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Anotace

Prace se zabyva vyrobou kompozitniho materialu vhodného pro pouziti v kostnim
tkafiovém inzenyrstvi pomoci technologie stfidavého elektrického zvlaknovani. Pro
vyrobu kompozitnich materiald byl pouzit polykaprolakton v kombinaci
s hydroxyapatitovymi mikro- a nanocasticemi. Variaci hmotnostnich koncentraci
pfidanych anorganickych astic do polymerniho roztoku dochazelo ke zméné vlastnosti
roztokt i vyslednych vlakennych vrstev. U pfipravenych roztokt byla méfena dynamicka
viskozita a elektricka vodivost. Vyrobené vlakenné vrstvy byly charakterizovany pomoci
elektronové mikroskopie, velikosti pruméra vlaken, smacivosti a povrchové energie.
Vybrané materialy byly podrobeny zkoumani cytotoxicity, adheze a proliferace lidskych
osteoblasti MG-63.

Klicova slova:

stiidavé elektrické zvlaknovani, kostni tkanové inzenyrstvi, polykaprolakton,

hydroxyapatitové castice



Annotation

The thesis deals with producing a composite material suitable for bone tissue
engineering via alternating electrospinning technology. Polycaprolactone was combined
with hydroxyapatite micro- and nanoparticles to produce composite materials. The
properties of the solutions and resulting fiber layers varied by the mass concentrations of
inorganic particles in the polymer solution. The dynamic viscosity and electrical
conductivity of the prepared solutions were measured. The produced fiber layers were
characterized by electron microscopy, and then the diameter of fibers, as well as
wettability and surface energy, were measured. Selected materials were investigated for

cytotoxicity, adhesion, and proliferation of MG-63 human osteoblasts.

Keywords:

alternating current electrospinning, bone tissue engineering, polycaprolactone,

hydroxyapatite particles



Obsah

Seznam zkratek 6
L UVOU eerruerrereseensseessssenssnsessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssssssssssssssssssssassss 8
2. Teoreticka ¢ast 10
2.1, Uvod do tKATOVENO INZENYTISIVI .....v.veieeveieereeeieieseeeee et 10
2.2, SCATOIAY .ottt 12
2.2.1. Bunéna adheze ke scaffoldu.........ccccocevviiiiiiiiiiiii 14
2.2.2. Smaceni a pOVIChOVA ENEIZIE .....c.ooveeuiiiiiiiiiiiiiieiiiee et 17
2.2.3.  Technologie vyroby vlakennych scaffoldl..........ccccooevniiniininiinnnn, 23
2.23.1.  Stejnosmérné elektrické zvlakovaNi .........c.cooovviviiiiiiiiiiis 24
2.2.3.2.  Stiidavé elektrické zvIakNoOVANT ........cccoeiiviiiiiiiiiiiii 25

224, IR VIFO tESTOVANL .eueeeeieciieeieceeie ettt 27

2.3, KOS tKAT ...veieiieiie ettt st sttt 29
2.3.1.  Mezibunéna hmota kostni tkAne ..........cccecceeiiiiiiinniiiiiiiieis 30
2.3.2. KOSt DURKY oottt 30
2.3.3.  Struktura Kostni tkANE ..........cccuevierieriiiniiniiiiiin i 32
234, OSIHIKACE ...veiveeeiectieeee e e 33

2.4.  Lécba kostnich defektll .......cuevvevuerienieieriirieeie e 34
2.4.1.  Kostni tkANOVE INZENYISEVE .eeuveruieriiiiieniiiiiiiiieeitiiie e 36
24.1.1. Homogenni Materialy ..........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiee s 38
24.12. Kompozitni Mmaterialy .......cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiniiiei s 42
2.4.13.  Vlakenné scaffoldy funkcionalizované hydroxyapatitem ................. 43

3. Experimentalni ¢ast 45
3.1. Ptiprava a charakterizace polymernich roztoki ..........cccocoveeininiiiiiiiinineienene 46
3.1.1.  Dynamicka viSKOZIta.......ccoccevivuiiiiiiiiiiiiieie e 46

3.2.  Zvlakiovani polymernich roztoku a charakterizace vytvofenych vrstev ........ 47
3.2.1.  Vyroba vlakennych VIStV ........ccccoiimiiiiiiniiiiiiiii e 47



3.2.2.  Analyza vlakennych VIStEV ........ccooiimiiiiiiniiiieieiec e 49

3.3. Pfiprava a charakterizace modifikovanych polymernich roztokli s uHA ........ 52
33.1.  Dynamicka ViSKOZIta.......ccoceviviiiiiiiiiiiiieicee e 52
3.3.2.  EleKtricKa VOAIVOSE ..ccveevieeeieieseieeeee ettt 53

3.4.  Zvlakiiovani polymernich roztokti s utHA a charakterizace vrstev.................. 54
3.4.1.  Vyroba vlakennych VIStEV ........cccooviiviiiiiniiiiiiii e 54
3.4.2.  Analyza vlakennych VIStEV ..ot 54

3.5. Pfiprava a charakterizace modifikovanych polymernich roztokl s nHA ........ 62
3.5.1.  Dynamicka ViSKOZIta.......ccooeviviiiiiiiiiiiiiiice e 62
3.5.2.  EleKtricKa VOAIVOSE ..ccuveevieeieieseieeee ettt 63

3.6. Zvlaktiovani polymernich roztokt s nHA a charakterizace vrstev .................. 64
3.6.1.  Vyroba vlakennych VIStV .........ccocoviiiiiimiiiiiiii e 64
3.6.2. Analyza vlakennych VIStEV ......cccoviiiiiiiiiiiiiii 64

3.7.  BiologiCKé teStOVANL 171 VIITO ......ccucviuiiuiiiiiiiiiieiieiiiee et 72
3.7.1. Cytotoxicita extrakti vybranych materialli.............ccccoeeiiininiiiniiiininines 72
3.7.2.  Bunéna adheze a proliferace .........ccccoeeveeciiiiiiiiiiiniiiiece e 75

B, ZLAVEY wueeeeerecrrcssesasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssassasssessesssssssssensassssasssssassssssssasssss 83
5. Pouzita literatura 87
SeZNAM ODFAZKU cccuvereeeserssrrssessnsssnsaessnssansseessessaessassaessassssessessassssssasssssssssssssssssssssassssssss 98
Seznam grafi 101
SeZNAM tADUIEK ..cvievurinseiiisniiinnnseensennsaessnessenesanessacssseesssecsassssnssssssssssssassssssssssssssssasans 102



Seznam zkratek

ALP Alkalicka fosfataza (alkaline phosphatase)

ATP Adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

BET Metoda Brunauer—-Emmett—Teller

BMP Kostni morfogeneticky protein (bone morphogenetic protein)

CCK-8 Cell counting kitt-8

DAPI 4¢, 6-diamidin-2-fenylindol

DMF Dimethylformamid

DNA Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

ECM Mezibunécna hmota (extracellular matrix)

FBS Fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)

FITC Fluorescein-5-isothiokyanat

HA Hydroxyapatit

hm.% Hmotnostni procento

LBL Metoda vrstveni (layer by layer)

MEM Minimalni esencialni médium dle Eagla (Eagle's Minimum Essential
Medium)

MG-63 Bunééna linie lidskych osteoblastil z osteosarkomu

MSC Mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cells)

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
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nHA Nanocastice hydroxyapatitu

0bj.% Objemové procento

PBS Fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PC Pozitivni kontrola
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PLLA
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Polylaktid
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Ultravysocemolekularni polyethylen (ultra high molecular weight
polyethylene)

2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-

tetrazolium

Mikrocastice hydroxyapatitu



1. Uvod

Kostni defekty od nadkritické velikosti ztraceji schopnost vlastni regenerace. Samotny
vznik kostniho defektu muaze byt zpusoben na zakladé urazu, odstranéni nadoru,
chronické infekce, osteopordzy nebo po nezdarené artroplastice (Alonzo et al. 2021).
Samotna kriticka velikost neni jednotné definovana, coz vede k rozdilnym nazorim
v postupech 1écby kostnich defektii. Obecné lze fici, Ze se jedna o defekt, ktery by i po
chirurgickém zasahu nebyl schopen se regenerovat bez nutnosti dalsi operace. Schemitsch
(2017) uvadi, zZe Casto se hrani¢ni velikost defektu pohybuje v rozsahu 1-2 cm a pfi ztraté
tkané vétsi nez polovina obvodu kosti, avSak existuje mnoho faktora, které i tuto definici

vylucuji.

Defekty tohoto rozsahu mohou byt 1é€eny pouze traumatologickou nebo ortopedickou
operaci. V Ceské republice je standardni 1é&bou téchto defektd transplantace za vyuziti
kostnich §tépt, které mohou byt alogenniho, autologniho nebo xenogenniho pavodu.
Samotna priprava transplantatl tkani je pod zastitou Narodniho centra tkani a bunék. Byt
je proces provadén pod pfisnymi regulacemi s cilem zamezit infekénim onemocnénim,

zanétim a reoperacim, je i tak tato forma 1écby spjata s komplikacemi.

Za alternativu je povazovan pristup stojici na tkaiovém inzenyrstvi, ktery si klade za
cil vytvaret funkeni biologické néhrady, jejichz ukolem je dopomoci k regeneraci tkané
¢i organt nebo zlepsit jejich funkci, pripadné ji zachovat diky vyuziti poznatkt pfirodnich
véd a materialového inzenyrstvi (Langer a Vacanti 1993). Pro kostni nahrady jsou
vyuzivany kovové, keramické, polymerni, pfipadné kompozitni materiadly (Ghassemi et
al. 2018). Vramci kostniho tkafiového inzenyrstvi nabyvaji na vyznamu kompozitni
materialy kombinujici biodegradabilni polymery a keramiku (Mahmud et al. 2023), kdy
tkaniovy nosi¢ imitujici mezibunécnou hmotu kostni tkané predstavuje doCasné leSeni pro
osteoblasty. V prabéhu 1écby dochazi k jeho degradaci adekvatné vuci rychlosti riustu

nové tkane.

Od vyvoje vhodného materialu az po implementaci v ramci klinické 1é¢by je dlouha
cesta. Z toho divodu standardni pfistup predstavuje stale hlavni smér 1écby, ptiCemz
soubézné dochazi k rozvoji a vyzkumu na poli vyvoje vhodnych materialti pro nahradu

a regeneraci kostni tkan¢ (Koordinaéni stfedisko transplantaci 2019; Lo et al. 2020).

Tato prace se zabyva vyrobou kompozitniho materialu prostfednictvim technologie

stiidavého elektrického zvlakniovani pro aplikaci v kostnim tkanovém inzenyrstvi.



V ramci experimentalni Casti byly vytvofeny vladkenné vrstvy z polykaprolaktonu
(PCL) a hydroxyapatitovych mikro- (WHA) a nanoc¢éastic (nHA) o hmotnostnich
koncentracich 5; 10; 15; 20 a 30 %. Prace sestava z teoretické a experimentalni Casti.
Teoreticka Cast popisuje obor tkariového inzenyrstvi, scaffoldy, specifika kostni tkané
a 1écbu kostnich defektl. V experimentalni Casti jsou chronologicky popsany provedené
pokusy a ziskané vysledky s ohledem na vlastnosti pfipravenych roztokt, vyrobenych
vrstev, prubéh zvlaknovani avysledky in vitro testovani zohlednujici cytotoxicitu
extraktl vybranych vzorkt a dale adhezi a proliferaci bunécné linie osteoblastit MG-63

na téchto materialech.



2. Teoreticka Cast

Proces tkanového inzenyrstvi zahrnuje navrh scaffoldu, k némuz je nutnd znalost
nahrazované tkané. V navaznosti na to dochazi k vybéru materiald a pfislusné
technologie vyroby scaffoldu (tkanového nosice), kterd urci jeho vyslednou strukturu.
Nosic¢ je nasledné charakterizovan a je zkoumano jeho chovani pfi interakci s bunéénymi
kulturami. Nejprve v laboratornich podminkach, in vitro, kdy se jedna naptiklad o testy
cytotoxicity, bunécné adheze a proliferace (proliferace znamena schopnost bunék se
rychle mnozit). Dalsi pomyslny krok pfedstavuje v ramci preklinickych testd testovani na
zvitatech, in vivo (v ramci zivého organismu). Nasleduje série klinickych testi, které jsou
rozdélovany na tfi faze, kdy dochazi ke kontrolovanym testim na lidech pod kontrolou

narodnich a nadnarodnich organt (Lo et al. 2020).

V navaznosti na tyto postupy je sestavena i teoreticka ¢ast. Prvni podkapitola uvadi do
oboru tkanového inzenyrstvi, nasleduje ¢ast vénujici se scaffoldim, jejich vlastnostem,
technologiim vyroby vlakennych scaffoldd a in vitro testovani. Dalsi podkapitola se

vénuje specifikim kostni tkan€ a nasleduji zpusoby 1é¢by kostnich defektt.

2.1. Uvod do tkanového inzenyrstvi

Poskozeni tkan¢ nebo organu vlivem onemocnéni, zranéni ¢i na zakladé vyvojové
vady pfedstavuje problém zdravotnicky i ekonomicky. V soucasné dobé je v ramci
klinické 1écby vyuzivano transplantaci vlastni tkané (autologni) nebo transplantace
darcovskych organt a tkani (alogenni), ptipadné vyuziti darce jiného zivoc¢isného druhu
(xenogenni). AvSak nedostatky tykajici se problému s darci organt nepfedstavuje
v dlouhodobém hledisku prakticky ptistup 1éCby, a tak jsou hledany alternativy (Chandra
et al. 2020). Nevyhody spocivaji v nedostatku darci organt, starnouci populaci,
komplikované logistice pii nutnosti dodrzeni transplantace v urcitém casovém horizontu

od odbéru darcovského organu (Langer a Vacanti 1993; Chandra et al. 2020).

V Ceské republice je Gekatel na darcovsky organ zapsan na &ekaci listing v Narodnim
registru osob &ekajicich na transplantaci. Cekaci doba je zavisla pfedevsim na tom, zda
je vhodny darce k dispozici. Stézejnim faktorem jsou medicinska kritéria (napf.: krevni
skupina, naléhavost transplantace, vahovy a velikostni pomér mezi darcem a piijemcem)
(Koordinaéni stfedisko transplantaci 2019). V ramci Ceské republiky je na zakladé
zakona o darovani, odbérech a transplantacich tkani aplikovan princip predpokladaného

souhlasu s darcovstvim organu a tkani. Pokud osoba pisemné nevyjadii svij nesouhlas
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vuéi tomuto principu, mize se osoba po smrti darcem stat. Z toho vyplyva, ze se rozlisuji
byla minimalizovana rizika spjata s pienosem organd. Odbéry se provadeji
v transplantacnich centrech nebo tkanovych zafizenich. Tato zafizeni se nachazeji na
seznamu drziteld povoleni Cinnosti v oblasti lidskych tkani a bunék (Koordinacni
stiedisko transplantaci 2019). Ve spojitosti s odbérem kostnich $té€pt timto opravnénim
disponuje napiiklad Next Fertility IVF prof. Zech Pilsen s.r.o., Oblastni nemocnice
Kladno a.s. nebo Nemocnice Pardubického kraje, a. s. (Statni ustav pro kontrolu 1éciv

2023).

Jak jiz bylo naznaCeno v uvodu prace, tkanové inzenyrstvi predstavuje odvétvi
zabyvajici se regeneraci a nahrazovanim poskozenych tkani a organd. Diky propojeni
znalosti pfirodovédnych obora a materialového inzenyrstvi je mozné Celit obtizim, které
jsou s transplantaci organt a tkani spjaté (Olson et al. 2011). I navzdory tomu, Ze se jedna
o pomémé mlady obor, probéhl vyznamny pokrok napfi¢ timto odvétvim a védecké

poznatky zacaly postupné prechéazet na komeréni trh (Parveen et al. 2006).

Obecné lze konstatovat, ze nejdilezitéjsi Casti tkaniového inzenyrstvi predstavuji
bunky, signaly a tkanové nosice, jak je znazornéno na obrdzku 1. Buriky predstavuji
dilezitou cast. Na zakladé jejich puvodu je muzeme délit na autologni, které jsou
odebrany pfimo od pacienta a jsou mu vlastni. Dale na alogenni, které jsou odebrany
darci, ktery neni nasledné jejich pfijemcem. V neposledni fadé se jednd o xenogenni,
které pochazeji od jiného zivocisného druhu. Rovnéz Ize bunécné kultury rozdélit na
zakladé stupné diferenciace na kmenové nebo jiz diferenciované (Akter 2016;
Tsiklin et al. 2022). Déale jsou zminény signdly, které predstavuji urcité stimuly. Na
zakladé nahrazované tkané je pro dané bunky potfeba vytvorit prostedi, které bude
ucelné pro jejich rust, proliferaci. Je jim dodavano to, co je jim v ramci nativni tkané
vlastni s cilem podpofit proliferaci na tkafiovém nosi¢i. Mize se jednat o signaly
fyzikalni, které zahrnuji dynamické procesy, jako je mechanické namahani nebo
elektrostimulaci. Dale mohou byt pouzity chemické signaly zahrnujici diferenciacni
faktory pro podporu diferenciace kmenovych bunék nebo ristové faktory pro podporu
jejich rastu. Mimo jiné mohou byt do objemové faze scaffoldi inkorporované molekuly
¢i castice. Funkcionalizovat scaffoldy Ize také pomoci ¢astic adsorbovanych na jejich
povrchu (Szwed-Georgiou et al. 2023). Modifikace povrchu je provadéna naptiklad

pomoci plazmové tipravy nebo piisobenim ultrafialového zafeni (Bacakova et al. 2011).
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Dale metody stojici na nekovalentnich interakcich, jako je technika vrstveni layer by
layer (LBL), ktera vyuziva adsorpci opa¢né nabitych polymert k vytvoreni povlaku
(Nemati et al. 2019) nebo metoda vyuzivajici vrstvu polydopaminu (PDA), ktera je
inspirovana slavkou jedlou, ktera se dokaze adhezivné prichytit na povrch ve vodé
pomoci proteinu (Yang et al. 2012). Rovnéz usporadani vlaken (izotropni, ¢i anizotropni)
u vlakennych tkanovych nosi¢i ma vliv na proliferaci a diferenci bunék (Nemati et al.

2019).

Bunky
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R bunky
utologni
g (;L
1\ %o
o Kmenové
Alogenni bufiky
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Biomaterialy
a scaffoldy Pilire Signaly
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® @
Decelularizovana tkan Inkorporace castic
—u
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S22\
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Nsecv;#;g';e Vlékenné faktory Mechanické
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Obrazek 1: Schéma klicovych oblasti tkdiiového inZenyrstvi. Vytvoreno pomoci

Biorender.com, vychazi z: (Murphy et al. 2013; Akter 2016; Chandra et al. 2020)

2.2. Scaffoldy
Jeden ze tfi zminovanych pilifu tkanového inzenyrstvi predstavuji scaffoldy, taktéz
nazyvané jako tkanové nosice nebo leseni pro prislu§né buiky. Jedna se o vytvoreny
material, ktery imituje funkci mezibunéc¢né hmoty (ECM) nativni tkané a umoziuje
bunkam jejich rast (Nemati et al. 2019; Chandra et al. 2020). Z hlediska struktury
scaffoldl je mozné rozdélit tkanové nosice na nevlakenné, pod které spadaji hydrogely
(prostorova sit’, ktera botna ve vodé), porézni scaffoldy (strukturou pfipominajici houby

¢i pény), decelularizovanou tkar (je zbavena buné€k) a vlakenné scaffoldy (Wolfova 2015;
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Akter 2016; Isaeva et al. 2022). Déleni na vlakenné a nevldkenné neni nahodné, ale

souvisi se slozenim mezibunééné hmoty, ktera disponuje amorfni a fibrilarni fazi.

Dulezité jsou vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti scaffoldi smérem k nahrazované
tkani. Jednd se o prostorovou strukturu, porozitu, mechanické vlastnosti. V ramci
struktury je mySleno, zda se bude jednat o 2D utvar (vytvofeny naptiklad pomoci
elektrostatického zvlakiiovani), nebo je nutné vytvofit prostorovy utvar (naptiklad
prostfednictvim 3D tisku), coz mé souvislost se schopnostmi a potfebami bunék dané
tkane. Neméné dulezita je porozita, ktera ovliviuje rast bunek prislusnou strukturou
scaffoldu (Lutzweiler et al. 2020). Zminéné vlastnosti, které jsou v ramci dané aplikace
potfebné, maji zasadni vliv pro volbu technologie vyroby pfislusného scaffoldu.
Nezbytnou vlastnosti je také biokompatibilita scaffoldu. Tato vlastnost dle Ratnera (2011)
znadi o schopnosti materialu nebyt vii¢i butikam a organismu toxicky a umoziiuje spoustét
nebo fidit regeneraci tkané¢ pomoci materialu tim zpUsobem, Ze nedochazi k jeho

opouzdieni kolagennimi vlakny prostfednictvim fibroblastt (vazivovych bunék).

Na zakladé pouzitého materialu ptichazi v ivahu i moznost degradace materialu
v cilové tkani ve smyslu chténé kontrolované postupné ztraté mechanickych vlastnosti,
oznacovano terminem biodegradabilita. Tkatiovy nosi¢ je vtomto pfipadé pouze
docasnym leSenim pro buriky, kdy rychlost jeho degradace by méla byt umérna rychlosti
tvorbé€ novych bunék, které budou vytvaret ECM, a tou nahrazovat tkanovy nosi¢ (Dong
et al. 2009; Guo a Ma 2014; Jencova et al. 2021b).

Samotné scaffoldy se mohou osazovat buiikami, pfipadné ristovymi faktory, které jsou
kultivovany in vitro, kdy dojde k vytvofeni umélé tkang, ktera je nasledn€ na postizené
misto implantovana. Nebo jsou tkanové nosice aplikovany do zivého organismu, ve
kterém dojde ke kultivaci (navySeni jejich poctu), jedna se o metodu in vivo (O’Brien
2011; Dulany et al. 2020; Bara a Guilak 2020). Rovnéz je znam in situ ptistup, ktery
umoziuje regeneraci v ramci prostiedi organismu v defektni casti po implantaci scaffoldu

bez predchozi kultivace bunék v umélych podminkéach (Sengupta et al. 2014).

Hlavni principy tkariového inzenyrstvi jsou Casto popisovany prostiednictvim in vitro
pfistupu, ktery zahrnuje izolaci bunék ztkané, jejich kultivaci, naslednou in vitro
implementaci na scaffold, kultivaci bun¢k na scaffoldu a v neposledni fadé implantaci

na poskozené misto, jak je zobrazeno na obrdzku 2.
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Obrazek 2: Schéma zdkladniho principu tkanového inZenyrstvi, zde konkrétné metoda

in vitro. Vytvoreno v Biorender.com, vychdzi z: (Dvir et al. 2011; Asadian et al. 2020)

2.2.1. Bunécna adheze ke scaffoldu

Obecné adheze predstavuje stav, kdy materidly dokazi k sobé prilnout a drzet
pohromadé. V ramci bunécné adheze se jedna o schopnost jedné buiiky pfilnout ke druhé
nebo k mezibunécné hmote (ECM), pripadné k materialu (scaffoldu). Déale bude popsan
zpusob uplatiiovany pii bunééné adhezi ke scaffoldu. Bunécna adheze je dynamickym
procesem a ma zasadni vliv na buné€nou komunikaci, bunéény cyklus a migraci (Khalili
a Ahmad 2015). Kli¢ovou roli pro bunéfnou adhezi predstavuje bunécna

membrana (Lotfi et al. 2013).

Cytoplazmaticka membrana bungk je tvorena lipidy a bilkovinami. Lipidova souvisla
dvouvrstva ma amfipaticky charakter, kdy hydrofobni konce jsou orientovany dovnitf
struktury  membrany a  hydrofilni do  cytosolu a  extracelularniho
prostoru . Z membranovych lipidd jsou zastoupeny fosfolipidy, steroly a glykolipidy.
Samotna membrana se chova jako tekutina, v zavislosti na slozeni uhlovodikovych
fetézcu fosfolipidi a pfitomnosti steroli (cholesterolu) se jeji tekutost lisi. Bunétnou
membranu lze oznacCovat také jako polopropustnou, coz znaci o jeji schopnosti

transportovat latky a samotnou buiku ohrani¢ovat, vymezovat (Alberts et al. 2005).

Prostup malych nepolarnich molekul membranou je zalozen na difuzi. U iontd
a vétSich polarnich molekul jiz neni prostup pfes membranu timto zpiisobem mozny, a tak
je vyuzivano membrdanovych transportnich proteinit, které mohou plnit funkci prenasecu,
receptor, enzymu katalyzujicich reakce nebo spojnikii, mezi které se tadi protein

integrin. Funkce integrind spociva ve spojovani aktinovych filament v ramci cytoskeletu
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uvnitf buriky s proteiny extracelularni matrice (Alberts et al. 2005). Jsou tvofeny dvéma
fetézci (podjednotkami) (o, B), variant kombinaci téchto fetézcl je nekolik (Lotfi et al.
2013). Samotna mezibunécnd hmota se slozenim odliSuje v navaznosti na danou tkan,
avSak obecné plati, ze se sklada z vlakennych proteind, adheznich bilkovin a amorfni

hmoty (Alberts et al. 2005).

Po implementaci tkariového nosi¢e do organismu a rovnéz pii kontaktu tkanového
nosi¢e s bunécnou kulturou in vitro nedochéazi k pfimému kontaktu mezi burikami
a scaffoldem, ale dochéazi k navazani specifické aminokyseliny v adsorbovanych
proteinech na jeho povrch. Béhem néekolika sekund, pfipadné minut, se na pevném
povrchu vytvorii vrstva adsorbovaného proteinu (Horbett 2004; Webster a Ahn 2007). Typ
proteinu, ktery se zpocatku adsorbuje a biologicka aktivita proteinu, jakmile jsou
adsorbovany, urcuje bunécnou adhezi. V zavislosti na chemickém sloZeni, smdcivosti,
drsnosti, ndboji povrchu scaffoldu, se adsorpce proteini odliSuje. Adsorpce
zprostredkovava bunécnou adhezi a poskytuje burice signaly prostfednictvim bunéénych
adheznich receptorti, integrini. Bunky na zakladé toho mohou pfilnout k povrchu
scaffoldu a uvolniovat aktivni slouCeniny pro signalizaci, ukladani extracelularni matrice,
bunécnou proliferaci a diferenciaci (Vagaska et al. 2010). Napftiklad osteoblasty pfilnou
k vybrané tripeptidové sekvenci arginin-glycin-aspartat (RGD), ktera je nezbytna pro

adhezivni schopnost bun¢k k ECM, v adsorbovanych proteinech viz obrdzek 3.

buiika

I

sekvence aminokyselin v
proteinu pro bunéénou adhezi
(napf. ArgGlyAsp) ..

. cytoplazmaticka
] j membrana

receptory integrinu,
__.--=""""zde pro RGD sekvenci
“«-" (ArgGlyAsp)

__ proteiny (napf. fibronektin,
kolagen, osteonektin)

povrchové vlastnosti substratu, které maji vliv na adsorpci a orientaci proteint
(napf. smacivost, povrchova energie, naboj, topografie)

Obrazek 3: Interakce bunék s proteiny adsorbovanych na substrdtu.

Prevzato z: (Webster a Ahn 2007)
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Odborné se tato interakce mezi buiikami a scaffoldy nazyva fokdlni adheze (Rikitake
a Takai 2011), kdy dojde k pfipojeni burky, aktinovych filament cytoskeletu buiiky
prostfednictvim integrind ve fosfolipidové dvouvrstvé cytoplazmatické membrany na
vybranou sekvenci aminokyselin, adsorbovanych proteini (Chang a Wang 2011; Anon.

2023).

Zda tato a dalsi aminokyselinové sekvence budou exponovany buiikam po adsorpci
proteinti, bude mit vliv na to, zda bunky pfilnou, nebo ne. Toho je vyuzivano pii
navrhovani biomaterialti pro specificky integrin, které jsou vyuzivany k fizeni chovani
bunék pro zlepseni regenerace tkan€. Pojem biomateridl zastupuje nezivy material, ktery
je konstruovan pro interakce s biologickymi systémy pro l1ékarské aplikace naptiklad jako
nahrada tkan€, organu. Jsou vyuzivany slitiny kovi, keramika nebo polymery (Lotfi et al.

2013).

U wvysoce hydrofilnich povrchii dochazi k velmi slabému navazani proteind.
Superhydrofobni povrchy s kontaktnimi thly vys$Simi jak 150° umoziluji adsorpci
proteinti, avSak v denaturované a rigidni struktufe, pfipadné méni konformaci, a tim
zhorsSuji bunécénou adhezi (Bacakova et al. 2011). Optimalni bunécnéa adheze probiha na
povrsich s kontaktnimi uhly v rozmezi 40-70° (Al-Azzam a Alazzam 2022), taktéz
oznacované v ramci literatury jako stfedné hydrofilni povrchy, které bunénou adhezi
zprostiedkovavaji ve vhodné konformaci, ktera zpfistupiiuje specifickad mista molekul

adheznim receptorim bunky (Bacakova et al. 2011; Al-Azzam a Alazzam 2022).

V zavislosti na velikosti nerovnosti, drsnosti, povrchu lze rozli§it makrodrsnost
(100 um-milimetry), mikrodrsnost (100 nm-100 pm) a nanodrsnost (<100 nm).
V zavislosti na typu (velikosti) bunék se odlisuji také interakce. Obecné dle ziskanych
vysledku plati, Zze mikrodrsnost by méla podporovat diferenciaci kultivovanych bunék ve
srovnani s hladkymi povrchy. Drsnost pod 100 nm ma kladny vliv na bunéénou adhezi,
jelikoz ECM ma rovnéz koncepci kompartmentll v ramci nanometri (nanokrystaly,
nanovlakenné fibrily). Z toho diivodu nanodrsnost umoziiuje receptorim bunécné adheze
pristup k aminokyselinovym sekvencim jako je RGD, které slouzi jako ligandy pro tyto
receptory (Bacakova et al. 2011).

Naboj povrchu materialti interagujicich s bunéénymi kulturami muaze vyznamné
ovlivnit jejich adhezi a proliferaci, a to zejména v rané fazi. Velké mnozstvi studii

prokazalo vliv pfedevsim pozitivniho naboje, ale 1 zaporny piinesl piiznivé ovlivnéni
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adsorpce proteini a podporu bunécné adheze (Chang a Wang 2011; Metwally
a Stachewicz 2019). Povrchové funk¢ni skupiny souvisi s nabojem a smacivosti povrchu
materialu, ¢imz fidi adsorpci proteini a naslednou bunécnou adhezi (Metwally
a Stachewicz 2019). V tabulce I se nachazi vliv funkénich skupin karboxylové (-COOH),
hydroxylové (-OH), methylové (-CH3) a aminoskupiny (-NH») na buné¢énou adhezi.

Tabulka 1: Viiv funkcnich skupin na bunécnou adhezi. Vychazi z: (Thevenot et al. 2008; Chang
a Wang 2011; Metwally a Stachewicz 2019)

funkéni skupina naboj smacivost bunééna odpovéd’
-CHs neutralni hydrofobni zvySeni adheze leukocyti
-OH neutralni hydrofilni zvySena diferenciace osteoblastu
-COOH negativni hydrofilni zvySené uchyceni osteoblastli
-NH2 pozitivni hydrofilni podpora diferenciace osteoblastil

2.2.2.  Smaceni a povrchova energie
Na rozhrani tii fazi, ze kterych jsou alespon dvé tekutiny dochazi ke smdceni, nebo az
k uplnému rozestirani. Faze pfedstavuje urCitou ¢ast, ve které jsou stalé vlastnosti, nebo
se spojité v prostoru meéni. Fazové rozhrani je tedy z makroskopického pohledu urcitou
hranici, kde dochazi ke skokové zméné vlastnosti. Kontakt kapaliny s pevnou latkou je
mozné popsat pomoci smaceciho uhlu, také oznacovaného jako kontakini nhel (Bartovska

a Randova 2019).

Na obrdzku 4 je zobrazena kapka kapaliny na pevné podlozce. Kontaktni thel 8je dan
rovnovahou sil, respektive napéti, na styku tii fazi (s-pevna latka, l-kapalina, v-plyn)

a predstavuje zpusob zméfeni miry smacivosti povrchu (Decker et al. 1999).

Velikost tohoto thlu, a tudiz 1 tvar kapky zavisi na velikosti mezifazovych energii na
rozhrani pevna latka-kapalina (y;), kapalina-plyn (y},) a pevna latka-plyn (ys,) (Kwok
a Neumann 1999).

Obrazek 4: Kontakini vihel kapaliny na pevné podlozce. Prevzato z: (Kwok a Neumann 1999)
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V ptipadé, kdy je tento uhel ostry, kapalina dany povrch sméci. V pripadé, kdy je
kapalinou voda, jedna se o hydrofilni povrch. Pokud je tento uhel tupy, kapalina povrch
pevné podlozky nesmaci. V situaci, kdy zvolenou kapalinu ptedstavuje voda, jde
o hydrofobni povrch. Dané situace jsou zobrazeny na obrazku 5. Materialy vykazujici
hodnotu thlu vyssi jak 150° jsou oznacovany jako superhydrofobni (Zhao a Jiang 2018).
Ptipad dokonalého nesméceni by znamenal nulové interakce mezi pevnou latkou

a kapalinou, tudiz jde o hypotetickou situaci (Bartovska a Randova 2019).

YSV l YSI’
— - - - . - - -
: r_‘s“

6=0° 0<6<90°
dokonalé smaceni dobré smaceni,
hydrofilni povrch
ySl' = + y p

90° <6 >180° 6> 180°
smaceni dokonalé
zanedbatelné nesmaceni
(nesméceni),
hydrofobni povrch Vsv = .
ySl‘ <

Obrdzek 5: Kontaktni tihly kapaliny na pevné podlozce. Vychdzi z: (Bartovska a Sigkova 2005)

Na zakladé Youngovy rovnice (1) pro homogenni, idealni latku a povrchové napéti je

dan vztah mezi kontaktnim thlem a povrchovym napétim povrchu pevného télesa.
Vsv=Yist Y- coseYoungﬁv (D

Youngova rovnice definuje smacivost absolutné hladkého, homogenniho povrchu,
avSak v praxi jsou povrchy nerovné nebo i chemicky heterogenni. Proto je rozdil mezi
skuteCnym uhlem &g smaceni a uhlem zdanlivym &5 (obrdzek 6). Drsnost povrchu

zvétSuje plochu kontaktu mezi pevnou a kapalnou fazi (Bartovska a Randova 2019).
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Obrdzek 6: Skutecny (0g) a zdanlivy (6,) uhel smaceni. Prevzato z: (Bartovska a Randova
2019)

V této navaznosti Wenzel uvedl rovnici (2) pro kontaktni tthel pro drsny povrch, kdy
se predpoklada, ze kapka kapaliny zcela pronikne mezerou na povrchu pevného télesa.
Kde 6y je predstavovan teoretickou hodnotou Wenzelova kontaktniho thlu, tedy thel
zdanlivy (6,) a r je pomér skuteCné plochy styku pevné latky s kapalinou k jeji
predpokladané ploSe (rovnéz oznaCovan jako faktor drsnosti) a je vzdy vétsi nez 1

(Shaoxian a Shizhu 2019; Bartovska a Randova 2019).

cosOy =1 L Yst — . €05 By pungiv (2)

Y

Dle Wenzelova modelu je hydrofilni povrch vice hydrofilni a hydrofobni vice
hydrofobni, jelikoz nerovnosti a prohlubné na povrchu mohou pusobit jako kapilara, ve
které kapalina stoupa u ostrého kontaktniho thlu (Gyoungove) @ u tupého kontaktniho
Uhlu (Gyoungova) na hladkém povrchu klesa, viz obrazek 7 (Shaoxian a Shizhu 2019;
Bartovska a Randova 2019).

Obrdzek 7: Uhel smaceni u hladkého (6, = Gyoungiv ) a drsného povrchu (6,) (a) pro
hydrofilni povrch, (b) pro hydrofobni povrch. Prevzato z: (Bartovska a Randova 2019)

Tento model je vSak pouzitelny pouze pro homogenni povrchy. Dale nasledoval model
dle Cassieho a Bartexa, ktefi pojali povrch s nerovnomérnou drsnosti jako povrch
z riznych materiald a kontaktni uhel pevného povrchu s nerovnomérnym povrchem
a kontaktni Gthel povazovali za soudet smagivosti jeho &asti. Upravou Youngovy rovnice
(1) ziskali rovnici smacivosti heterogenniho povrchu (3). Pod proménnou f; se nachazi
podil plochy odpovidajici povrchu s pfislusnym kontaktnim Uhlem na celkové ploSe
povrchu. Kontaktni uhel G¢p je predpokladand hodnota Cassie-Baxterova modelu, tedy

jedna se o thel zdanlivy (6,) (Hebbar et al. 2017, Shaoxian a Shizhu 2019).

cosOcg = Y.ifi*cos b (3)
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Na obrazku 8 je zobrazen ptipad, kdy kapka nezatéka do ryh na povrchu pevné
podlozky, jelikoz je to energeticky nevyhodné. Po dosazeni do (3) dojde k (4), kdy fje
vzdy mensSi jak 1, a tak povrch svyS§i mirou drsnosti ma tendenci byt vice

hydrofobni (Hebbar et al. 2017; Shaoxian a Shizhu 2019).

cosOcg = f(cosf+1)—1 4)

Obrazek 8: Cassie-Baxteritv model. Prevzato z: (Shaoxian a Shizhu 2019)

Povrchy s hierarchickou strukturou, kde je drsnost na urovni makroskopické i v ramci
nanosveéta jsou superhydrofobni, kdy kontaktni tthel piesahuje 150°. Tuto stavbu povrchu
je mozné pozorovat napiiklad na povrchu listu lotosu, ¢ehoz je vyuzivano pii vyvoji

neadhezivnich material pii tvorbé tzv. lotosového efektu (Klicova et al. 2022).

Uhel smaceni zavisi na podminkach d&je. Na obrdzku 9 je zobrazena kapka na
naklonéné roviné, kde je vyznacen ustupujici 6, a postupujici 6, uhel smaceni. Plati, ze
Ga>6,, pfiCemz muze jit o rozdil 20-30°. Rozdil mezi témito Ghly je nazyvan hysterezi
smdceni (Bartovska a Randova 2019). Hystereze predstavuje vlastnost kapaliny vytvofit
nékolik uhlt smaceni, které se velikostné lisi od rovnovazného. Muze byt zpusobena
vlivem necistot na povrchu, chemickou nestejnorodosti povrchu ¢i jeho drsnosti (Gao

a McCarthy 2006; Butt et al. 2022).

Obrazek 9: Kapka na naklonéné roviné pevného substrdtu. Prevzato z: (Shaoxian a Shizhu
2019)

Uhel smaceni je pfimo méfitelnou vlastnosti na fazovém rozhrani. Mozné metody
meéteni kontaktniho thlu jsou zobrazeny na obrdzku 10 (Hebbar et al. 2017).
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Obrazek 10: Metody méreni kontakimiho uhlu. Vychdzi z: (Krasny 2010)

Metoda prisedlé kapky (obrdzek 11) spociva ve snimani vzorku (pevné latky) s kapkou
kapaliny kamerou, kdy dojde k pofizeni snimku, na jehoz zakladé¢ se vyhodnoti

prostfednictvim vhodného softwaru kontaktni uhel (Hebbar et al. 2017).

— vzorek svételny zdroj
—d
|
vyhodnocovaci software

Obrazek 11: Metoda prisedlé kapky pro méreni kontakiniho uhlu. Prevzato z: (Hebbar et al.
2017)

Prikladem vyhodnocovaciho softwaru je SeeSystem 7.6., jehoz pracovni prostredi je
zobrazeno na obrdzku 12. Po depozici kapaliny na vzorek, ktery je umistén na desticce je
pofizen snimek, na némz jsou oznaceny tfi body, a to vrchol kapky a nasledné dva body
oznacujici hranici styku kapaliny s povrchem, poté se vytvoii model kapky pomoci

metody nejmensich &tverch (Styks 2022).
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Obrazek 12: Pracovni prostiedi programu See System 7.6.

Na fazovém rozhrani ptsobi na molekuly sily, které jsou rozdilné od téch, které pusobi
vramci objemové faze (Casti objemu systému, ve kterém jsou vlastnosti
konstantni) (Bartovska a Randova 2019). V objemové fazi jsou sily pusobici na molekulu
ze vSech stran stejné velké. V rameci rozhrani kapalina-plyn jsou sily smeétujici do plynné
faze zanedbatelné ve srovnani se silami z kapalné faze, coz vede k vyslednici sil smétujici
do kapaliny, a tak molekuly na povrchu maji tendenci se vracet do objemové faze.
U mobilnich fazovych rozhrani, tedy téch deformovatelnych, kam spadaji rozhrani mezi
kapalinami nebo kapalinou a plynem je vyuzivan pojem povrchové (mezifdzové) napéti,
kdy ve snaze zaujmout co nejmensi velikost je na hladiné napéti, cimz je tvofena pruzna
blana. Fyzikalni rozmér povrchového napéti v jednotkach SI soustavy je N/m (Bartovska
a Siskova 2005; Krasny 2010). V ramci rozhrani pevna latka-plyn se jedna o povrchovou
energii, jejiz rozmér je J/m?. U mobilnich rozhrani jde o mezifdzovou energii, aviak
Cast&ji se uziva zminéného oznaceni povrchové (mezifazoveé) napéti, které je definované
jako te¢na sila pasobici ve sméru povrchu na jednotku délky, kdy u kapalin se obé veliCiny
(mezifazova energie a mezifazové napéti) shoduji Ciselné i rozmérové (Bartovska

a Siskova 2005; Styks 2022).

Pfimé méfeni volné povrchové energie latky je obtizné, z toho divodu se hodnoty
povrchovych energii stanovuji nepfimo. Je mozné vyuzit pro méfeni povrchovych sil
nebo meéfeni kontaktniho uhlu a nasledny vypocet numerické hodnoty povrchové
energie (Anon. 2015). K vypoctu povrchového napéti, které zavisi na nevazebnych

interakcich mezi pfislusnymi molekulami, se vyuzivaji rizné matematické modely, které
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se odliSuji v parametrech, coz ma vliv nato, kdy je vhodné urcity model pouzit. Jednotlivé
nazvy piislusnych modeld nesou jména jejich tvarca. Jedna se napiiklad o Zismana,

Fowkese, Owens-Wendt-Rrebel-Kaelbleho, Wueho, Kwok-Neumanna (Styks 2022).

2.2.3. Technologie vyroby vlakennych scaffoldii
Scaffoldy lze rozlisit na vlakenné a nevlakenné. Nevlakenné zastupuji hydrogely
(Wolfova 2015), pro tvorbu scaffoldid nevlakenného charakteru prostorové struktury je
vyuzivano naptiklad 3D tisku. Konkrétné jsou vyuzivany napiiklad technologie
stereolitografie (SLA), selective laser sintering (SLS) ¢i bioprinting, kdy hydrogelova
suspenze obsahuje buriky, hydrogel a biologicky aktivni latky (Kirillova et al. 2021).

K vyrobé vidkennych scaffoldi se vyuziva fazova separace, samosestavovani,
odstredivé zvlaknovani, technologie meltblown, stejnosmérné nebo stfidavé zvlaknovani
(Nemati et al. 2019; Kirillova et al. 2021; Sivan et al. 2022). Vzhledem k dimenzionalni
struktufe ECM a vlaknité propletené struktuie, kdy prameéry vlaknité slozky se pohybuji
ptiblizn€ v rozmezi 50-500 nm jsou vlakenné scaffoldy vhodnymi materialy, jelikoz
vyrabéné vlakenné vrstvy jsou tvofeny spleti mikro- a nanovlaken. Co se tyka
velikostniho vymezeni nanovlaken, neshoduje se s vymezenim nanomateriali, tam je
pracovano v rozmezi 10-100 nm. Nanovlakna jsou oznaCovana do velikosti praimeért
500 nm, dale se jedna o submikronova vlakna, ktera maji horni hranici 1000 nm, poté
jsou oznaCovana jako mikrovlakna (Stojanovska et al. 2022). Nanovlakna, respektive
nanovlakenné vrstvy, jsou vyznamné diky velkému mémému povrchu a porozité, ktera
v této aplikaci rovnéz podporuje migraci bunék, jejich adhezi, diferenciaci a proliferaci,
tudiz je zde strukturni podobnost s nativni ECM (Khorshidi et al. 2016, Nemati et al.
2019).

Vyroba polymernich nanovlaken umoziuje mnoho zpisobu. Dulezité je, aby bylo
prekondno povrchové napéti kapaliny, coz vede k transformaci hladiny do podoby vlaken.
V prubéhu pretvareni dochazi k intenzivnimu vypafovani rozpoustédla u polymernich
roztokt, v piipadé tavenin k tuhnuti vlivem jejich ochlazovani. Typ sily, ktera prekona
povrchové napéti se lisi v zavislosti na pouzité technologii. NejCastéji je vyuzivana sila

elektricka, mechanicka nebo hydrodynamicka (Jenc¢ova et al. 2021a).

V ramci experimentalni casti byla vyuzita technologie stfidavého elektrického

zvlaknovani. Dale jsou proto blize popsany technologie stejnosmérného a stfidavého
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zvlaknovani, které umoziuji tvorbu nanovldken prekonanim povrchového napéti

kapaliny pomoci elektrické sily.

2.2.3.1. Stejnosmérné elektrické zvldkinovdni

Napfi¢ raznymi metodami vyroby vlakennych scaffoldd je technologie
stejnosmérného elektrického zvlakniovani dle Nematiho a kolektivu (2019) jednou
z nejvyuzivangjsich. Dochazi ke zvlakiovani, tzn. k fyzikalnimu procesu vyroby vlaken,
mezi zvlaknovaci elektrodou a kolektorem. Potfebného rozdilu elektrického potencialu
mezi elektrodou a kolektorem se dosahuje pfipojenim na poly zdroje vysokého napéti,
nebo dalsi moznosti je pfipojeni na jeden pol zdroje a na uzemneéni takovym zpiisobem,
aby bylo dosazeno rozdilu elektrického potencialu mezi zvlaknovaci elektrodou
a elektricky aktivnim kolektorem. Jak je dano nazvem technologie, je vyuzivano
stejnosmérného zdroje vysokého napéti, kdy v prubeéhu se nemeéni jeho polarita, jak je

zobrazeno na obrdzku 13 (Xue et al. 2019; Jencova et al. 2021a).

stejnosmérné napéti stiidavé napéti

I
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Obrdzek 13: Casovy priibéh stejnosmérného a stidavého napéti. Prevzato z: (Roudny 2023)
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Na zaklad¢ typu elektrody je rozliSovan jehlovy a bezjehlovy zptsob zvlakiiovani. Na
hrotu jehly nebo na volné hladin€ se pii dosazeni kritického napéti, kdy dojde k prekonani
povrchového napéti, tvoii polymerni tryska. Nasledné se polymerni tryska ve formé
Taylorova kuzele pohybuje smérem k elektricky aktivnimu kolektoru, coz umoziuje
odpafeni rozpoustédla a vytvoreni nanovlaken. Maximalni hodnoty tloustky vlakennych
vrstev se pohybuji okolo 20-600 pum (Jirkovec et al. 2021b). Mezi proménné, které
ovlivilyji tvorbu a strukturu vladken patfi materidlové a procesni podminky. Procesni
charakteristiky zahrnuji usporadani spinnerety (soustavy elektroda-kolektor), vzdalenost
od kolektoru, pouzité napéti, teplotu a vlhkost vzduchu. Materidlové podminky se tykaji
typu polymeru, jeho molekulové hmotnosti a jeji distribuce, rozpoustédla, koncentrace
pro roztoky, teploty pro taveniny, aditiv, elektrické vodivosti ¢i viskozity (JenCova et al.
2021a). Koncentrace polymeru, ma vliv na zvlaknitelnost, zavisi na zapletenosti
polymernich fetézc v roztoku, ovliviluje také viskozitu a povrchové napéti roztoku.

Ztedény roztok vytvari mechanicky slaba vlakna nebo kapicky (vyuzivano v modifikaci
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této technologie nazyvané electroblowing). Naopak roztok koncentrovany nad kritickou
hodnotu brani tvorbé vlaken. Pii jehlovém zvlaknovani 1ze ménit praméry jehel nebo
jejich konfiguraci, kdy napfiklad koaxialni jehly umoziuji modifikaci do podoby tzv.
koaxialniho elektrostatického zvlaknovani, kde se vyuziva jehel, které mohou soucasné
zvlaknovat dva razné roztoky (Nemati et al. 2019). U bezjehlového zvlaknovani muze
jako elektroda slouzit naptiklad tycka, valeCek, ¢i struna. Jedna se o zvlakiovani z volné
hladiny. V primyslu je hojné vyuzivano zatizeni Nanospider (obrdzek 14), které vychazi
z poznatku, zZe tzv. Taylorovy kuzely se tvoii 1 na tenké vrstvé polymerniho roztoku,
v tomto piipadé na strun€. Z tohoto divodu se jedna o velmi produktivni zptisob vyroby

nanovlaken v porovnani s jehlovym zptsobem (JenCova et al. 2021a).

Loy

47
y

l l l /{;
&
\
5

Obrazek 14: Schéma elektrostatického bezjehlového zvidknovani, zarizeni Nanospider:
1 — kladne nabijend elektroda ve formé struny, 2 — pruvlak se zdsobnikem polymerniho roztoku
(cartridge), 3 — tvorba vidken a odparovdni rozpoustédla, 4 — nanovidkenna vrstva na
podfkladové netkané textilii, 5 — zaporné nabitd elektroda. Prevzato z: (Klicova et al. 2022)

2.2.3.2. Stridaveé elektrické zvldaknovani

Jedna se o technologii, ktera byla v poslednich letech zkoumana a rozvijena, ale
v soucasné chvili nema vyznamné pramyslové vyuziti. Pro pfekonani povrchového napéti
polymerni kapaliny je vyuzivano stfidavého elektrického napéti, jehoz polarita je
proménliva v priabéhu Casu. Charakter pribéhu muize byt ruzny, jak je zobrazeno na

obrazku 15 (Xue et al. 2019; Jencova et al. 2021a).
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Obrdzek 15: Casovy pritbéh stiidavého napéti. Prevzato z: (AspenCore 2024)

Pii prvotnich pokusech bylo vyuzivano usporadani sestavajici ze zvlaknovaci
elektrody a elektricky aktivniho kolektoru, jako je tomu u stejnosmérného elektrického
zvlaknovani. Bylo vSak zjisténo, ze tato technologie nevyZaduje elektricky aktivni
kolektor, coz umoziuje tvorbu objemnéjSich vrstev v porovnani se stejnosmérnym
zvlaknovanim (Jirkovec et al. 2021b). Je to dano tim, ze nanovlékna sestavaji z opacné
nabitych segmentt vzniklych v pfedchozi pulving, a tak emitovana vlakna predstavuji
protielektrodu pro nové€ vznikajici a nasledné tvoii kompaktni strukturu oblaku v zoné
virtualniho kolektoru (Jencova et al. 2021a; Sivan et al. 2022). Délka segmentu zavisi
predevsim na frekvenci. Sivan a kolektiv (2021) dosli k vysledku, ze pii nizSich
frekvencich bude nabity segment kazdé polarity del§i a oblak se vytvori ve vétsi
vzdalenosti od polymerni trysky ve srovnani s vyssimi frekvencemi, viz obrdzek 16. Dale
je mozné tidit amplitudu nebo posouvat offset, ktery umoziiuje ménit polohu vin signalu
v ramci zaporné a kladné Casti, jelikoz v zakladnim stavu je stiidavy proud vycentrovan

kolem nuly, jak je zobrazeno na obrazku 15 (Jirkovec 2021).

Podminky, které maji zasadni vliv na priibéh zvlaknovani lze i v tomto pfipadé rozdélit
na materiadlové a procesni. Vliv ma kromé zminovaného prabéhu signalu vlhkost
vzduchu, teplota vzduchu, rozpoustédlovy systém, viskozita nebo koncentrace polymeru
(Jencova et al. 2021a). Tato technologie nevyzaduje pritomnost elektricky aktivniho
kolektoru, a tak mohou byt vlakna zachycovana prostiednictvim rotujiciho valce, ptize ¢i

dalsich konstruktt (Mikes a Lukas 2015; Jencova et al. 2021a).
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Obrazek 16: Schématické zobrazeni délek segmentii pri nizSich a vyssich frekvencich.
Prevzato z: (Sivan et al. 2021)
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Po zapnuti stfidavého napéti vznika na povrchu kapky zvlaknovaného roztoku rada
polymernich trysek, dochazi k odparovani rozpoustédla, a tim ke vzniku nanovlaken,
které jsou unaseny prostfednictvim elektrického vétru nad elektrodou ve formé vidkenné

viecky, viz obrdzek 17 (Mike§ a Luka§ 2015).

@ ILF@_-F J| (®)
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zdroj stfidavého napéti

Obrazek 17: (a) schéma technologie stridavého zvidknovani, (b) vidkennd viecka v detailu.
Prevzato z: (Sivan et al. 2022), upraveno

224, Invitro testovani

In vitro techniky testovani ptedstavuji alternativni cestu pfii prvotnich testech,
k testovani na zvitatech (Russel a Burch 1959). V ramci tohoto sméru jsou vyuzivana
zafizeni, ktera umoziiuji praci s bunécnymi kulturami, latky pro hodnoceni toxicity

a samotné bunécné kultury, respektive bunécné linie.
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Vramci testovani materiali v experimentalni casti byla pouzila bunécna linie
lidskych osteoblastt MG-63, ktera predstavuje nadorovou linii pochazejici
z osteosarkomu lidské kostni tkané, jejiz rust je adherentni a tvofi monovrstvu
(monolayer). Morfologie je fibroblastoidni. Doba déleni predstavuje 28-38 hodin
(Heremans et al. 1978; Sebek 2019).

Obrazek 18: Snimek z optického mikroskopu bunécné linie MG-63 zobrazovaci metodou
fazového kontrastu; méritko 100 um. Prevzato z: (Anon. 2021)

Testovani probiha podle norem, aby vysledky mohly byt dale porovnatelné
s ostatnimi. Hodnoceni toxicity zdravotnickych prostiedku in vitro podléha pozadavkim
normy CSN EN ISO 10993-5 &asti 5. Pojem cytotoxicita piedstavuje schopnost urdité
latky byt pro buriky Skodliva s ohledem na jejich zivotaschopnost. S ohledem na
testované materidly se voli vhodné metody testovani, a to pfimy, nepifimy styk
nebo eluéni test zahrnujici piipravu extrakti testovanych materialu pii inkubaci

v kultivaénim médiu (Rach et al. 2013).

Stanovovani viability (zivotaschopnosti) bunék je zalozeno na sledovani zmén
v ramci metabolické aktivity, pfijimani barviv, uvolfiovani enzymu nebo produkci
adenosintrifosfatu (ATP). Podle analyzovanych signalt lze tyto testy rozdélit na
kolorimetrické (napf. testy MTT, CCK-8), luminiscencni (ATP test), metody tzv. pocitani
bunék vyuzivajici vyluCovani barviva (napf. trypanové modti), €i fluorometrické testy

(Larramendy a Soloneski 2018).

Kolorimetrické metody obecné spocivaji v redukci tetrazoliovych soli zivymi,
metabolicky aktivnimi, buikami na nerozpustny formazan, kdy métenim absorbance se
zjist'uje mira viability bun¢k. Je tedy sledovana schopnost pohlceni elektromagnetického
zafeni danym vzorkem (absorbance). Na zakladé Lambert-Beerova zakona, ktery je
v ramci spektrofotometrickych metod vyuzivan plati, ze absorbance je pfimo umérna
molarni koncentraci latky (Hardesty a Attili 2010). Druhii cinidel, potazmo

tetrazoliovych soli, je nékolik. Vzajemné se odliSuji nabojem, zptisobem redukce,
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absorpcnimi pasy ¢i rozpustnosti, coz ma vliv na citlivost a pribéh samotného testovani

(Scarcello et al. 2020).

V ramci experimentalni ¢asti byl vyuzit metabolicky test CCK-8, ktery lze vyuzit pro
test cytotoxicity i bunéné adheze a proliferace. Je vyuzivano ve vodé rozpustné
tetrazoliové soli WST-8 [ 2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-
disulfofenyl)-2H-tetrazolium] (Cai et al. 2019). Buikami je monotetrazoliova sul
redukovana v pfitomnosti elektronového pienaseCe za vzniku ve vodé rozpustného
formazanu oranzové barvy. Konkrétné je redukce provadéna dehydrogenazami (enzymy
katalyzujici ~ oxidacné-redukéni  reakce). Mnozstvi ~ formazanového  barviva
produkovaného bunécnymi dehydrogendzami je umérné poctu zivych bunék. Z toho
divodu lze jejich Zivotaschopnost odhadnout sledovanim absorbance pfii vinové délce
450 nm, jelikoz oranzovy formazan vznika pouze ve chvili, kdy k redukci WST-8 dojde
v ramci metabolického cyklu buiky. V pripadé, kdy je ve sledovaném vzorku bunék
meéné, je nizsi 1 koncentrace formazanu, tudiz i naméfena absorbance (Cai et al. 2019;
Boster Biological Technology 2023). Vyhodou tohoto testu oproti ostatnim je uzivatelska
jednoduchost, cenova dostupnost oproti ATP testim a vys$si detekcni citlivost, nez jiné
testy na bazi tetrazoliovych soli jako je napt. MTT. Navic WST-8 ma velmi nizkou
cytotoxicitu, tudiz stejné buiikky mohou byt dale vyuzity i v jinych testech. (Larramendy
a Soloneski 2018; Cai et al. 2019).

Pokud je vyloucena cytotoxicita materialu piistupuje se ke zkoumani bunécné adheze,
ktera v zavislosti na aplikaci mize a nemusi byt zadouci. Hodnoceni je provadéno
prostfednictvim hodnoceni metabolické aktivity a obrazové analyzy (Kirkpatrick et al.

1998).

2.3 Kostni tkan

Skupina bunék, které maji podobnou strukturu, morfologii a plni specifickou funkeci
jsou nazyvany tkan€. V ramci lidského téla je rozliSovana tkan epitelova, pojivova,
svalova a nervova (Biga et al. 2019). Pojivovd tkan obsahuje zna¢ny podil mezibunécné
hmoty oproti samotnym buikam. Vytvafend mezibunéna hmota se sklada z amorfni
hmoty, ktera je sloZzena z polysacharidl a bilkovin. Dalsi strukturni slozkou ECM jsou
fibrilarni proteiny, jedna se predev§im o kolagenni a elastinova vlakna. Dalsi slozka je
predstavovana adhezivnimi bilkovinami (fibronektin). Na zéklad€ povahy extracelularni

matrice je pojivova tkan vlaknita, podptirna nebo troficka. Vlaknita je charakterizovana
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pruznou extracelularni matrici, ktera je tvorena proteinovymi vlakny, proto je povaha
ECM spise mekka. Do této skupiny jsou fazeny Slachy a vazy. Podpurnd je vyznatovana
mineralizovanou mezibunéénou hmotou, kam patii kostni tkan a chrupavka. 7Trofickd

zahrnuje télni tekutiny naptiklad krev nebo lymfu (Miller 2020).

2.3.1. Mezibunécna hmota kostni tkan¢

Kost je tvorena kostnimi butikami a mineralizovanou mezibunécnou hmotou, ktera
svym objemem nad nimi pfevazuje. Mezibunécna hmota je slozena z vlakenné, amorfni
faze a adhezivnich bilkovin. Vlaknitd slozka ECM je tvotfena kolagennimi proteiny,
predev§im kolagenem typu I. Kolagen je pfitomen ve formé vlaken, které jsou tvoreny
fibrilami, kde je strukturovan ve forme trojsSroubovice. Jeho hlavni funkci je mechanicka
opora, dodani pevnosti. Fibrily jsou tvofeny rovnéz elastinem a fibrilinem (Webster a Ahn
2007). Amorfni slozka je tvofena glykosaminoglykany zahrnujici kyselinu hyaluronovou,
heparan sulfat. Diky hydrofilni povaze jsou schopné vytvaret struktury podobné
hydrogelim, odolavat vnéjSimu tlaku a zaji§tovat hydrataci (JenCova et al. 2021b).
Adhezivni bilkoviny jsou zodpovédné za moznost spojeni mezi vlakennou slozkou ECM
a bunkami. Jedna se o glykoproteiny, které umoziuji vazbu integrinim. Pro regulaci
mineralizace jsou vyznamné: sialoprotein zahajujici mineralizaci ECM, osteonektin
a osteopontin. K samotné mineralizaci ECM dochazi mezi kolagenovymi fibrilami
v tropokolagenové strukture. Hlavni anorganickou slozku ECM predstavuje
hydroxyapatit (Jencova et al. 2021b). Hydroxyapatitové krystaly jsou ulozeny
v kolagennich fibrilach. Pfed mineralizaci kolagenu dochéazi k ukladani fosforecnanu
vapenatého a nasledné dochazi k prechodu do krystalické faze. Vzhledem k tomu, ze
samotny kolagen neni schopen krystalizaci hydroxyapatitu indukovat, nukleaci
hydroxyapatitu a jeho ukladani v mezerach maji na starost zminéné nekolagenni proteiny
(Lukasova 2020). Mezi dalsi anorganické latky ECM se fadi draselné, vapenaté,
sodikové, citratové a uhliCitanové ionty (Junqueira et al. 2002). Na zakladé slozeni ECM
je kost povazovana za kompozitni material tvofeny zminerald (50-70 hm.%),

organickych latek (20-40 hm.%), vody (5-10 hm.%) a tukt (<3 hm.%) (Clarke 2008).

2.3.2. Kostni buiiky
V ramci kostni tkané a jeji tvorby se lze setkat s osteoblasty, osteocyty, osteoklasty
a osteoprogenitorovymi bunikami. Osteoprogenitorové buiiky jsou kmenové buriky, které
se nachazeji v kostni dfeni a jsou prekurzory osteocytd a osteoblasti (Ministerstvo

zdravotnictvi CR a Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR 2024). Osteoblasty
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produkuji nemineralizovanou mezibunéénou hmotu ozna¢ovanou osteoid, do které se
nasledné zanoftuji a stavaji se osteocyty, které dale ECM neprodukuji (Lukasova 2020;
JenCova et al. 2021b). Osteoblasty maji kubicky tvar a jejich velikost se pohybuje
v rozmezi 20-50 pum (Qiu et al. 2019). Probihajici pfemeénou téchto bunék se v kosti
nachazeji souCasné osteoblasty (4—6 % kostnich bunék) i osteocyty (90-95 % kostnich
bunék) (Florencio-Silva et al. 2015), viz obrdzek 19. Osteoklasty predstavuji pohyblivé
bunky s vybézky, které se podileji na vstiebavani (resorpci) kosti, ke kterému dochazi pfi
jeji prestavbé (remodelaci). Prostfednictvim enzymu rozkladaji organickou slozku
a pohlcuji odumfelé osteocyty (Ministerstvo zdravotnictvi CR a Ustav zdravotnickych

informaci a statistiky CR 2024).

resorpce Kosti ém—

% tvorba Kkosti
osteoblasty

L
nﬁio% 2

V”“I\osteocyty
Obrazek 19: Kostni bunky. Prevzato z: (Mulchandani et al. 2019)

Signalni molekuly umoziuji regulovat kostni metabolismus. Jedna se o riistové faktory
(kostni morfogenitcky protein (BMP), transformujici rustovy faktor TGF-B). Dale
o hormony (parathormon (PHT) zajistujici rovnovahu véapniku v téle), estrogeny nebo
glukokortikoidy, jakozto hormony regulujici funkci osteoklati. Na obrdzku 20 jsou
zobrazené osteoblasty syntetizujici osteoid, dale diferenciace na osteocyty a mineralizace

ECM prostiednictvim anorganickych krystal(i (Marie 2013).

mezenchimalni kmenové busiky apoptoza
osteoprogenitorové busiky T
Q Q glukokortikoidy
N estrogeny
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osteoblasty
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mineralizovana mezibunééna hmota

Obrazek 20: Schématické zobrazeni kostnich bunék. Prevzato z: (Marie 2013)
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2.3.3. Struktura kostni tkan¢
Kosti 1ze rozdélit na dlouhé, kratké, ploché, nepravidelné. Z hlediska hierarchické
struktury lze postupovat z vnéjstho makrosvéta az po nanostrukturu. Povrch kosti
predstavuje vazivova okostice (periost), prokrvena blana s nervovymi zakoncenimi, jejiz

drazdéni vyvolava bolest pfi poskozeni kosti (Novotny a Hruska 2015).

Povrchova cast kosti je predstavovana kortikdalni (kompaktni) kosti slozené z husté
ulozenych Haversovych kanalka. 7rabekuldrni (spongiozni) kost se nachazi v hlavicich
dlouhych kosti a tvofi vnitfek kosti plochych a kratkych. Ma tramcovou strukturu
pfipominajici prostorovou sit’, usporadani téchto tramct odpovida sméru tlakovych sil
pusobicich pfi zatizeni kosti, a tak ma mensi hustotu nez kost kompaktni (SEER Training
Modules 2024). Kostni dreri se nachazi ve stiedu vétSiny kosti, predstavuje pomyslnou
sit’ vazivovych vlaken, bunék a rozvétvenych cév. V mladi se jedna o Cervenou kostni
dreni, ve které vznikaji Cervené, bilé krvinky a krevni desticky. V prubéhu let je
nahrazovana tukovou tkani a méni se na zlutou kostni dfeni. V dospélosti se krvinky tvoii
jen v Cervené kostni dieni kratkych a plochych kosti (tzn. zeberni obratle, panevni,

lebecni kosti) (Buck a Dumanian 2012a; Novotny a Hruska 2015).

Na mikroskopické trovni je hustd kortikalni kost a trabekularni kostni tkan tvorena
mineralizovanymi kolagennimi vlakny, kterd jsou paralelné poskladana do vrstev.
Uspotradané desticky kostni tkané se nazyvaji lamely, ve kterych se nachazeji Haversovy
kanalky, kterymi prochazeji nervy a cévy. Haversovy kanalky probihaji soubézné s delsi
osou kosti. Lamely kolem kanalkt jsou tvofeny v nékolika vrstvach ovinuté kolagennimi
vlakny zpevnéné anorganickymi Casticemi. Struktura pfipomina letokruhy kmene stroma
(Novotny a Hruska 2015). V mezerach nazyvanych lakuny se nachazeji osteocyty. Kolem
Haversovych kanalkl jsou uspotfadany soustfedéné a jsou mezi sebou spojeny kanalky,
které obsahuji krevni cévy, jimiz je rovnéz zajiStovana vyziva kosti a jsou odvadény
zplodiny metabolismu. Struktura kolem Haversova kanalku pfedstavuje stavebni
jednotku kosti: Haversiiv systém (Buck a Dumanian 2012a; Novotny a Hruska 2015).
V ramci kortikalni kosti jsou Haversovy systémy usporadany tésné u sebe a tvoti pevnou

hmotu (SEER Training Modules 2024).

Kazda z kolagennich fibril se sklada ze svazki makrofibril, které obsahuji svazky
kolagennich molekul. Molekuly kolagenu jsou uspotadany surcitou periodicitou.

V misté, kde se stykaji dva konce, je mald mezera o velikosti 40 nm, nebo misto, kde se

32



nachazi vétSina destiCek apatitu. Vzhledem k tomu, ze mikrostruktura kosti zahrnuje
koordinaci vysoce rozptylenych nanokrystalQ sydroxyapatitu v kolagenu, chova se jako
houzevnaty material pfi nizkych rychlostech deformace, a jako kiehky material pfi
vysokych rychlostech deformace. Kromé toho mikrostruktura funguje jako urcité leSeni
pro regulaci bunék. Povrchové vlastnosti, se kterymi buriky ptichazeji do styku jsou
vétS§inou v ramci nanometrl, coz znamena, ze toto meéfitko je rozhodujici pro regulaci
jejich chovani (Webster a Ahn 2007). Schématicky je struktura kosti zobrazena na
obrazku 21.

trabekularni kostni tkaii
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makrostruktura sub-mikrostruktura sub-nanostruktura

Obrazek 21: Hierarchickd struktura kosti. Prevzato: (Webster a Ahn 2007)

2.34. Osifikace

Rast kosti do délky v ramci vyvoje nebo pii hojeni zlomenin je oznaCovan jako
osifikace nebo osteogeneze. Na zakladé vyvoje lze rozdélit formaci kosti na
endochondrélni a intramembrandzni (Setiawati a Rahardjo 2019). Intramembrandzni
osifikace se tyka vyvoje plochych kosti lebky, vétSiny kosti obliceje, dolni Celisti nebo
napfiklad kli¢ni kosti. Zaciné na konci embryonalniho obdobi, kolem 8. tydne t€hotenstvi.
Nejprve dochazi ke kondenzaci mezenchymovych bunék uvniti mezenchymové tkané,
nasleduje rust a diferenciace na osteoblasty. Osteoblasty nasledné tvoii osteoid, posléze
se diferencuji na osteocyty a dochazi postupné ke kalcifikaci (Novakova a Sajdikova

2024).

V ramci endochodrdlni osifikace nejprve dochazi k proliferaci mezenchymovych
buneék (MSC) v misté budouci kosti, vlivem rastovych faktort se MSC dale diferencuji
na chondroblasty, které zacnou formovat chrupavc¢itou tkan a tvorbu hyalinni chrupavky.
Nasleduje hypertrofie chondrocyti a resorpce chrupavcité tkan€, chrupavcita tkan

kalcifikuje. Z divodu nedostatecného zasobeni zivinami kalcifikované chrupavky
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dochazi k zaniku chondrocyta v chrupavcitém modelu a do vznikajicich prostort migruji
osteoprogenitorové buiky, které se diferencuji na osteoblasty, které tvoii ECM
a chrupavka je tak nahrazena kostni tkani (Setiawati a Rahardjo 2019; Novakova
a Sajdikova 2024). Do §itky roste kost z hlubokych vrstev periostu pfirGistanim novych
vrstev kostnich lamel (Novotny a Hruska 2015).

2.4 Lécba kostnich defektu

V névaznosti na vnéj§i zatizeni, hormonalni odezvy na zmény hladin vapniku a fosforu
prostiednictvim kostnich buné€k jejichz aktivita je regulovana rastovymi faktory
a hormony dochazi k remodelaci kostni tkané (Kaucka 2006; Qiu et al. 2019). Znamena
to, ze kost v ramci regenerace zlomenin je schopna uplné regenerace v ramci urcitych
hranic. Zpravidla jsou rozliSovany dva mechanismy hojeni v navaznosti na rozsahu
fraktury. Primarni hojeni nastava v situaci, kdy €asti zlomené kosti jsou v tésné blizkosti.
Prostiednictvim osteoklasti dochazi ke tvorbé prostoru pro rust cév a nervi. Nedochazi
ke tvorbé hematomu (Buck a Dumanian 2012b; Kohoutova 2015). U slozité&jSich
zlomenin je nutny sekunddrni mechanismus, ktery muaze trvat i nékolik let. Nejprve na
postizeném misté vznika hematom, postupné dochazi k produkci amortni mezibunécné
hmoty a propojovani pfislusnych fragmentt. Nasleduje tvorba vazivovych vlaken a vznik
vazivového svalku (2-4 tydny) (Ghiasi et al. 2019), ve kterém dochazi ke vzniku
chrupav¢itého. Ten se nasledné osifikuje a kalcifikuje ukladanim véapenatych soli, ¢imz
dochazi k preméné na kostni svalek (po 2—4 meésicich) (Ghiasi et al. 2019). Navazuje
prestavovani na pevnou kost (n€kolik mesict az let) (Kohoutova 2015; Qiu et al. 2019;

Ghiasi et al. 2019).

Po prekroceni kritické velikosti kostnich defektt pravdépodobnost, Ze se zahoji samy
klesa (Holzapfel et al. 2013; Schemitsch 2017). V pfipadé, ze jsou kostni defekty pfili§
velké nebo se nachazeji v menSich kostech, je zpravidla zapotrebi chirurgicky zakrok.
Velka ¢ast klinickych postupti 1é¢by zahrnuje aplikaci autolognich, alogennich szépu nebo

pouziti syntetickych materialii (Qiu et al. 2019).

Klinickou 1écbu kostnich defektl l1ze rozdélit na invazivni a neinvazivni zpisoby.
Neinvazivni metody predstavuji vyuziti biofyzikalni stimulace, napiiklad pulzni
magnetoterapie (PEMF), kdy dochazi ke generovani elektromagnetickych pulza

a stimulaci opétovného rustu kostni tkané. Invazivni pfistupy zahrnuji kromé vyuziti
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kostnich Stépu a implantat také Ilizarovu metodu ¢i metodu Alina Masqueleta (Xue et

al. 2022; Flatscher et al. 2023).

V ramci klinické praxe kostni Stépy predstavuji hojné uzivanou formu lécby defektd.
Stépy jsou rozdélovany dle ptivodu na autologni, alogenni a xenogenni. Autologni §tpy
jsou odebirany od pacienta, jsou osteoinduktivni, osteokonduktivni a vykazuji
osteogenezi. Nevyhodu predstavuji rizika infekce, precitlivélost mista odbéru,
nevhodnost pro déti a starsi pacienty a morbiditu darcovského mista (Xue et al. 2022).
Odbér autolognich $tépa je spjat slimity kjeho velikosti z davodu snizeni rizika
morbidity darce. V pfipadé, kdy je potieba vétSi mnozstvi, nez které je v ramci
autologniho §t€pu mozné odebrat, je vyuzivano alogennich §tépu, které pochazi od darce
nebo xenogennich, které pochazi od jiného zivocisného druhu. Pro implementaci téchto
druht $tépa jsou odstraniovany osteoinduktivni a osteogenni prvky prostifednictvim
denaturace proteini a osteoprogenitorovych bunék ke snizeni rizika pfenosu

patogenu (Holzapfel et al. 2017; Qiu et al. 2019).

Invazivni pristupy dale zahrnuji Ilizarovu a Masqueletovu metodu. U kostnich defektt
rozsaht vétsich jak 5 cm je vyuzivano praveé zminénych technik. /lizarova technika je
zalozena na trak¢ni stimulaci, ktera ma podporovat regeneraci a rast kosti. Piekazkou jsou
vSak slozité operace, rizika infekce a dlouha 1écba (Xue et al. 2022). Dalsi moznosti je
dvoufazova metoda popsand Alainem Masqueletem, kdy nejprve dochazi v oblasti
defektu k vyplnéni cementovou vlozkou z polymethylmethakrylatu (PMMA) po dobu
Sesti tydnd. Jejim ukolem je indukovat tvorbu pseudoperiostia, jakozto vrstvy vazivové
tkané s cévami (membrany) bohaté na kolagen typu I a ristové faktory (BMP, TGF-f,
aj.). Nasledné je tato membrana nafiznuta a vyplnéna kostnim §t€pem. Pritomné ristové
faktory a wvaskularizovany pseudoperiost podporuji remodelaci vlozeného Stépu
prostiednictvim bunécné proliferace a diferenciace osteoblastd. Tato technika je vhodna
1 v ptipadech, kdy se v defektni oblasti nachazi infekce, protoze do PMMA mohou byt
inkorporovana antibiotika. Naopak mezi nevyhody této metody patii pozadavek na vice
chirurgickych zakrokd, rizika infekce nebo neuplné zahojeni kosti (Debnar et al. 2021;

Mayfield et al. 2022).

Dal§i moznost predstavuje tkanové inzenyrstvi, které i v pouhém odvétvi vénujici se
kostnim defektim poskytuje moznost vyuziti trvalych umélych nahrad nebo

biodegradabilnich scaffoldd, které umoziuji podpofit regeneraci kostni tkané (Ghassemi
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et al. 2018). Nasledujici podkapitola se vénuje kostnimu tkafiovému inzenyrstvi

s ohledem na vlastnosti scaffoldi a pouzivané materialy pro jejich vyrobu.
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Obrazek 22: Schéma zobrazujict moznosti léchy kostnich defektii. Prevzato z: (Xue et al. 2022)

24.1. Kostni tkaniové inzenyrstvi
Jak jiz bylo zminéno, tkaniové inzenyrstvi stoji na tfech zékladnich kamenech
zahrnujicich buiiky, signaly a scaffoldy. Tato kapitola se vénuje pifedevsim vlastnostem
a materialim scaffoldd, které jsou v ramci kostniho tkanového inzenyrstvi pouzivany

v ramci klinické praxe, a tém, které jsou pfedmétem vyzkumu.

Smeérem k vlastnostem scaffoldii pro kostni tkafiové inzenyrstvi je nutné respektovat
obecné pozadavky, jakymi jsou biokompatibilita, porozita, mechanické vlastnosti ¢i

(ne)degradabilnost materialu.

Konkrétné v ramci kostni tkan€ s ohledem na velikost osteoblasti by velikost pora
meéla byt vétsi jak 20 um, coz je priblizna velikost osteoblastll. Je uvadéno, ze pozadovana

velikost porti pro osteokondukci je v rozmezi 80—100 um (Qiu et al. 2019).

Po implementaci materialu pro regeneraci kostnich defekti lze na zakladé
biologickych vlastnosti fici, zda je zkoumany material vhodny pro dal§i vyvoj, nebo
nikoliv (St&panovska 2020). Mezi zmifiované vlastnosti spada angiogeneze (schopnost
novotvorby krevnich kapilar), osteoindukce, ktera je spojena se schopnosti podporovat
diferenciaci kmenovych bunék na osteoblasty stimulaci pfisluSného mikroprostredi.

V souvislosti se scaffoldy to znamena, ze tyto materialy musi do prislu§ného prostredi
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produkovat substance diferenciaci podporujici. A to zejména v podobé uvoliiovanych
iontd z materialu, pfipadné uvoliiovanim 1é¢iv nebo rustovych faktort, které mohou byt
jejich soucasti (Albrektsson a Johansson 2001; Xue et al. 2022). Dalsi dulezitou
proménou predstavuje osteokondukce, ktera odkazuje na umoznéni rustu bunek na
piislusném povrchu. Je tak zahrnuta schopnost adheze osteoblasti a progenitorovanych
bunek, jejich proliferace a migrace (Albrektsson a Johansson 2001). V neposledni fadé
hraje roli také oseointegrace, ktera piedstavuje posledni krok v ramci procesu hojeni kosti
a interakci tkané se scaffoldem. Cilem je umoznit osteoblastiim tvorit shluky na povrchu
scaffoldu, které nasledné produkuji extracelularni matrix (Albrektsson a Johansson 2001;
Stépanovska 2020). Pro tvorbu vhodného materialu je kliGovy povrch scaffoldu, ktery
proto byva v navaznosti na konkrétni pozadavky upravovan napiiklad tvorbou vystupk,
leptanim (Xue et al. 2022), nanasenim povlaka fosfore¢nanu vapenatého nebo rustovymi

faktory (Stépanovska 2020).

Na zékladé¢ interakci mezi piisluSnymi materialy a tkani l1ze biomaterialy rozfadit na
(a) toxické, kdy po jejich implementaci okolni tkan odumfe, (b) netoxické, které jsou po
Case nahrazeny novou tkani (biodegradabilni, bioresorbovatelné materidaly), (c)
netoxické bioinertni, kdy na rozhrani vznikne vlaknita membréana oddélujici material od
tkané nebo (d) netoxické materialy s biologickou aktivitou (bioaktivni materidly), které
umoziuji tvorbu vazby pfimo mezi materialem a tkani (Qiu et al. 2019; Vaiani et al.

2023).

Jak jiz bylo v praci zminéno, pii pouziti biodegradabilniho materialu je nutné, aby
rychlost rozpadu, a tak i ztrata mechanickych vlastnosti byla iméma rychlosti tvorby
novych bunék (Jencova et al. 2021b). Zhou a kolektiv (2023) uvadi zZe integrita scaffoldu

pro regeneraci kosti by méla byt zachovana minimaln€ po dobu 6-8 tydna.

Pro vyrobu kostnich scaffoldl je vyuzivano kovi, keramiky a polymernich materiald.
Ptipadné dochazi k jejich kombinaci do podoby kompoziti (Ghassemi et al. 2018; Vaiani
etal. 2023). V dal$im textu jsou zminé€ny jednotlivé skupiny materiala a uvedené priklady

zastupcu. Pro vétsi prehlednost je Clenéni zobrazeno schématem na obrdzku 23.
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Obrazek 23: Biomaterialy pro kostni tkanové inzenyrstvi

2.4.1.1. Homogenni materidly

Z materiadlové skupiny kovu je vyuzivano pro umélé trvalé nahrady predevsim jejich
slitin. Vyuzivany jsou s ohledem k vysoké pevnosti, odolnosti proti korozi, tepelné
a elektrické vodivosti. Pfiblizné 70 % implantati je vyrabéno z kovovych materialt
(Mahmud et al. 2023). V soucasné dob¢ se v klinické praxi pro velké kostni defekty bézné
pouziva titanova slitina. Titan je netoxicky, neskodlivy a ma dobrou odolnost vici korozi,
navic jeho modul pruznosti je blizky lidské tvrdé tkani. Povrch titanové slitiny je vSak
relativné hladky, coz ma za nasledek Spatnou oseointegraci, proto je vyuzivano
modifikaci povrcht kostnich nahrad, které zlepsuji potfebné vlastnosti (Alonzo et al.
2021; Xue et al. 2022), povrch implantatu maze byt navic i kolonizovan autolognimi
buiikami (Stépanovska 2020). Rovnéz je vyuZivana nerezova ocel, slitiny chromu
a kobaltu (Mahmud et al. 2023). Také jsou zkoumany biologicky odbouratelné kovy,
jedna se zejména o hoicik, zelezo, zinek a jejich slitiny. Problémem scaffoldi na bazi
hot¢iku je, Ze po implantaci scaffoldu je nutna stabilita (min. 68 tydnll), coz nespliiu;ji
vzhledem k jejich rychlé degradaci. A tak jsou zkoumany povrchové upravy, které rozklad
zpomaluyji. I v ramci materialt ze Zeleza je feSena rychlost degradace, avSak v opacném
smyslu, tedy je naopak pfili§ pomala. I zde je vSak vyuzivano povrchovych uprav,
zejména ve vyrobe porézni struktury a zvrasnéni povrchu. Rovnéz jsou zkoumany slitiny

zinku (Wei et al. 2020).

Polymery lze dale délit dle n€kolika hledisek, dle pivodu rozliSujeme pftirodni

a syntetické. Dle rigidity inertni a degradabilni. Mezi biodegradabilni prirodni polymery
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zkoumané v ramci tohoto odvétvi patii naptiklad kolagen, jakozto hlavni slozka fibrilarni
¢asti mezibunééné hmoty (Wei et al. 2020; Mahmud et al. 2023). Dalsi pfedstavuji fibrin,
chitosan, pfirodni hedvabi nebo kyselinu hyaluronovou (Ghassemi et al. 2018; Qiu et al.
2019; Wei et al. 2020). Hlavni vyhodou pfirodnich polymert je jejich biokompatibilita,
osteokonduktivita. Na druhou stranu k jejich nevyhodam patfi variabilita slozeni, ktera je
zavisla na zdroji, dale samotna degradace je velmi obtizné kontrolovatelna zejména
s ohledem na enzymaticky rozklad, ktery je v ramci kazdého jedince velmi individudlni,

tudiz obtizné fizeny (Roseti et al. 2017).

Z biodegradabilnich syntetickych polymerii se jedna o polyhydroxybutyrat (PHB),
polydioxanon (PDS) (Wei et al. 2020). Mezi nejzkoumanéjsi patii polylaktid (PLA)
(Chuan et al. 2020), polyglykolid (PGA) ziskavany z obnovitelnych zdroju. Také
kopolymer polylaktidu a polyglykolidu (PLGA) a polykaprolakton (PCL) ziskavany
z neobnovitelnych zdroja (Wei et al. 2020; Mahmud et al. 2023), ktery byl v ramci

experimentalni ¢asti pouzit, a tak je dale popsan detailnéji.

Polykaprolakton (poly-e-kaprolakton) piedstavuje semikrystalicky, hydrofobni
polymer, termoplast. Teplota skelného piechodu se pohybuje okolo -60 °C, coz znamena,
ze se nachazi bézné v kaucukovitém stavu (Guo a Ma 2014). Teplota tani se naléza

v rozmezi 59-64 °C (Kirillova et al. 2021).

Vyroba se uskuteCiiuje prostfednictvim polymerace za otevirani kruhu cyklického
esteru, e-kaprolaktonu (Kirillova et al. 2021). Konkrétné se jedna o alifaticky polyester,

degradujici hydrolytickym mechanismem, kdy dochazi ke §tépeni esterové vazby.

Zasadni vliv na rychlost rozkladu ma povaha chemickych vazeb v ramci hlavniho
fetézce polymeru, hydrofilita, krystalinita, kompozice kopolymeri nebo pritomnost
nizkomolekularnich sloucenin (Stewart et al. 2018). Mechanicka integrita PGA je
zachovana po implantaci in vivo 2—4 tydny. U PLA diky sférickému branéni methylovou
skupinou je hydrolyticky rozklad zpomalen, a tak je integrita PLA 3-24 mésica (Guo
a Ma 2014). PCL je odbouravan jesté¢ pomaleji, a to 2-4 roky (Woodruff a Hutmacher
2010; Hassan et al. 2014). Na obrdzku 24 jsou zobrazeny strukturni vzorce zminénych
polymert, vyznaCena je i esterova vazba. Degradace vSak nestoji jen na hydrolyze
samotné, vliv maji také mikroorganismy ¢i pusobeni enzymu (Woodruff a Hutmacher

2010).
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Obrazek 24: Strukturni vzorce PLA, PGA, PLGA a PCL. Prevzato z: (Stewart et al. 2018)

Pro tvorbu polymernich roztoku jsou esencialni rozpoustédla. Pro PCL jsou vyuzivana
vysoce toxicka organicka rozpoustédla. Konkrétné se jedna naptiklad o chloroform,
dimethylformamid (DMF), tetrahydrofuran (THF), dichlormethan, chloroform/methanol
nebo DMF/THF (Sivan et al. 2022).

Rovnéz pfi tvorbé polymernich vlaken je polymernich roztokti vyuzivano. I navzdory
tomu, Ze ze samotného principu tvorby nanovlaken dochazi k odpafeni rozpoustédla,
mohou se ve vyslednych vlakennych vrstvach rezidua rozpoustédel nachazet. V pfipadé,
kdy se vyuziva biodegradabilniho materidlu, mohou se pfipadna rezidua pii degradaci
samotného materialu rovnéz uvoliovat, coz mize byt pro buriky pfi aplikaci v ramci
tkaniového inzenyrstvi toxické. S ohledem na to se studie Sivana a kolektivu (2022)
zabyvala zvlaknénim PCL prostfednictvim stfidavého zvlaknovani pro aplikaci ve
tkanovém inzenyrstvi za vyuziti malo toxickych rozpoustédel zklasifikacni tfidy 3
v ramci European Pharmacopoeia, kam spada kyselina mravenci, kyselina octova

a aceton.

Vystupem bylo, ze rozpoustédlovy systém kyselina mravenci/kyselina octova/aceton
(1/1/1) predstavoval vhodny rozpoustédlovy systém pro PCL v porovnani se systémy
kyselina mravenci/kyselina octova nebo samotna kyselina mravenci. VSechny vyrobené

vrstvy byly shledany jako biokompatibilni a netoxické.

V oblasti trvalych implantatu je vyuzivano rovnéz inertnich syntetickych polymernich
material(, které tvofi soucasti kloubnich nahrad. Jedna se zejména
o ultravysocemolekularni polyethylen (UHMWPE), ktery ma odolnost vii¢i opotiebeni.
Dale polytetrafluorethylen (PTFE), polyetheretherketony (PEEK),
polymethylmethakrylat (PMMA), polystyren (PS) nebo polyethylentereftalat (PET),
které jsou vyuzivany kvili mechanické odolnosti (Mahmud et al. 2023).

Pro néhrady tvrdych tkani je pouzivana rovnéz biokeramika. Bioinertni biokeramika
nema schopnost reagovat sbiomolekulami a burikami, tedy netvoifi se mezi

implantovanym materidlem a danou tkani chemickéd vazba, ale dochéazi k navazanim
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prostfednictvim vazivového pouzdra. Jedna se o korundovou keramiku, dale o keramiku
na bazi oxidu zirkonicitého (ZrO.), oxidu titani¢itého (TiO2). Vyuzivaji se pro nahradu
kostni tkané nebo kloubt diky odolnosti vii¢i opotiebeni, pevnosti a biokompatibilite.
Muze byt také vyuzita v kombinaci s biodegradabilnimi polymery k regeneraci tkani
nebo pro systémy dodavani 1é¢iv (Ovc¢acikova a Vlcek 2013; Vaiani et al. 2023; Mahmud
et al. 2023).

Dalsi tfidu tvoti bioaktivni keramika, ktera je po umisténi do téla schopna vytvofit
s danou tkani vazbu napfimo mezi kostni tkani a materialem, nikoliv zprostiedkované. Je
vyuzivana pro povlakovani kovovych implantati nebo nahrady kloubli. Jedna se
o biosklo, hydroxyapatit nebo sklokeramiku (Ovcacikova a Vicek 2013). Biokeramika
¢ita také tzv. bioresorbovatelnou keramiku, kam se fadi porézni hydroxyapatit (HA)
a fosforeCnan trivapenaty (TCP), ptipadné bioaktivni sklo. V ortopedické oblasti nachazi
vyuziti 1 karbid kifemiku (Ovcacikova a Vlcek 2013; Vaiani et al. 2023). V ramci

experimentalni ¢asti byl vyuzit hydroxyapatit, a tak je dale vice piiblizen.

Chemicky vzorec hydroxyapatitu (HA) vramci jedné buiky krystalové mfizky
hexagonalni symetrie je Caio(PO4)s(OH).. Patii do skupiny mineralnich apatitd (mezi
které patii fluorapatit, chlorapatit, hydroxyapatit, fluorkaronatapatit), tedy mineralt
stejné struktury, ale odliSného slozeni (Legeros a Legeros 2008). Jedna se o bioaktivni
1 bioresorbovatelny material s ohledem na jeho porozitu a krystalickou strukturu. Jeho
biologickou rozlozitelnost nebo bioaktivitu lze navic zvysit pfidavkem uhlicitant
a dvojmocnych iont (hofeCnatych, strontnatych) do prasku pred zpracovanim (Vaiani et
al. 2023; Zhou et al. 2023). Vzhledem k podobné struktufe s anorganickou fazi
mineralizované ECM kostni tkané, nachazi uplatnéni pii regeneraci kosti a zubt (Legeros
a Legeros 2008), avSak jeho samostatna ptisobnost je omezena, jelikoz je kiehky a obtizné
tvarovatelny, tudiz je vyuzivan v podobé kompoziti nebo dale zminénych kostnich
cementi (Zhou et al. 2023). Mimo jiné je vyuzivan pro povlakovani kovovych nahrad
s cilem zvySit osteokonduktivitu implantati. Dle pavodu je rozliSovan synteticky
a biologicky HA. Biologicky je ziskavan z koralli, hovézich kosti, nejedna se o Cisty
hydroxyapatit, ale uhli¢itanovy apatit. Synteticky HA je pouzivan pravé k regeneraci
kosti, a to bud’ jako samostatny material, nebo ve formé kompoziti s polymery, pfipadné
jinymi keramickymi zastupci, nebo jako zminované povlaky kovi (Legeros a Legeros

2008).
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Dalsi moznosti je vyuziti fosforeCnant vapenatych v ramci regenerace kostni tkané
v kostnich cementech, které se pouzivaji jako vypli defektni struktury. Vyhodou je, ze
material je aplikovan do volného prostoru, nasledné dochazi k jeho tvrdnuti, tudiz je
umoznéno uzpusobeni tvaru pro konkrétni defekt (Zhou et al. 2023). V tabulce 2 jsou
uvedeny komercni nazvy vstiebatelnych vyplni kostnich defektt.

Tabulka 2: Komercni vyplnové materidly zalozené na fosforecnanech vapenatych. Vychdzi z:
(Xue et al. 2022; Graftys 2022; Finceramica 2024; SigmaGraft Biomaterials 2024)

nazev vyrobce slozeni
SigmaGraft
InterOss Collagen ) ) )
Biomaterials, Inc., hydroxyapatit/kolagen
Block®
USA
smés fosforecnanli vapenatych
_ (HA, TCP a dalsi) a
Graftys® QuickSet Graftys, Francie
hydroxypropylmethylceluldzy pro
zajisténi viskozity
‘ ‘ ‘ hotecnaté ionty v nano€asticich
SINTIife® Finceramica, Italie

hydroxyapatitu

2.4.1.2. Kompozitni materidly

Kompozitni materialy jsou cCasto voleny, jelikoz umoziuji prekonat negativni
vlastnosti jednotlivych materiald. Mezi hlavni nevyhody keramiky patfi kiehkost, coz ma
souvislost s omezenou houzevnatosti (Suamte et al. 2023). Polymery maji omezenou
pevnost, syntetické jsou ¢asto hydrofobni povahy, coz neni vhodné s ohledem k bunécné
adhezi (Hassan et al. 2014). Kovy podléhaji problémum s korozi a biokompatibilitou
(Mahmud et al. 2023), a tak byvaji povlakovany biokeramikou (Qiu et al. 2019).

Souvislost s aktualnim trendem ve vyvoji kompozitnich materiald ma i tendenci
imitovat vlastnosti nativni kostni tkdn€. Tyto materialy sestavaji vétSinou z polymerni
matrice (pfirodni nebo syntetické biodegradabilni) a vyztuzné faze, ktera zvysuje nejen
pevnost materialt, ale i biokompatibilitu a rovnéz podporuje regeneraci kostni tkané
(Mahmud et al. 2023). Zejména pak kolagen/HA, kde je snaha o biomimetiku ECM kostni
tkané (Qiu et al. 2019). Keramika zajis§tuje pevnost v tlaku a nizkou rychlost degradace,

polymery zvyS$uji houzevnatost a pevnost v tahu (Vaiani et al. 2023).
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Rovnéz jsou zmifiovany kompozity na bazi titan/uhlikova vlakna, které zvySuji
pevnost a zaroven odlehCuji vysledny implantat. Dale jsou zkoumany kompozity

s pfidavnymi senzory nebo systémy dodéavani 1éciv (Mahmud et al. 2023).

Vzhledem k tématu prace jsou dale zminény vlakenné scaffoldy funkcionalizované

hydroxyapatitem.

2.4.1.3. Vidkenné scaffoldy funkcionalizované hydroxyapatitem

Ve snaze funkcionalizovat vlakenné materialy 1ze provadet inkorporaci bioaktivnimi
latkami, pfipadné 1€Civy pro systémy dodavani 1é¢iv pomoci raznych technik. Mezi
mozné zpusoby spada zaClenéni Castic nebo 1éCiv do vlakenné struktury pomoci
enkapsulace za vyuziti elektrosprayingu, dal§i moznost pfedstavuje zminiované koaxialni
zvlaknovani, kde funk¢ni komponenty mohou byt zapouzdieny v jadru a obal muze byt
tvoren napiiklad vodorozpustnym polymerem (Hassan et al. 2014; Nemati et al. 2019).
V ramci funkcionalizace nanovlakennych materialti je vyuzivano i metod, které prichazi
ve chvili, kdy jsou vldkenné vrstvy jiz vyrobeny. Jedna se o Upravy povrchu pomoci

plazmy, roubovani povrchu, vyuziti vrstev polydopaminu pro adhezi (Kulkarni et al.

2022).

V ramci studie se Chuan a kolektiv (2020) zabyvali funkcionalizaci nanovlakennych
stereokomplexnich membran na bazi polylaktidu. Jelikoz PLA je chiralni slouceninou,
jsou rozeznavany enantiomery poly-L-laktid a poly-D-laktid. Maji totozné chemické
slozeni, ale li§i se konfiguraci opakujicich se jednotek, které jsou schopny tvorit
mezimolekularni komplex (stereokomplex), ktery vznikd v krystalické strukture.
Stereokomplex PLA nastava v dusledku nekovalentnich interakci enetiomernich fetézct
poly-L-laktidu a poly-D-laktidu. Pravé tvorba stereokomplexnich krystaliti
v kompozitnich nanovldkennych vrstvach mé zasadni vliv na zvySeni mechanickych
vlastnosti. Pro funkcionalizaci byl PDLA roubovan hydroxyapatitem, nésledné byl
elektrostaticky zvlaknén blend s PLLA. Po zaht4ti na 80 °C po dobu 1 hodiny se vytvofil
stereokomplex. Dle in vitro testii vzorek obsahujici 40 hm.% HA vykazoval diferenciaci
kmenovych buné€k na osteoblasty a je vhodny pro pouziti v kostnim tkanovém

inzenyrstvi, respektive pro dalsi vyzkum v ramci tohoto odvétvi.

Rovnéz pro funkcionalizace vlakennych materiali pomoci stfidavého elektrického
zvlaknovani byly wvyuzity hydroxyapatitové mikrocastice (uWHA) s procentudlnim

obsahem 0; 5; 10 a 15 hm.% z hmotnosti suSiny polymeru. Konkrétné se jednalo o smes
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polymernich roztoki PCL, a to 16hm.% PCL o molekulové hmotnost Mn 45 000 a PCL
10 hm.% 80000 vpoméru 1/3. Pouzity rozpoustédlovy systém byl kyselina
mravenci/kyselina octova/aceton (1/1/1). Vysledky ukazaly, ze pfidany hydroxyapatit
ovliviluje priméry vlaken, pevnost a smacivost. Kontaktni uhel s rostoucim hmotnostnim
procentem pHA klesal, avSak stale se jednalo o hydrofobni povrchy. Vy§si koncentrace
hydroxyapatitu vedla ke snizeni pevnosti vrstev, coz bylo dano mensimi praiméry vlaken
a zapouzdienim anorganickych castic ve vlaknech, coz naru$ilo strukturu vlakna

a vyustilo ke snizeni pevnosti (Jirkovec et al. 2021b).

Dale bylo vyuzito kombinace technologii meltblown a stejnosmérného elektrického
zvlaknovani a naprasovaciho zafizeni, prostfednictvim kterého hydroxyapatitové ¢astice
v fadu mikrometra dopadaly na vlakennou vrstvu z 16%hm. roztoku PCL. Hmotnostni
koncentrace hydroxyapatitu ze suSiny polymeru predstavovala 10 %. Spojenim
technologie meltblown umoziujici vytvoreni vlaken s priméry 1-5 pm a stejnosmérnym
elektrickym zvlakinovanim, kde mohou byt vyrabéna nanovlakna umoznily vyrobit
porézni strukturu diky mikrovlakniim a nanovlakna napomohla bunécné adhezi lidskych
osteoblasti MG-63 v ramci hodnoceni in vitro testi, ptidané hydroxyapatitové Castice
navic biologickou aktivitu podpofily v porovnani s materialy z jednotlivych technologii

funkcionalzované HA (Erben et al. 2015).
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3. Experimentalni ¢ast

V navaznosti na stavbu kostni tkan€¢ byl zvolen material a technologie vyroby
vlakenného scaffoldu. Nejprve byly pfipravovany polymerni roztoky PCL o koncentraci
6; 8; 10 a 12 hm.%, které byly nasledné zvlakniovany. Pro tvorbu kompozitnich roztoka
byl nasledné zvolen 10%hm. roztok PCL, ktery byl dale modifikovan prostfednictvim
mikrocastic HA o koncentraci 5; 10; 15; 20 a 30 hm.% z hmotnosti suSiny polymeru.
Totéz bylo provedeno s nanocasticemi HA o stejnych koncentracich ¢astic v polymerni
matrici. Pfipravené roztoky byly charakterizovany, zvlaknény a materidly opét

charakterizovany. Vybrané vzorky byly testovany pomoci in vitro testu.

—
PCL | pfiprava roztoku
PCL e N homogenizace
i i | hydroxyapatit

H3COOH|
HCOOH

Charakterizace roztokii
« elektricka vodivost
« dynamicka viskozita

Charakterizace materiali
« skenovaci elektronova mikroskopie
« priméry vldken
* smacivost
« povrchova energie

In vitro testovani materiali
» cytotoxicita
o meéfeniabsorbance pfi 450 nm
« proliferace a adheze
o metabolicky test
o fluorescen¢ni mikroskopie
o skenovaci elektronova
mikroskopie

Obrazek 25: Zobrazeni krokii experimentdlni casti. Vytvoreno v Biorender.com
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3.1 Ptiprava a charakterizace polymernich roztoki

Pro pfipravu polymernich roztokt byl zvolen polykaprolakton (PCL) o molekulové
hmotnosti Mn 80 000 (440744, Sigma-Aldrich). Jako rozpoustédlovy systém
polykaprolaktonu byla zvolena smés slozena z kyseliny octové (20000-11000, Penta),
kyseliny mravenci (19930-11000, Penta) a acetonu (10060—11000, Penta) v pomé&ru 1:1:1
na zakladé vysledka studie Sivana a kolektivu (2022). Byly pfipraveny celkem Ctyfi
roztoky o koncentraci 6; 8; 10 a 12 %hm. PCL, které byly promichavany pomoci
magnetického michaciho zafizeni (M2-D, Chromservis) po dobu 24 hodin, nasledné

doslo k jejich zvlaknovani.

3.1.1. Dynamicka viskozita
Pomoci reometru (HAAKE RotoVisco 1, Thermo Scientific) byla méfena dynamicka
viskozita () roztokd prostfednictvim softwaru (HAAKE RheoWin Data). Méfeni
probihalo pfi pouziti paralelnich desek. Na statickou desku v dolni ¢asti bylo davkovano
0,2 ml roztoku, rotujici deska, priléhajici na statickou shora, se pohybovala konstantné
rychlosti 1500 otacek za sekundu. Méfeni probihalo po dobu 30 sekund. Pro kazdy vzorek
bylo métfeni provedeno ttikrat. V tabulce 3 se nachazeji vysledné hodnoty ve formé

aritmeticky primeér + smérodatna odchylka.

Tabulka 3: Priimérné hodnoty a smérodatné odchylky viskozity danych roztokii

koncentrace PCL v roztoku [hm.%] 1 £ SD [Pas]
6 0,0372 £ 0,0046
3 0,0800 + 0,0058
10 0,2499 + 0,0231
12 0,4027 + 0,0324

Jak ukazuji nameéfené hodnoty, platilo, ze ¢im vyS§i byla koncentrace
polykaprolaktonu v polymernim roztoku, tim se hodnota dynamické viskozity postupné
mirn€ zvySovala, coz souvisi s vétSi koncentraci polymernich fetézct v roztoku. Ty

kladou odpor vici teCeni, tedy zvySuji viskozitu.

Graf 1 predstavuje grafické zobrazeni zavislosti dynamické viskozity na hmotnostni
koncentraci polykaprolaktonu v polymernim roztoku. V grafu jsou uvedeny hodnoty
dynamické viskozity v Pascalsekundach v zavislosti na jednotlivych hmotnostnich

koncentracich PCL a smérodatné odchylky téchto hodnot.
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Graf 1: Zavislost dynamické viskozity na hmotnostni koncentraci polykaprolaktonu
3.2.Zvlakiovani polymernich roztoki a charakterizace vytvoienych

vrstev
Polymerni roztoky byly po 24 hodinach od ptipravy zvlaknovany a vytvorené vrstvy

byly nasledné analyzovany.

3.2.1. Vyroba vldkennych vrstev

Pro zvlakinovani byla vyuzita technologie vyuzivajici stiidavého napéti, ktera
umoziuje tvorbu vlaken bez nutnosti elektricky aktivniho kolektoru. Konkrétné bylo
zvlakniovani provedeno pomoci pieplavovaci tyCové elektrody s kuzelovou hlavou.
Polymerni roztok se nachézel v reagencni lahvi a pomoci zavitii na zavedené ty¢i v lahvi
byl precerpavan smérem k pieplavovaci elektrodé. Byly zvoleny ¢tyfi koncentrace PCL,
z toho duvodu, ze viskozita daného roztoku ovliviiuje vuli mezi $nekem a tyCkou, tedy
pokud je koncentrace roztoku pfili§ nizkd, nedochézi k piecerpani roztoku k elektrode
a neni mozné roztok zvlaknit za pouziti pfislusné aparatury. Na obrdzku 26 je zndzornéno
schéma zvlaknovaciho zafizeni, a také prufez tyCkou se Snekem pro Cerpani roztoku

vzhuru k preplavovaci elektrodé.
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Obrazek 26: Schéma zvldkinovaciho zarizeni pomoci stridavého elektrického napéti a prirez
tyckou. 1 — magnetickda pumpa, 2 — Snekové cerpadlo se zdsobou roztoku, 3 — preplavovaci
elektroda, 4 — tvorici se vidkna ve vidkenné viecce, 5 — rotujici kolektor s vidkennou vrstvou.
Prevzato z: (Jirkovec 2021)

Na hranach elektrody vznikala vlakna, ktera byla unasena elektrickym vétrem.
Zachytavana byla na kolektor, rotujici valec, pokryty polypropylenovou spunbond
netkanou textilii. Jeho rychlost otaceni byla 20 m/min. Teplota vzduchu v laboratofi
predstavovala 21 °C, relativni vlhkost vzduchu 30 %. Zafizeni pracovalo pod efektnim

napétim 36 kV a pfi frekvenci 50 Hz.

Pii zvlaknovani 6%hm. roztoku PCL nedoSlo kjeho wvytlaCeni cCerpadlem

k pteplavovaci elektrodé vzhledem k nizké viskozité roztoku, roztok zvlaknén nebyl.

Roztok o hm. koncentraci 8 % jiz zvlaknén byl. Pusobenim elektrického napéti
dochézelo ke tvorbé vlaken na hranach preplavovaci elektrody a tvorici se vlakna se
formovala do vlakenné vleCky, ktera se vSak v prubéhu procesu trhala a byla slaba.

I navzdory tomu byla vyrobena z makroskopického hlediska homogenni vlakenna vrstva.

10%hm. roztok PCL byl rovnéz zvlaknén. Tvofici se vladkenna vlecka byla v porovnani
s vleCkou predchoziho procesu hustsi. Vldkna ve vlecce byla viditelnéjsi, mohutné;si

a vysledna vrstva se jevila rovnéz homogenné.

PCL o koncentraci 12 %hm. tvofil béhem zvlakinovani provazovitou vlecku. Vysledna
vlakenna vrstva byla nesoumérna vlivem nerovnomeérného rozprostieni vlaken v §ifce
rotujicitho valce obaleného podkladovou textilii. Vytvofend vrstva byla po ukonceni
zvlaknovani mokra, coz u predchozich vzorkt nebylo shledano. Jednalo se o dusledek

nedostateCného odpareni rozpoustédlového systému ze zvlakinovaného roztoku.
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Na obrdzku 27 je mozné videt priblizny charakter tvoricich se vlakennych vrstev na

rotujicim valci, ktery byl vySe popsan.

L® ,
Obrazek 27: Zvidknovani roztokit o koncentraci PCL 8 hm.% (a), 10 hm.% (b), 12 hm.% (c)

3.2.2. Analyza vlakennych vrstev

V tabulce 4 jsou uvedeny zvlaknéné roztoky a nazvy vyslednych vrstev, které jsou

v textu dale pouzivany.

Tabulka 4: Oznaceni zvidknénych materidlii

koncentrace PCL v roztoku [hm.%] nazev materialu
8 PCL 8%
10 PCL_10%
12 PCL_12%

Za pomoci elektronového rastrovaciho mikroskopu (TESCAN VEGA 3, SB Easy
Probe) byly potizeny snimky zvlaknénych vrstev. Nejprve doslo k pripravé vzorki, kdy
byla odstfihnuta ¢ast vrstvy, nalepena oboustrannou lepici paskou na tercik a vlozena do
napraSovacky (Quorum Q150R ES, Quorum Technologies), kde doslo k jejimu pozlaceni
vrstvou 10 nm kvuli zvy$eni elektrické vodivosti. Po vlozZeni vzorkd do elektronového
mikroskopu byl odCerpan vzduch. Pouzité napéti pro urychleni proudu elektronti bylo
10 kV. Snimky vyslednych zvlaknénych vrstev byly pofizeny pii zvétSenich 10 000x,
5000x, 2500%, 1000x, 500x, 100x pro moznost zji§téni mikroskopického pohledu vrstev.

Jak je mozné vidét na obrdzku 28, vysledné vrstvy se liSily svou strukturou. Zatimco
u materiald PCL 8% aPCL 12% byly patmé defekty ve vytvorenych vlaknech,
vykazovala vrstva vzorku PCL 10% ve srovnani s ostatnimi strukturu bez téchto

defektnich Casti.
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Obrazek 28: SEM snimky pro vzorky PCL 8% (a) , PCL 10% (b), PCL 12% (c),

zvétSeni 2500x, méritko 20 um

Pomoci softwaru ImageJ (NIH, Bethesda) bylo provedeno stanoveni prameéru vlaken
za pomoci snimku ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) o velikosti zvétSeni
2500x. Bylo méfeno 300 hodnot od kazdého materialu. Vysledky jsou zobrazeny pomoci
histogramu a ve formé primérnych hodnot + smérodatna odchylka priméra vlaken ve

vysledné vrstvé materialu.

Graf 2 zobrazuje Cetnost zastoupeni jednotlivych pruméra vlaken ve vrstvé vzorku

PCL 8%.
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Graf 2: Histogram distribuce priiméru viaken vrstvy vzorku PCL 8%
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Graf 3 zobrazuje Cetnost zastoupeni jednotlivych pruméra vlaken ve vrstvé vzorku

PCL 10%.
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Graf 3: Histogram distribuce priiméri viaken vrstvy vzorku PCL 10%

Graf 4 zobrazuje Cetnost zastoupeni jednotlivych pruméra vlaken ve vrstvé vzorku

PCL 12%.
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Graf'4: Histogram distribuce priiméri viaken vrstvy vzorku PCL 12%

V tabulce 5 jsou uvedeny praméry vlaken se smérodatnou odchylkou danych vzorkt
zvlaknénych vrstev. Vrstva vzorku PCL_12% c¢itala vysoky podil nanovlaken, konkrétné

ttida (0,280 um; 0,480 pm> vykazovala nejvyssi Cetnost, avSak pfi zohlednéni morfologie
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ziskané prostfednictvim SEM vykazovala velké mnozstvi defektti. Vzorek PCL_8% m¢l
nejvyssi zastoupeni primérti v rozmezi (1,026 um; 1,226 um>, tedy submikronovych
vlaken. Vzorek PCL 10% se vramci prumérd vlaken pohyboval spiSe v oblasti
mikrovlaken, o cemz svédcCi vysoky pocet zastoupeni v ramci tfidy zahrnujici vlakna vétsi
jak 4 pm. Nejvétsi zastoupeni bylo v ramci rozsaht (1,214 um; 1,414 um>, avsSak

1 v ramci tohoto vzorku byla zastoupena nanovlakna.

Tabulka 5: Prumeéry vidken zvlaknénych materidlil

material pruméry vlaken [um]
PCL_8% 1,448 + 1,381
PCL_10% 1,847 + 1,769
PCL_12% 1,104 + 1,095

Na zakladé prubéhu zvlaknovani, mikroskopické struktury a distribuce pruméra
vlaken ve vzorcich byl pro nasledujici tvorbu kompozitnich vrstev zvolen roztok

s obsahem 10 hm.% PCL.

3.3 Priprava a charakterizace modifikovanych polymernich roztoki
s tHA
Bylo pfipraveno celkem pét kompozitnich polymernich roztokt, které se vzajemné

lisily koncentraci hydroxyapatitovych mikro¢astic (WHA). Koncentrace ptHA vzhledem
k hmotnosti suSiny polymeru v jednotlivych vzorcich byla 5; 10; 15; 20 a 30 %.

Po pifidani pHA do polymerniho roztoku byla disperze promichavana pomoci
magnetického michadla na michacce s ohfevem (MR Hei — Tec, Heidolph) pii 400
otackach za minutu pfi teploté 30 °C po dobu 5 minut. Dale byla disperze vlozena do
sonikatoru (Q500 Sonicator, QSONICA), kde dochazelo pomoci ultrazvukovych vin
k rozbijeni Castic, aby doslo k jejich rovnomeémému rozptyleni v roztoku a snizila se
pravdépodobnost tvorby shlukd. Tento jev by mél vliv na strukturu, vlastnosti vlakennych
vrstev a rovnéz by byla ovlivnéna méteni dynamické viskozity €i elektrické vodivosti.
Celkem byly u kazdého kompozitniho roztoku provedeny 3 cykly, pfi amplitudé 35 % po
dobu 30 sekund pfi pulzech 30 sekund a 20 sekund pauza.

3.3.1. Dynamicka viskozita
Méteni dynamické viskozity (1) bylo provadéno na rotaCnim reometru typu

paralelnich desek (HAAKE RotoVisco 1, Thermo Scientific) za pomoci softwaru
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HAAKE RheoWin Data. Meéfeni viskozity probihalo pii konstantnich otackach
1500 otacek za sekundu po dobu 30 s. Bylo davkovéano 0,2 ml roztoku pomoci injekéni
stiikacky. Od kazdého roztoku byly provedeny tii méfeni. Pro ovéfeni, zda nedochazi
k odpatovani rozpoustédla, a tim 1 poklesu hodnoty viskozity bylo provedeno i méfeni

o délce 60 sekund. Neukazalo se, ze k tomuto jevu dochézelo.

Graf 5 ukazuje zévislost dynamické viskozity na koncentraci ptHA v polymernim
roztoku. Hodnoty viskozity jsou velmi blizké, mirné poklesy konkrétné u vzorka
s 10%hm. a 20 %hm. pHA nepfedstavuji kvili smérodatnym odchylkam vyznamnou
zmeénu, ktera je mirn€ patrna u roztoku s 30 %hm. pHA. V grafu je rovnéz zobrazena

hodnota pro 10%hm. roztok PCL, kde byla koncentrace ptHA nulova.
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Graf 5: Zavislost dynamické viskozity na hmotnostni koncentraci uHA v polymernim roztoku

3.3.2. Elektricka vodivost

Meéfeni (mérné) elektrické vodivosti (y) probihalo za pomoci méfici sondy (Eutech
Instruments NOC 510, Chromservis). Bylo zméfeno celkem pét hodnot od kazdého
vzorku. Zavislost elektrické vodivosti na koncentraci mikrocastic hydroxyapatitu je

zobrazena v grafi 6 spolecné se smérodatnymi odchylkami od primérnych hodnot.

V grafu je zobrazena i elektricka vodivost pro polymerni roztok bez ptidanych cCastic,
coz ukazuje, ze pfidanim castic doslo ke zvySeni vodivosti, nasledné doslo ke skokovému

rastu i pfi koncentraci 10 %hm. uHA. U zbyvajicich roztokti nebyly zmeény tak vyrazné.
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Graf 6: Zavislost mérné elektrické vodivosti na hmotnostni koncentraci uHA
3.4. Zvlakniovani polymernich roztokti s uHA a charakterizace vrstev

34.1. Vyroba vlakennych vrstev
Zvlaknovani probihalo pomoci technologie vyuzivajici stiidavé elektrické napéti (viz
kapitola 3.2.1.). Zvlakiiovano bylo pii teploté 26 °C a vlhkosti vzduchu 26 % na rotacni
buben s podkladovou spunbond netkanou textilii. Rychlost ota¢eni bubnu byla 20 m/s.
Pumpa, ktera vytlacovala roztok Snekem vzhiru k elektrodé udélovala 500 otacek za
minutu. Efektivni napéti bylo 38 kV. Pii téchto laboratornich podminkach doslo ke

zvlaknéni vSech roztokti obsahujici pHA.

Co se tyka samotného procesu zvlaknovani, vlakennd vleCka se netrhala, byla
rovnomérmne unasena elektrickym vétrem smérem ke kolektoru. S pfibyvajici koncentraci
hydroxyapatitovych ¢astic byla vysledna vrstva vizualn€ objemnéjsi. VSechny se jevily

makroskopicky jako homogenni struktury.

34.2. Analyza vlakennych vrstev

Tabulka 6 zobrazuje oznaceni ve vztahu ke koncentraci pHA, které je dale v textu

pouzivano.
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Tabulka 6: Oznaceni materialii o dané koncentraci mikrocastic hydroxyapatitu

koncentrace pHA [% hm. ze suSiny polymeru] oznaceni materialu
5 PCL_5%uHA
10 PCL_10%pHA
15 PCL_15%pHA
20 PCL_20%pHA
30 PCL _30%pHA

Prostrednictvim rastrovaciho elektronového mikroskopu (TESCAN VEGA 3, SB
Easy Probe) byly pofizeny snimky zvlaknénych vrstev kompozitnich roztoku
s mikrocasticemi hydroxyapatitu. Pfiprava vzorka zahrnovala napraseni deseti nanometry
zlata pomoci naprasovacky (Quorum Q150R ES, Quorum Technologies). Nasledné byly
vzorky vlozeny do mikroskopu. Pouzité napéti pro urychleni proudu elektront bylo
10 kV. Na obrdzku 29 jsou snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu jednotlivych
vzorkd. Je patrn€, ze se zvySujici se koncentraci se nachazely mikrocastice i mimo hmotu

vlakna. Sipky na obrazku ukazuji na pHA.

(c) PCL 10%uHA, (d) PCL 15%uHA, (e) PCL 20%uHA, () PCL 30%uHA; méitko 20 um
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Graf 11 zobrazuje pocetni zastoupeni prumeért vlaken v jednotlivych tfidach ve

vlakenné vrstvé vzorku PCL_30% pHA.
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Graf 11: Histogram distribuce prumeéri vidken vzorku PCL 30%uHA
V tabulce 7 jsou uvedeny primeéry vlaken se smérodatnou odchylkou danych
materiala. Jak vyplyva z uvedenych histogramu, nejvétsi poCetni zastoupeni vyrobenych
vrstev predstavovaly vlakna submikronova napfic vSemi vzorky pohybujici se priméry
v ramci 500-1000 nm. Z vyslednych primérnych hodnot vyplyva, ze s ptibyvajici

koncentraci Castic se primér vlaken mirné snizoval.

Tabulka 7: Pruméry a smérodatné odchylky kompozitnich vidkennych vrstev s uHA

material prumér + SD [um]
PCL_5%pHA 1,246 + 0,416
PCL_10%pHA 1,205 + 0,449
PCL_15%puHA 1,173 + 0,468
PCL_20%puHA 1,204 + 0,578
PCL_30%puHA 1,128 + 0,507

Kontaktni uhel byl méfen pomoci metody piisedlé kapky za pomoci zafizeni See
System E od firmy Advex Instruments. U kazdého vzorku bylo provedeno 16 méfeni, ze
kterych byl nasledné ziskéan tthel smaceni. Pouzitym roztokem byla destilovana voda, kdy
bylo pomoci mikropipety davkovano 8 ul. Dale byla z naméfenych kontaktnich uhl na
zakladé Kwock-Neumannova modelu pomoci softwaru SeeSystem 7.6. vypocitana

povrchova energie jednotlivych vzorki.
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V tabulce 8 se nachazi vysledné kontaktni uhly a hodnoty povrchové energie
zvlaknénych vrstev. Vysledné vrstvy vykazovaly hydrofobni chovani, a i s narustajici
koncentraci hydroxyapatitovych castic nedoslo k vyrazné zméné povrchového chovani.

Pfi zvazeni odchylek méfeni nebyly vysledky od sebe takika odlisné.

Tabulka 8: Kontakini uihly a povrchova energie vyrobenych materidlii

material kontaktni uhel = SD [°] povrchova energie [mJ/m?]
PCL_10% 129 + 4 8
PCL_5%pHA 128 +£9 9
PCL_10%pHA 131 +5 8
PCL_15%pHA 127+ 6 9
PCL _20%pHA 132 +5 7
PCL _30%pHA 124 £ 8 10

Na zakladé naméfenych hodnot kontaktnich Ghld byla stanovena hypotéza, ktera
predpokladala vliv struktury (drsnosti) povrchu vlakenné vrstvy na hodnotu kontaktniho
uhlu. Pro verifikaci této hypotézy bylo provedeno nejprve slisovani vyrobenych vrstev na
laboratornim lisu (HVL 15.2, Pracovni stroje Teplice spol. s.r.0.) pfi lisovaci sile 70 kN
po dobu 3 sekund a pokojové teploté a nasledovalo opétovné zméfeni kontaktnich uhla.
Tloustka vrstev pred a po slisovani byla zméfena pomoci digitalniho tloustkoméru
s plochymi méficimi keramickymi plochami o pfesnosti = 5 um (INSIZE, INSIZE Czech
s.r.0.) pro dokumentaci slisovani povrchu. Celkem bylo proméfeno 5 mist na vlakenné

vrstvé a dale vypocten aritmeticky prumér a smérodatna odchylka, vysledky jsou

zobrazeny v grafu 12.
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Graf 12: Tloustky slisovanych a neslisovanych vrstev jednotlivych vzorkii vidkennych vrstev
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V tabulace 9 se nachazi hodnoty kontaktnich uhlt a povrchovych energii pro slisované
vzorky. Chovani téchto vzorkd bylo v porovnani s neslisovanymi vzorky odlisné.
U vzorkd s vysokymi smérodatnymi odchylkami dochazelo k velkym vykyvim
smacivosti, konkrétné PCL_5%puHA, PCL_10%uHA a PCL_15%uHA.

Obecné lze fici, ze slisovanim vrstvy doslo ke zméné struktury povrchu, ¢imz doslo
1 k mirnému snizeni kontaktniho uhlu. Byla tim potvrzena hypotéza, ze drsnost povrchu
vldkenné vrstvy méla vliv na smacivost. AvSak iu slisovanych vrstev byla velka
variabilita v zavislosti na testovaném misté vrstvy. Povrchové vlastnosti ani v tomto
ptipadé nebyly rovnomérné, v urcitych mistech dochézelo ke smaceni tzn. kontaktni thel
niz§i nez 90°, ale jednalo se pouze o urcita mista ve vzorcich, coz je divodem takto
velkych smérodatnych odchylek od primémého kontaktniho Ghlu pfi téchto méfenich,
viz tabulka 9. Kontaktni thel je kromé struktury povrchu, respektive jeho drsnosti rovnéz
ovliviiovan jeho chemickym slozenim. V tomto pfipad€ je nutné vzit v vahu, ze se
nejednalo o modifikaci povrchu, ale ¢astice byly dispergovany v polymernim roztoku. Na
zakladé studie od Jirkovce a kolektivu (2021a) bylo zjisténo, ze hydrofobni polymer PCL
zvlaknény prostfednictvim stfidavého elektrického zvldkriovani ma hydrofobni chovani
ive formé vlakenné vrstvy, avSak jeho zvlaknéni prostfednictvim stejnosmérného
elektrického zvlaknovani je utvorena vlakenna vrstva hydrofilni povahy, kdy pouzitou

technologii dojde ke zmén¢ konformace.

Tabulka 9: Kontaktni ithel a povrchova energie lisovanych vrstev

material kontaktni tihel + SD [°] povrchova energie [mJ/m?]
PCL_10% 119+3 13
PCL_5%pHA 115 £29 15
PCL_10%pHA 94 + 32 26
PCL_15%pHA 110 £+ 28 18
PCL_20%pHA 121 £9 8
PCL_30%pHA 123 + 12 11

Graf 13 shrnuje situaci kontaktnich uhli pro lisované a nelisované vrstvy.
U slisovanych vrstev vzorka PCL_5%uHA, PCL_10%pHA a PCL_15%uHA dochazelo
k vysoké variabilité hodnot kontaktnich uhlt, avSak i s nartstajici koncentraci pHA se

jednalo o hydrofobni povrchy, viz obrdazky 30-32.

60



0[°]

PCL_10% PCL_5%pHA PCL10%pHA PCL_15%pHA PCL_20%pHA PCL_30%pHA

nelisované vrstvy  Blisované vrstvy

Graf 13: Porovndni kontaktnich uhlit nelisovanych a lisovanych vrstev

Obrazek 31: Variabilita kontaktnich uhli lisovaného vzorku PCL 10%uHA
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Obrazek 32: Variabilita kontaktnich uhli lisovaného vzorku PCL 15%uHA

3.5 Priprava a charakterizace modifikovanych polymernich roztoki

s nHA

Bylo pripraveno pét kompozitnich polymernich roztokii o hmotnostni koncentraci
nanocastic hydroxyapatitu (nHA) ze suSiny polymeru 5; 10; 15; 20 a 30 %. Po pridani
castic do polymerniho roztoku byl vyuzit sonikator (Q500 Sonicator, QSONICA) pro

dosazeni homogenizace.

3.5.1. Dynamicka viskozita

Meéfeni dynamické viskozity () bylo provadéno na rotanim reometru
(HAAKE RotoVisco 1, Thermo Scientific), pro métfeni bylo vyuzito metody paralelnich
desek. Méteni viskozity probihalo pfi konstantnich otackach 1500 otacek za sekundu po
dobu 30 sekund. Bylo davkovano 0,2 ml roztoku na statickou desku. Od kazdého roztoku
byly provedeny tfi méteni. V grafi 14 je mozné vidét primérné hodnoty viskozity pro
jednotlivé roztoky kompozitnich vzorkt s nanocasticemi a 10%hm. roztok PCL. Na ose
X je zobrazena koncentrace hydroxyapatitovych castic ve hmotnostnich procentech, osa
y nese hodnotu dynamické viskozity v Pascalsekundach. Hodnota viskozity se pfidanim
5 %hm. ¢astic do polymerniho roztoku zvysila, dalsi pfidavky anorganickych castic
nevykazovaly exponencionalni narist dynamické viskozity, ale hodnoty jsou konkrétné
u 20%hm. a 30%hm. koncentraci ¢astic nizsi, avSak pfi zvazeni smérodatnych odchylek

se nejedna o vyrazny pokles.
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Graf 14: Zavislost dynamické viskozity na hmotnosini koncentraci nanocastic hydroxyapatitu
3.5.2. Elektricka vodivost

Meéteni (mérné) elektrické vodivosti (y) probihalo za pomoci méfici sondy (Eutech
Instruments NOC 510, Chromservis). Na zakladé péti zméfenych hodnot byl stanoven
aritmeticky pramér a smérodatna odchylka. V grafu 15 jsou vysledné hodnoty zobrazeny
graficky, osa x predstavuje koncentraci nHA v hmotnostnich procentech a na ose y se
nachazi mérna elektricka vodivost. Pfidani hydroxyapatitovych ¢astic zapficinilo zvyseni
vodivosti, ale jednotlivé koncentrace pfidanych castic jiz nevykazovaly smérodatné

rozdily této veliciny.
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Graf'15: Zavislost mérné elektrické vodivosti na hmotnostni koncentraci nHA
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3.6.Zvlakiovani polymernich roztoki s nHA a charakterizace vrstev

3.6.1. Vyroba vlakennych vrstev
Kompozitni roztoky byly zvlaknovany stiidavym zvlakfiovanim pomoci pieplavovaci
elektrody pfti teploté 22,9 °C a relativni vlhkosti vzduchu 35 %. Zvlékinovano bylo na
rotujici valec se spunbond textilii. Efektivni napéti dosahovalo hodnoty 34,4 kV. Za téchto
podminek doslo ke zvlaknéni vSech pfipravenych roztoki. Vlakenna vlecka byla vSak
slaba, misty trhana, dochazelo k jejimu preruSovani. U vzorku PCL_15%nHA tento jev
byl nejvyraznéjsi. Vysledkem vSak byly v makroskopickém pojeti homogenni vldkenné

vrstvy od vS§ech kompozitnich roztokt s nHA.

3.6.2. Analyza vlakennych vrstev
V tabulce 10 jsou uvedeny oznaCeni vytvofenych materialti, na které je v textu

odkazovano.

Tabulka 10: Oznaceni materialu o dané koncentraci nanocastic hydroxyapatitu

koncentrace nHA [% hm. ze suSiny polymeru] oznaceni materialu
5 PCL_5%nHA
10 PCL_10%nHA
15 PCL_15%nHA
20 PCL_20%nHA
30 PCL _30%nHA

Prostrednictvim rastrovaciho elektronového mikroskopu (TESCAN VEGA 3, SB Easy
Probe) byly nasnimany jednotlivé vlakenné vrstvy vzorkt. Vrstvy byly nejprve pozlaceny
v naprasSovacce (Quorum Q150R ES, Quorum Technologies) a nasledné vlozeny do
mikroskopu. Katoda, ze které se uvoliiovaly elektrony byla vystavena napéti 10 kV. Na
obrazku 33 je mozné vidét strukturu vrstev jednotlivych vzorkd. Sipkami jsou oznagena

nektera mista, kde se nanocastice nachazely.
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Obrazek 33: SEM snimky vzorkit PCL 5%nHA (a), PCL 10%nHA (b), PCL 15%nHA (c),
PCL 20%nHA (d), PCL 30%nHA (e)

Na zakladé potizenych snimki z elektronového mikroskopu byly meéfeny praméry
vlaken danych vrstev pomoci softwaru ImageJ (NIH, Bethesda). Bylo méfeno 300 hodnot
z kazdé vrstvy. Vysledky jsou zobrazeny prostiednictvim histogramu a ve tvaru pramérna

hodnota + smérodatna odchylka.
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vlakenné vrstvé vzorku PCL 10%nHA.
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Graf 19 predstavuje po
vlakenné vrstvé vzorku PCL 20%nHA.
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Graf 20 predstavuje pocetni zastoupeni prumeért vlaken v jednotlivych tfidach ve
vlakenné vrstvé vzorku PCL_30%nHA.
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Graf 20: Histogram distribuce pruméri vidken vrstvy vzorku PCL 30%nHA
V tabulce 11 se nachazi zobrazeni prumeéru vlaken danych vzorkli se smérodatnou
odchylkou. V porovnani s priméry materiald s mikrocasticemi byla vytvorena vlakna
o menSich primérech, coz znaci vliv velikosti ¢astic na velikost priméri vlaken. Avsak
napfi¢ materialy s nanocasticemi nebyly v ramci pramérnych hodnot velké rozdily.

Jednalo se o nanovlakna a vlakna submikronovych rozméru.

Tabulka 11: Priméry a smérodatné odchylky kompozitnich vidkennych vrstev s nHA

material prumér + SD [um]
PCL_5%nHA 1,101 + 0,541
PCL_10%nHA 1,102 + 0,631
PCL_15%nHA 1,182 + 0,492
PCL_20%nHA 0,951 + 0,504
PCL_30%nHA 1,075 + 0,601

Kontaktni uhly byly meéfeny pomoci zafizeni See System E (Advex Instruments).
Depozice kapky byla provadéna ruén€¢ pomoci mikropipety, kdy bylo davkovano 8 ul
destilované vody. Pomoci kamery byla kapka na povrchu vzorku vyfocena, 16 kapek na
kazdém vzorku. Nasledné bylo z fotek pomoci oznaceni tii bodd, a to vrcholu kapky

amist styku kapky s povrchem, vytvofen model kapky a vypocitan kontaktni uhel.
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Z vyslednych hodnot byla na zakladé Kwok-Neumannova modelu vypocitana rovnéz

povrchova energie.

V tabulce 12 jsou zobrazeny kontaktni uhly a povrchové energie jednotlivych vrstev.
I v tomto piipadé kontaktni uhel s naristajici koncentraci nanocastic hydroxyapatitu ve
vzorku neklesal, respektive vrstva byla hydrofobni a nebyly zaznamenany odlisnosti mezi
témito vzorky, kdy kapky po depozici na vrstvé setrvaly a nebyl znatelny rozdil mezi
materialy v ramci tohoto chovani. Z toho divodu byly vzorky slisovany jako u vrstev

s mikroc¢asticemi pro zjisténi vlivu struktury povrchu na namétrené hodnoty.

Tabulka 12: Kontaktni ithly a povrchova energie vrstev vyrobenych matericlii

material kontaktni uhel = SD [°] povrchovi energie [mJ/m?]
PCL_5%nHA 123 £ 10 11
PCL_10%nHA 116 + 12 14
PCL_15%nHA 123 + 8 11
PCL_20%nHA 119 £7 13
PCL_30%nHA 118 £ 6 13

Pomoci lisu (HVL 15.2, Pracovni stroje Teplice spol. s.r.0.) pti sile 70 kN po dobu tfi
sekund a pokojové teploté doslo ke slisovani vzorki a opétovnému zméteni kontaktnich
uhli. Pro dokumentaci byla zméfena tloustka vrstev za vyuziti digitalniho tloustkoméru
s plochymi méficimi keramickymi plochami o ptresnosti + 5 um (INSIZE, INSIZE Czech
s.r.0.). Celkem bylo proméfeno 5 mist na vlakenné vrstvé a dale vypocten aritmeticky

prumér a smeérodatna odchylka, vysledky jsou graficky zobrazeny v grafu 21.
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Graf 21: Tloustky slisovanych a neslisovanych vrstev jednotlivych vzorkii vidkennych vrstev
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V tabulce 13 jsou zobrazeny hodnoty kontaktnich uhli a povrchovych energii
slisovanych vrstev. Zménou struktury povrchu po slisovani doslo ke zméné hodnot
smacecich uhli, avsak i presto se jednalo o hydrofobni povrchy. U vzorku PCL_10%nHA

dochéazelo misty k dobrému smaceni, viz obrazek 34.

Tabulka 13: Kontaktni 1thly a povrchové energie slisovanych vrstev s nHA

material kontaktni uhel = SD [°] povrchova energie [mJ/m?]
PCL_5%nHA 119 £ 15 13
PCL_10%nHA 106 £+ 13 19
PCL_15%nHA 111 £ 18 17
PCL_20%nHA 121 + 11 12
PCL_30%nHA 114 £ 13 15

Obrazek 34: Variabilita kontaktnich iihlit na lisovaném vzorku PCL 10%nHA

Graf 22 zobrazuje hodnoty kontaktnich thla nelisovanych a lisovanych vrstev vzorku
s nanoCasticemi hydroxyapatitu. Velikost uhli lisovanych a nelisovanych vrstev se
vzhledem ke smérodatnym odchylkam neodliSuji, coz naznacuje, ze struktura povrchu
neni stézejnim faktorem povrchového chovani vzhledem k jeho smacivosti a vliv bude

mit pfedevsim chemické slozeni povrchu.
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Graf 22: Kontakini uhly nelisovanych a slisovanych vrstev s nanocdsticemi hydroxyapatitu
3.7. Biologické testovani in vitro

Pro biologické testovani cytotoxicity, proliferace a bunéné adheze byly vybrany
zvlaknéné vzorky PCL 10%, PCL 5%pHA, PCL 15%pHA, PCL 30%uHA,
PCL 5%nHA, PCL _15%nHA a PCL 30%nHA. Z divodu omezené kapacity pro
testovani materiald byly vybrany pouze tyto materidly. Vzorek bez modifikace
hydroxyapatitem byl vybran pro mozné porovnani, zda hydroxyapatit mél vliv na
proliferaci. Déle bylo také zkouméano, zda velikost Castic a jejich koncentrace ovlivnila

chovani bunééné linie lidskych osteoblasti z osteosarkomu MG-63.

3.7.1. Cytotoxicita extrakti vybranych materiali
Testovani probihalo na zakladé normy CSN EN ISO 10993-5 Biologické hodnoceni

zdravotnickych prostiedka Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro.

Ptiprava pro testovani zahrnovala sterilizaci vzorki o hmotnosti 100 mg ulozenych
ve zkumavkach typu Falkon. Pfipravené vzorky byly sterilizovany pomoci ethylenoxidu
ve sterilizatoru (Aprolene, Andersen Products Inc.) a nasledné odvétrany po dobu dvou
tydna.

Bunécéna linie MG-63 lidskych osteoblasti byla kultivovana v inkubatoru (Sartorius)
pii 37 °C a 5% obsahu COz v kompletnim médiu sestavajiciho z minimalniho
esencialniho média dle Eagla (MEM, Capricorn Scientific), dalsi slozky pfedstavovaly
1%o0bj. pyruvat sodny (Capricorn Scientific), 1%o0bj. antibiotika (penicilin, streptomycin,

amphotericin B, Capricorn Scientific) a 10%obj. fetalni bovinni sérum (FBS, Biosera).

72



Pii dosazeni konfluence (porostlosti plochy plastiku) 70-80 % dochazelo k pasazovani
bunék neboli jejich nafedéni pro umoznéni jejich ristu. Pasazovani spocivalo v odsati
stavajiciho média, oplachnuti bunck fosfatovym pufrem (PBS, Capricorn Scientific).
Nasledovalo uvolnéni adherovanych bunék od kultiva¢niho povrchu za vyuziti traviciho
enzymu §tépiciho peptidové vazby, trypsinu (Biosera). Po jeho aplikaci byla kultivacni
lahev umisténa do inkubétoru po dobu dvou minut. Po nésledné kontrole pod optickym
mikroskopem byla patrna zména tvaru bunek z rozvétveného multipolarniho tvaru na
kulovity. Po resuspendaci nasledovalo odebrani bunécné suspenze do zkumavky typu

Falkon.

Dal§im krokem bylo stanoveni poctu zivych bunék v ramci bunécné suspenze pomoci
automatického pocitace bunek Luna (Logos Biosystems). Nejprve bylo odebrano 10 pl
bunééné suspenze do mikrozkumavky Eppendorf, ke které bylo ptfidano 10 pl trypanové
modfi. Smés byla promichana a néasledné napipetovana do desticky pro automaticky
pocitaé bunék. V piislusné smési bylo zji§téno 6,9 - 10° bunék/ml. Do jamkové kultivacni
desticky byla nasledné napipetovana bun&éna suspenze v koncentraci 10* bunék/jamku,
doslo tedy k nafedéni bunécné suspenze kompletnim médiem a aplikovani bunécné

suspenze do jamek kultivacni desky. Byla vyuzita pasaz Cislo 16.

Pro testovani cytotoxicity byly pfipravovany vyluhy z jednotlivych materialt, kdy ke
sterilizovanym vzorkim (100 mg) bylo ptfidano 10 ml kompletniho média a po dobu 24
hodin byly louhované v tfepacce (N-Biotek) pii1 37 °C a 60 otackach/minutu. Soucasné
bylo do zkumavky odebrano kompletni médium, které bylo ponechano v tentyz

podminkach pro nésledujici praci s kontrolami.

Po 24 hodinach bylo v 96 jamkové destiCce odsato médium, namisto kterého bylo
napipetovano 100 pl pfipravenych extrakti z jednotlivych vyrobenych vzorki. Rovnéz
byla vytvorena negativni kontrola (NC), kam bylo po odsati stavajiciho média pridano

nové kompletni médium MEM.

Dale byla soucasti testu cytotoxicity pozitivni kontrola (PC), kdy po odsati média byl
do jednotlivych jamek pfidan 0,1%o0bj. roztok Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich) v MEM.
Triton X-100, jakozto povrchové aktivni latka zapficiniuje bunécnou smrt poSkozenim

cytoplazmatické membrany. Nasledovala kultivace po dobu 24 hodin.

Po uplynuti inkubacéni doby bylo odsato z jednotlivych jamek médium i s pfislusnymi

kompartmenty a bylo pipetovano 100 pl 10%obj. roztoku CCK-8 v kompletnim médiu
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MEM do kazdé jamky. Ptidany roztok obsahoval monotetrazoliovou sul WST-8, ktera
byla redukovana bunénymi dehydrogendzami na formazan oranzové barvy. Po
3 hodinach inkubace pfi teploté 37 °C a 5% obsahu CO; v atmosféfe inkubatoru byla
pomoci spektrofotometru (Spark, TECAN) a pfislusného softwaru SparkControl
(TECAN) vyhodnocena absorbance WST-8 pfi referencni vinové délce 450 nm.

Na obrdazku 35 je mozné vidét jamkové desticky, kdy v fadcich, kde byly buriky
ptitomné doslo k viditelné zméné barvy z rizového aplikovaného 10%o0bj. roztoku CCK-
8 v MEM na oranzovy formazan. Je patrné, ze v ramci radku pro pozitivni kontrolu (PC)
barva roztoku CCK-8 barvu z pavodni razové na oranzovou nezménila. Znamena to, ze
nedoslo k redukci tetrazoliové soli z divodu nepfitomnosti bunék v téchto jamkach
vlivem jejich usmrceni pomoci surfaktantu. Hodnoceni vychazi z Lambert-Beerova
zakona, ktery udava pfimou uméru mezi absorbanci a koncentraci latky (v tomto ptipade
oranzového formazanu). Koncentrace formazanu se tak vaze k metabolické aktivité

buneék.

NC
PCL_15%uHA [l

PCL_30%nHA
PCL_30%uHA f

7Ob rc’tzek

Negativni kontrola v ramci meéfeni slouzila jako prostredi, kde na buiky neplsobily
zadné destruktivni faktory. Naproti tomu pozitivni kontrola zastavala funkei piipadu, kdy
dochazelo k usmrceni bunék. Pro negativni, pozitivni kontrolu a rovnéz vyluhy materialt
bylo testovani provedeno dvanactkrat. Prostfednictvim optického mikroskopu bylo
rovnéz kontrolovano, zda se buriky v pfitomnych jamkach nachazeji, tedy zda experiment
probiha s ohledem ke kontrolam dle pozadavkd. V ramci vyhodnocovani byla
zivotaschopnost kultivovanych bunék udavana v procentech a vyjadrfovala, kolika
procenti zivotaschopnost bunék byla po kultivaci v extraktu, pfi¢emz za 100% viabilitu

byla povazovana negativni kontrola (tedy kompletni MEM s burikami).

Hodnoty zivotaschopnosti bunék pohybujici se nad 70 % predstavuji dobry vysledek
vypovidajici o netoxicité piipravenych vyluhil pro nasazené buiky podle pouzité normy
ISO 10993-5.
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V grafu 23 jsou zobrazeny vysledky tohoto testovani pro zvolené vzorky, pozitivni
(PC) a negativni (NC) kontrolu. Pro kazdy vzorek bylo provedeno dvanact opakovani.
V grafu jsou znazornéné prumérné hodnoty a smérodatné odchylky. Vystupy ukazaly, ze
u vSech zkoumanych materialt byla pifekonana hranice 70 %, ktera zaruCuje netoxi¢nost
uvolniovanych substanci z materialu pro buné¢nou linii lidskych osteoblastit MG-63. Coz
je velmi dulezité, jelikoZz pro vyrobu té€chto vlakennych vrstev byla vyuzita toxicka
rozpoustédla a ptipadna rezidua by mohla mit pravé cytotoxické vlastnosti. V grafu jsou
rovnéz zobrazeny hodnoty NC, jakozto 100% viability a PC, kde byly buriky poruseny

prostfednictvim surfaktantu, tudiz hodnota viability se pohybuje v ramci nizsich desitek

procent.
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Graf 23: Zobrazeni viability bunécné linie lidskych osteoblastit MG-63 po inkubaci v extraktech
prislusnych materidlii; NC (negativni kontrola), PC (pozitivni kontrola)

3.7.2. Bunécna adheze a proliferace

Priprava materiala pro test adheze a proliferace zahrnovala vyraZeni vlakennych
vrstev do tvaru jamek 24 jamkové kultivaéni desticky, které byly dale zatizeny pomoci
sklenénych krouzka. Nasledovala sterilizace ethylenoxidem ve sterilizatoru (Aprolene,

Andersen Products Inc.) a odvétravani.

Od kazdého vzorku bylo pfipraveno 5 preparati. Tii byly vyuzity pro hodnoceni
metabolické aktivity pomoci CCK-8, dal§imi metodami hodnoceni byly fluorescencni
a skenovaci elektronova mikroskopie, kdy bylo vyuzito po jednom vzorku pro kazdou
formu mikroskopie. Vysledky byly sledovany prvni, sedmy a ¢trnacty den po nasazeni

bunék na materialy. Konkrétné se jednalo o koncentraci 10* bunék/jamku.
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I v tomto ptipadé bylo pracovano s buné¢nou linii MG-63. Kultivace bunék probihala
v kompletnim médiu MEM obsahujici 10%o0bj. FBS, 1%o0bj. pyruvat sodny a 1%obj.
antibiotika (jako v kapitole 3.7.1.). Adherované buiky na dné kultivacni lahve byly
podrobeny trypsinizaci a resuspendaci, kdy trypsin umoznil uvolnéni adherovanych
bunék a naslednym pridanim kompletniho MEM byla vytvorena bunééné suspenze. Z té
byl nésledné stanoven pocet bun€k v 1 ml bunétné suspenze pomoci automatického
pocitace (bylo popsano v kapitole 3.7.1.). Vysledek ptedstavoval 1,165 - 10° bun&k/ml.

V ramci tohoto experimentu se pracovalo s pasazi Cislo 18.

Na pfipravené vzorky ve 24jamkové destiCce byly nasazeny osteoblasty
o koncentraci 10* buné&k/jamku, kdy k materialim bylo pipetovano 1 ml bunécné
suspenze. Rovnéz byly pfipraveny kontroly. Jednalo se o kontrolu obsahujici ptislusny
material s médiem, dale byla do prazdnych jamek s krouzky nasazena pouze bunécna
suspenze, coz bylo oznaCovano za bunécnou kontrolu, ktera slouzila pro vizualni kontrolu
optickym mikroskopem béhem provadéni experimentu. Nasledovala kultivace

v inkubatoru po dobu 24 hodin.

Pro testovani metabolické aktivity bylo vyuzito CCK-8 vyuzivajictho WST-8

tetrazoliové soli, ktera je redukovana dehydrogenazami na oranzovy formazan.

Nejprve doslo k odsati média od materiald a kontrol. Nasledovala aplikace 1 ml
10%o0bj. CCK-8 v MEM. Po tfihodinové inkubaci pii 37 °C a 5% obsahu CO2 byl
redukovany formazan od pfisluSnych materialt a kontrol o objemu 100 pl pipetovan do
96 jamkové desticky. Pomoci spektrofotometru byla nasledné zméfena absorbance pfi

vlnové délce 450 nm.

Graf 24 zobrazuje metabolickou aktivitu bunék po 1.; 7. a 14. dnu od nasazeni na
ptislusnych materiadlech. Na ose y se nachéazi bezrozmérna veli¢ina absorbance, ktera je
pfimo umeérna koncentraci oranzového formazanu dle Lambert-Beerova zédkona. Po
prvnim dnu byla patrna nizka metabolicka aktivita, kterd byla dana pomérné brzkou
dobou testovani od nasazeni bun¢k na materialy, jelikoz MG-63 maji dobu déleni delsi
jak 24 hodin, tudiz je pochopitelné, Ze se jedna o takto nizké hodnoty absorbance, které
se pohybuji okolo stejnych hodnot u vSech vzorka. Po dvou tydnech kultivace bunék na
materialech bylo patrné, ze doslo k proliferaci osteoblastli v ramci vSech vzorka. Je
mozné pozorovat, ze materidly modifikované s hydroxyapatitovymi c¢asticemi

disponovaly vyssi absorbanci v porovnani s PCL _10%. Rovnéz je patrny rozdil mezi
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materialy s pHa a nHA, u kterych je mira metabolické aktivity po dvoutydenni kultivaci
VySsi.
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Graf 24: Metabolicka aktivita MG-63 nasazenych na materialy 1.;7. a 14. den

K hodnoceni proliferace bylo vyuzito také fluorescencni a elektronové skenovaci

mikroskopie (SEM).

V ramci pripravy vzorka pro fluorescencni mikroskopii byly nasazené bunky na
materialech, respektive bunécnd jadra a aktinova filamenta cytoskeletu barvena
fluorescen¢nimi barvivy. Bunécna jadra byla barvena modie pomoci roztoku barviva 4',6-
diamidin-2-fenylindol (DAPI, Sigma Aldrich) nafedéného 1:1000 v PBS a aktinova
vlakna zelené pomoci barviva phalloidin-fluorescein-5-isothiokyanat (FITC, Sigma
Aldrich) nafedéného 1:1000 v permeabilizaénim roztoku. Permeabilizacni roztok
obsahoval 0,1%o0bj. roztok Tritonu-X-100 a 0,01 g bovinniho sérového albuminu (BSA,
VWR Chemicals) v PBS.

Nejprve byly vzorky (1 od kazdého materialu) proplachnuty pomoci PBS. Nasledné
byly materidly presunuty do nové 24 jamkové kultivaéni desky, kde byly buiiky na
materialech fixovany po dobu 15 minut pfi 5 °C pomoci 2,5%o0bj. glutaraldehydu (Sigma
Aldrich). Po uplynulé dobé& byly materialy proplachnuty PBS a doslo k permeabilizaci
bunééné membrany, coz ma za nasledek zvySeni pruniku nasledné aplikovanych barviv
skrz cytoplazmatickou membranu smérem do intracelularniho prostoru pomoci
permeabiliza¢niho roztoku, ktery byl inkubovan po dobu 5 minut. Vzorky byly dale
proplachnuty PBS. Posléze byl aplikovan barvici roztok phalloidin-FITC, ktery pusobil

po dobu 5 minut bez pfistupu svétla. Barvivo bylo poté odsato, materialy proplachnuty
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PBS, ktery byl opét odsan. Dale byl pfidan roztok DAPI, nasledovala inkubace ve tmé
5 minut. Po uplynuti doby pasobeni byl roztok odsat, nakonec byl proveden proplach PBS
ana zaver bylo k takto pfipravenym vzorkiim napipetovano do jamek PBS a desticka byla

zabalena do alobalu.

Nasledné bylo pfistoupeno ke snimani pomoci fluorescencniho mikroskopu (Nikon
Eclipse-Ti-E, Nikon Imaging) za vyuziti softwaru NIS-Elements. Na obrdzku 36 se
nachazi zobrazeni stavu béhem 1.; 7. a 14. testovaciho dne od nasazeni bunék na
materialy, kdy modie jsou zobrazena bunécna jadra a zelen¢ mikrofilamenta cytoskeletu
bunék. Je patrné, Ze prvni testovaci den byl povrch materiala nevyrazné osidlen. Sedmy
testovaci den uz bylo zna¢né, ze doslo k proliferaci bunék na vSech materialech. Po dvou

tydnech se na povrsich materialt formovala téméf plné konfluentni vrstva bunék.
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Obrazek 36: Snimky z fluorescencniho mikroskopu o zvétseni 20x. Modre barvend bunécna

jadra (DAPI), zelené barvend aktinova vidkna cytoskeletu (phalloidin-FITC),; méritko 100 um
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Pro dokumentaci poétu bun&k na plose 1 mm? materialu v jednotlivych testovacich
dnech byly vyuzity snimky z fluorescen¢niho mikroskopu, konkrétné 10 snimkd od
kazdého materialu pii zvétSeni 10x pi1 pouziti filtru pro barvivo DAPI, které se navazalo
na nukleovou kyselinu v jadfe. Vyhodnoceni probihalo prostfednictvim softwaru
MATLab (MathWorks). Vysledky jsou zobrazeny prostfednictvim grafu 25. Pocet jader
se sdobou kultivace zvySoval na vSech materidlech. Je patrna neshoda s vysledky
metabolické aktivity prezentovanych v grafu 24, kde byla vyssi metabolicka aktivita
v ramci dvoutydenni kultivace zaznamenana u materialti s nanocasticemi. Zde je pocet
bunék na ploSe materidlu po dvoutydenni kultivaci srovnatelny s materialy
s mikro¢asticemi. Navic vzorek PCL 5%nHA vykazuje v tento testovaci den niz§im
poctem buné€k na prislu§né plose. To mize byt zptsobeno vybranim 10 nahodnych mist
na materialu, které byly pouzity pro vypocet bunéénych jader. Vysledky z metabolické
aktivity v prabéhu dvoutydenni kultivace bunék na materialech zohlediuji celkovou
bunécnou aktivitu, kdy doslo k redukci WST-8 dehydrogenazami bunck a odbéru
formazanu. AvsSak je mozné pozorovat, ze v ramci 7. testovaciho dne byl znacny rozdil

mezi poctem bunék na materialech s nano- a mikrocasticemi HA.
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Graf 25: Pocet bunék MG-63 na 1 mm’ materidlu 1.; 7. a 14. den

Rovnéz byla vyuzita skenovaci elektronova mikroskopie. Pfiprava vzorki spocivala
v odsati kultivaéniho média zjamkové desticky, kde byly prvné buiiky na materialy
nasazeny. Nasledovalo promyti materiald PBS, jeho odsati a vlozeni materiali do nové
24 jamkové kultivacni desti¢ky. Prvni krok spocival ve fixaci bun€k na materialu pomoci

2,5%0bj. glutaraldehydu (Sigma Aldrich). Nasledovalo vysouSeni prostfednictvim
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ethalonové fady tak, ze kazdych 5 minut byl k materialim pfidavan 60; 70; 80; 90; 96
a 100%o0bj. ethanol (Technisolv). Po dokonceni byly jednotlivé materialy suSeny na
parafilmu. Nasledoval standardni postup ptipravy materialu pro SEM zahrnujici nalepeni
na ter¢ik a napraSeni 10 nm zlata pro zvySeni elektrické vodivosti vzorku. Na obrdzcich
37 a 38 jsou zobrazeny materialy PCL_5%nHA a PCL_30%pHA po sedmi a Ctrnacti
dnech kultivace, kdy je vétsi pokryti materialu buikami v ramei delsi kultivacni doby.
Tyto materialy byly vybrany s ohledem na vysledky metabolické aktivity, kdy naméfena
absorbance dosahovala vyssich hodnot u materialti s nanocasticemi nez mikrocasticemi,

tudiz jsou zde zastupci obou skupin.

20 pm
e

30 =
AW, - \#

S0 wm

Obrazek 37: SEM snimky PCL 5%nHA po 7 (a) a 14 (b) dnech kultivace MG-63;
méritko 50 um, 20 um
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20 pm

Obrazek 38: SEM snimky PCL 30%uHA po 7 (a) a 14 (b) dnech kultivace MG-63;
méritko 50 um, 20 um
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4. Zavér

V ramci experimentalni Casti byly vyrobeny kompozitni materialy prostfednictvim
technologie stiidavého elektrického zvlaknovani. V prvotni fazi byla stanovena optimalni
koncentrace polykaprolaktonu v polymernim roztoku na 10 hm.%. Néasledovala pfiprava
modifikovanych polymernich roztokli hydroxyapatitovymi mikro- a nanocasticemi,
u kterych byla stanovovana elektricka vodivost a dynamicka viskozita. Konkrétné se
jednalo o koncentrace 5; 10; 15; 20 a 30 hm.% ¢astic z hmotnosti susiny polymeru. Pro
bunécnou adhezi jsou stézejni vlastnosti povrchu scaffoldi (smacivost, naboj, chemické
slozeni). U vytvorenych vlakennych materiald byl proto stanoven kontaktni uhel
a povrchova energie. Dale byl sledovan vliv drsnosti povrchu na smacivost. Soucasti
analyzy bylo rovnéz stanoveni priméri vlaken a obrazova analyza materialt
prostfednictvim elektronové mikroskopie. Nasledovalo biologické testovani vybranych

materialq.

Priméry vlaken u kompozitnich materialt obsahujici mikrocastice hydroxyapatitu se
pohybovaly v nejvétsim zastoupeni v rozmezi 500-1000 nm. Se zvySujici se koncentraci
Castic se prumér vlaken mimé snizoval. Kontaktni whly vyrobenych vrstev
s mikro¢asticemi se neodliSovaly od materidlu PCL 10%, ktery obsahoval pouze
hydrofobni polykaprolakton, nedoslo k vyrazné zmené€ vlastnosti pfidanim mikrocastic.
PCL _10% vykazoval kontaktni tthel 129 + 4° a povrchovou energii 8 mJ/m?, material
PCL 30%puHA disponoval smacecim uhlem o hodnoté 124 + 8° a povrchovou energii
10 J/m?. Nasledné bylo provedeno lisovani materiald, které zapiicinilo zménu drsnosti
povrchu. Po opétovném meéfeni kontaktnich uhlt a povrchové energie na slisovanych
materialech doslo ke zméné smacivosti. U vzorkd s hmotnostni koncentraci 5; 10 a 15
uHA bylo mozné pozorovat zménu ve smacivosti povrchu v urcitych ¢astech materialu.
Konkrétné u PCL_5%puHA doslo ke zméné z 128 £ 9° na 115 + 29°, PCL_10%pHA
z 131 £5°na94 + 32°aPCL_15%pHA z 127 £ 6° na 110 % 28°. Po slisovani doslo ke
snizeni kontaktniho uhlu, avSak na urCitych mistech, coz je pficinou vysokych
smérodatnych odchylek téchto thla. Stale se jednalo o hydrofobni vrstvy. U materialu
PCL_30%uHA byl kontaktni thel pred lisovanim 124 + 8° a po slisovani 123 £ 12°
V navaznosti na tyto vysledky je zfejmé, ze drsnost povrchu neméla stézejni vliv na
hodnoty smaceciho uhlu. Predpokladem je vliv chemického slozeni povrchu, nejednalo
se o upravu povrchu, ale modifikaci samotného roztoku, tudiz ¢astice byly rozmistény

nahodné v celém objemu.
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U materiald s nanocCasticemi se prumeéry vlaken od sebe navzajem vyrazné
neodlisovaly, jednalo se o nano- a submikronova vlakna. V porovnani s priméry vlaken
s mikrocasticemi byla vytvorena vlakna mensich priméri. Pro méfeni kontaktniho thlu
bylo rovnéz vyuzito metody piisedlé kapky. I u téchto materiald se uhel smaceni
s rostouci hmotnostni koncentraci nanocastic hydroxyapatitu vyznamné nesnizoval,
vrstvy byly hydrofobni. Z téchto divodu bylo pfistoupeno ke slisovani povrchu materialti
za ucelem zjisténi vlivu drsnosti materiali na rovnovazny kontaktni thel. Slisovanim byly
zménény hodnoty kontaktnich Ghli jednotlivych materialti, jednalo se ovSem stale
o hydrofobni povrchy. U vzorku PC_5%nHA doslo ke zméné z 123 + 10° na 119 & 15°,
PCL_15%nHA z 123 +8°na 111 £ 18°aPCL_30%nHA z 118 £ 6° na 114 £ 13°, tudiz
nevyznamné zmény smérem ke smeérodatnym odchylkam. Dle teoretického predpokladu
by povrch scaffoldu mél disponovat kontaktnim uhlem vyhybajici se hrani¢nim staviim
ptiliSné hydrofility a hydrofobity povrchu pro umoznéni adheze bunék k materialu.
V ramci literatury se za idealni hodnoty smaceciho uhlu povazuje rozmezi 40-70° (Al-
Azzam a Alazzam 2022), vyrobené materialy se vSak v tomto rozmezi nepohybovaly,
avSak 1 presto na vybranych materidlech podrobenych biologickému testovani adheze

k uchyceni bunék a jejich proliferaci doslo.

Interakce s bunécnou linii MG-63 lidskych osteoblastt byla konkrétné sledovana na
materidlech PCL_10%, PCL 5%pHA, PCL_15%uHA, PCL 30%uHA, PCL 5%nHA,
PCL_15%nHA a PCL_30%nHA. Nejprve byla zkoumana cytotoxicita t€chto materiald,
respektive jejich extraktd, které byly shledany jako netoxické pro tuto bunécnou linii dle

normy CSN EN ISO 10993-5.

Pro sledovéani bunécné adheze a proliferace bunééné linie MG-63 na netoxickych
materidlech byl vyuzit metabolicky test CCK-8, dale obrazova analyza v podobé
fluorescenéni a skenovaci elektronovd mikroskopie. Na materidly byly nasazeny
osteoblasty o koncentraci 10*buné&k/jamku. Po 1.; 7. a 14. dnu od nasazeni bunék na
materialy byla sledovana metabolicka aktivita bun€k pomoci spektrofotometru
umoziujicitho zachytit prostup elektromagnetického zareni o vlnové délce 450 nm
redukovanou monotetraziolovou soli WST-8 bunécnymi dehydrogendzami metabolicky
aktivnich bunék. Nameéfena absorbance byla pfimo umeérna koncentraci redukované
WST-8 na oranzovy formazan. Po prvnim dnu byla metabolické aktivita nizka, hodnoty
byly srovnatelné u viech materialt z divodu doby déleni MG-63 okolo 38 hodin (Sebek
2019). Po tydenni kultivaci byl patrny mirny nartst metabolické aktivity u vsech
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materiala. 14. testovaci den poskytl skokovy nartst absorbance, coz znacilo proliferaci
napfi¢ vSemi materialy. Materialy modifikované hydroxyapatitem vykazovaly vyssi
metabolickou aktivitu ve srovnani s PCL_10%. Pfi porovnani materiald s nano-
a mikroc¢asticemi byly hodnoty namérené absorbance v ramci 14. testovaciho dne vyssi

u materialti s nanocasticemi — PCL_5%nHA, PCL_15%nHA a PCL_30%nHA.

Jako podpurna metoda ziskanych vysledki z metabolické aktivity byla vyuzita také
obrazova analyza. Pomoci fluorescenéniho mikroskopu, byly snimany materialy
s fixovanymi a obarvenymi bunécnymi jadry a mikrofilamenty bunécného cytoskeletu
béhem testovacich dnd, které potvrdily vysledky metabolické aktivity ve smyslu
proliferace osteoblastl napifi¢ v§emi materialy. Rovnéz byl zjistovan pocet bunék na

1 mm?

materidlu v jednotlivych testovacich dnech, avSak ziskané hodnoty se zcela
neshodovaly s vysledky metabolické aktivity, coz mohlo byt ovlivnéno deformaci
materialu pfi manipulaci se vzorky a ndhodnym vybérem snimanych mist. AvSak i tato
data vykazuji trend ristu bun€k na materialech. Je zde rovnéz patrné, ze po tydenni
kultivaci se na materialech PCL_5%nHA a PCL_15%nHA nachazel vétsi pocet bunék na

pfislusné plose nez u ostatnich vzork.

Bylo zjisténo, ze i pies zvysujici se koncentraci hydroxyapatitovych castic se jednalo
o hydrofobni povrchy. Zménou drsnosti povrchu bylo ovéfeno, ze drsnost nema stézejni
vliv na vysledny kontaktni thel vrstev. Zkoumané materialy (PCL_10%, PCL_5%puHA,
PCL 15%pHA, PCL 30%uHA, PCL_5%nHA, PCL_15%nHA a PCL 30%nHA) byly
pro MG-63 netoxické. Pfi zkouméni metabolické aktivity na téchto materidlech
vykazovaly materialy s nHA a pHA po dvoutydenni kultivaci vy§§i metabolickou aktivitu
nez na PCL 10% bez hydroxyapatitu. V porovnani skupin materialu s nanocasticemi
a mikroCasticemi hydroxyapatitu byly vys$si hodnoty absorbance, tedy koncentrace
oranzového formazanu odpovidajictho metabolicky aktivnim buikdm vyS$si na

materialech s nanocasticemi — PCL_5%nHA, PCL_15%nHA a PCL_30%nHA.

Pti uvazeni zavislosti kontaktnich ahli a adheze a proliferace buné€k na materialech
byla na hydrofobnim povrchu materidlu PCL_5%nHA s kontaktnim thlem 123 + 10°
pozorovana adheze a proliferace bunék stejné tak jako na materialech PCL_15%nHA

(123 + 8°) a PCL_30%nHA (118 + 6°).

Uplatnéni by materidly mohly nalézt v ramci kostniho tkariového inzenyrstvi pro

regeneraci kostni tkan€. Vyrobeny scaffold, jehoz ukolem je imitovat mezibunécnou
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hmotu kostni tkané, je vyroben z polykaprolaktonu a hydroxyapatitovych nanocastic,
tudiz voln€ imituje kompozitni povahu nativni kostni tkané€, jejiz hlavni anorganickou

slozku predstavuje hydroxyapatit.

Nasledujici faze by zahrnovala vyrobu materiald PCL_5%nHA, PCL 15%nHA,

PCL_30%nHA v podobé objemng¢jsich vrstev, coz pouzita technologie vyroby umoziiuje.

Dalsi metody charakterizace by zohledriovaly porozitu materialti za vyuZziti metody
BET pro stanoveni mérného povrchu, kdy pfi méfeni dochéazi k navazani molekul plynu.
Zaznamenavana je adsorpCni izoterma, ze které je nasledn€ mozné vypocitat i objem port
a jejich rozlozeni. Dal§i moznosti predstavuji volbu rentgenové tomografie, piipadné

bublinkové metody.

Rovnéz by bylo vhodné sledovat chemické slozeni povrchu materialti, naptiklad
prostfednictvim infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci nebo pomoci

rentgenové fotoelektronové spektroskopie.

Co se biologického testovani tyCe, v ramci experimentalni Casti byla zkoumana
cytotoxicita a proliferace za vyuziti CCK-8. Jak u materialti s uHA, tak nHA a PCL_10%
by se mohla rovnéz zkoumat funkce osteoblasti smérem k aktivité alkalické fosfatazy
(ALP), jakozto enzymu ucastniciho se mineralizace kosti. Tento test je v ramci testovani
scaffoldi pro kostni tkanové inzenyrstvi vyuzivan a umoziuje hodnoceni osteogenni
bioaktivity materialu, tedy specifické funkce osteoblasti smérem k materialové analyze
vyrobenych vzorku, coz by poskytlo dalsi souvislosti pro zhodnoceni vhodnosti materialti

pro tuto aplikaci a jejich optimalizaci.
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