro-porous poliglecaprone/polycaprolactone
conduits: synergistic effect of composition and in vitro degradation on mechanical properties. Polym Int
64:547-555

PECKA, Miroslav. Laboratorni hematologie v prehledu : buika a krvetvorba. 1. vyd. Cesky Té&in:
FINIDR, 2002. 160 s. ISBN 8086682013

PERRETTI M, PAGE CP (2000): Heparin and inflammation: a new use for an old GAG? Gut 47, 14-15.

PEREZ, J., J. MUNOZ-DORADO, T. DE LA RUBIA a J. MARTINEZ. Biodegradation and biological

treatments of cellulose, hemicellulose and lignin: an overview. Int Microbiol. 2002 Jun;5(2):53-63.

Petersen N, Gatenholm P (2011) Bacterial cellulose-based materials and medical devices: current state
and perspectives. Appl Microbiol Biotechnol 91: 1277-1286.

QIU, X., LEE, B., NING, X., MURTHY, N., DONG, N. a Song LI. End-point immobilization of
heparin on plasma-treated surface of electrospun polycarbonate-urethane vascular graft: from in vitro to
in situ. Acta Biomaterialia. 2017(51), 138-147.

RANGARAIJAN, S. Inhibitors of coagulation. Haemophilia. 2010(17), 90-94.

ROSENBERG RD (1987): The heparin-antithrombin system: A natural anticoagulant mechanism. In:
Colman RW, Hirsh J, Salzman EW (eds.): Hemostasis and Thrombosis: Basic Principles and Clinical
Practice. 2nd ed. J.B. Lippincott, Philadelphia. 1373—1392.

Rousar,T., Laboratorni cviceni zhematologie, Vyd. 1. Pardubice : Univerzita Pardubice, 2012
72s.:

Saibuatong, O.A., Phisalaphong, M., 2010. Novo Aloe Vera-Bacterial Cellulose Composite Film From
Biosynthesis. Carbohydrate Polymers 79(2), 455-460.

SALAS, C., NYPELO, T., RODRIGUEZ-ABREU, C, CARRILLO, C. a ROJAS, O.C.. Nanocellulose
properties and applications in colloids and interfaces. Current Opinion in Colloid & Interface Science.
2014(19), 383-398.

SEIFU, DG, PURNAMA A, MEQUANINT. K, MANTOVANI, D (2013) Smalldiameter vascular tissue
engineering. Nat Rev Cardiol 10:410-421

87


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12180781

SCHUMANN, DA, WIUUERMANN, J., KLEMM, DO, KRAMER, F., KOTH D, et al. Artificial
vascular implants from bacterial cellulose: preliminary results of small arterial substitutes. Cellulose

2009;16:877-85.

SHAHN, N., UL-ISLAMA, M., KHATTAKA, W.A., PARKA, JK., 2013. Overview of Bacterial
Cellulose Composites: A Multipurpose Advanced Material. Carbohydrate Polymers 98, 1585— 1598.

SIE P, OFOSU, F, et al. (1986): Respective role of antithrombin III and heparin cofactor II in the in vitro
anticoagulant effect of heparin and of various sulphated polysaccharides. British Journal of Hematology
64, 707-714.

SONG, Y, FEIJEN J, GRIJPMA, D, POOT A (2011) Tissue engineering of small-diameter vascular
grafts: a literature review. Clinical Hemorheol Microcirc 49(1):357-374

SUHAS, N., GUPTA, VK., P.JM. CARROTT, SINGH, R., CHAUDHARY, M. a KUSHWAHA, S..
Cellulose: A review as natural, modified and activated carbon adsorbent. Bioresource Technology.

2016(216), 1066—1076.

TANZI, M.C.. Bioactive technologies for hemocompatibility. Journal Expert Review of Medical Devices.
2005(2), 473-492.

THOMAS, A. C., CAMPBELL, G.R., CAMPBELL, J.H,, et al. Advances in vascular tissue engineering:
from in vitro to in situ. Wiley Interdisciplinary Reviews Systems Biology and Medicine 6(1) -

Wang X, Lin P, Yao Q, Chen C (2007) Development of smalldiameter vascular grafts. World J Surg
31(4):682-689

WOODRUFF, Maria Ann a Dietmar Werner HUTMACHER. The return of a forgotten polymer—
Polycaprolactone in the 2 1st century. Progress in Polymer Science. 2010(35), 1217-1256

XUE, L. a GREISLER, H.P.. Biomaterials in the development and future of vascular grafts. Journal of
Vascular Surgery. 2003(37), 473-480.

YAO, Yao, Jianing WANG, Yun CUI, et al. Effect of sustained heparin release from PCL/chitosan
hybrid small-diameter vascular grafts on anti-thrombogenic property and endothelialization. Acta
Biomaterialia. 2014(10), 2739-2749.

88



89



