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ANOTACE

Tato prace se zabyva vyrobou tubularnich vzorkli z polykaprolaktonu pomoci
bezjehlového elektrostatického zvlaknovani a jejich naslednou charakterizaci. Do neddvna byla
vétSina 3D nanovlakennych netkanych textilii vyrabéna pomoci jehlového zvlaknovani.
Tvorbou nanovldkennych tubularnich vzorki se zabyva vice pracovist,, ale pfevazné pomoci
jehlového zvlakiovani. MozZnost vyroby téchto materidli na primyslovém zafizeni by
usnadnila jejich pfechod zvyzkumu a laboratorni vyroby do primyslovych podminek.
Vysledky této prace budou dale slouzit pro vyvoj téchto postupi a jejich zavedeni pro

priamyslovou vyrobu.

Kli¢ova slova

elektrostatické zvlakiovani, tkanové inZzenyrstvi, nanovlékna, polykaprolakton

ANNOTATION

This work deals with the production of tubular samples of polycaprolactone using
needle-free electrostatic spinning and their subsequent characterization. Until recently, most 3D
nanofiber nonwovens were produced by needle spinning. The creation of nanofibrous tubular
samples is dealt with by several workplaces, but mainly by needle spinning. The possibility of
producing these materials on industrial equipment would facilitate their transition from research
and laboratory production to industrial conditions. The results of this work will further serve

for the development of these processes and their implementation for industrial production.
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Vysvétleni pojmii

In vitro: Oznaceni prace v umélych podminkach naptiklad v laboratofi.

In vivo: Oznaceni prace v pfirozenych podminkach, v zivych organismech.

Scaffold: Nosi¢ neboli podplrna kostra, ktera pomaha rastu bunék, ¢i tkani.

Augmentacni material: Materidl vyuzivany jako vypln defektu.

Adheze: Ptilnuti bun¢k k povrchu je zajisténo ptitomnosti adhezivnich proteinti na povrchu
bunék.

Proliferace: Déleni bunék.

Diferenciace: Rozriznéni bunck, z nespecializovanych bunék (kmenovych) dochazi ke
specializaci na urcitou funkeci.

Kmenové buiiky: Nediferencované buiiky, které jsou schopny pfeménit se diferenciaci v
kterykoliv typ bunék.

Transplantace: Neboli prenos celého organu, ¢i jeho ¢asti nebo urcité tkané€. Z jednoho téla do
druhého, nebo z urcitého mista téla na jiné.

Progenitor: Piedek v piimé linii, biologicky rodova forma.

Implementace bunék: vlozeni bun¢k do daného materialu.

Extracelularni Matrix (ECM): Mezibunécna hmota.

Bioreaktor: Zatizeni simulujici ptirozené prostfedi vyskytu dané bunky. Jsou schopny velmi
vérné napodobit napiiklad prostiedi cévy pro kultivaci cévnich bungk.

Multipotentni buiiky: Buniky se schopnosti se proliferaci a diferenciaci zménit na jakékoliv
bunky, podle mista umisténi.

Pluripotentni buiiky: Buiky se schopnosti se zménit na rizné typy buné¢k v dané tkani,
napiiklad jednotlivé krevni bunky.

Biokompatibilita: Material nesmi byt toxicky a jeho pfitomnost v téle nesmi nijak negativné
ovlivilovat buniky. Po implementaci do organismu nesmi vyvolavat protizanétlivou reakci.
Biodegradabilita: Material se ¢asem v organismu rozlozi, ale produkty jeho degradace musi
byt té€Z biokompatibilni a netoxické pro organismus.

Augmentace: Vyplnéni poSkozenych mist, zvétSeni objemu.

Biomaterial: Material ureny pro styk s Zivou tkani, ma zajistit 1écbu a regeneraci.
Biopolymer: Polymer ptirodniho ptivodu.

Regenerativni medicina: Synonymum pro tkdnové inZenyrstvi.

Buiiky autologni: Buiiky, které jsou odebrany piimo z pacienta.
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Buiiky alogenni: Bunky, které jsou odebrany od darcti.

Buiiky xenogenni: Buiky, které jsou odebrany z jiného zivocisného druhu.

Kompozitni material: Materidl, ktery se skldda ze dvou a vice materidli s rozdilnymi
vlastnostmi, které dohromady déavaji vyslednému materialu vlastnosti, které nema sama o sob¢
z4dna z jeho samostatnych soucasti.

HEPA filtr: Typ filtru, ktery je schopny ze vzduchu s minimalné 99,97 % c¢innosti odstranit
castice o velikosti 300 nanometrti.

Autograft: Stép, ktery pochazi ze stejného jedince, je odebran z jiného mista téla.

Alostép: Stép odebrany od jedince stejného druhu, tedy od darce.

SF struktura: Struktura s obsahem kratkych vlaken podle HVI [%].

Bioresorbovatelnost: Organismus je schopen dany material nejen odbourat, ale také vstiebat
a vyuzit.

Cartridge: Soucast zatizeni Nanospider, kterd ptejizdi pfes pozadovanou délku zvlaknovaci
elektrody a nanési na ni polymerni roztok pro zvlakiovani.

PCL — polykaprolakton

PDX — plydioxanon

PLA — polymlécna kyselna

PGA — polyglykolova kyselina

PLGA — kopolymer polymlécné a polyglykoloveé kyseliny
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1 Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni jsou v Ceské republice nejéastéjsi piiéinou smrti, a to
témet v poloviné ptipadi. U Zen to je pfiblizné 50 % vSech tmrti a u muZzi je to kolem 42 %.
Pokud bychom porovnali vékové standardizovanou miru umrtnosti na kardiovaskularni
onemocnéni v Ceské republice s primérem zbytku Evropské unie, tak je v Cesku o 60 % vyssi,
nez je prumér Evropské unie (k roku 2014). AvSak i na celém svété jsou kardiovaskularni
onemocnéni jednou z nejcastéjSich pfic¢in smrti. Pficemz jenom na tzemi Evropy ro¢né zemie
kolem 4 milioni lidi na tato onemocnéni, a v Spojenych statech americkych se toto Cislo
pohybuje kolem 1 milionu obyvatel. [37]

Na rozdil od jinych typti onemocnéni Ize kardiovaskularnim onemocnénim v mnoha
pripadech predchazet, ¢i je pomérné ucinné 1€Cit. Jejich prevenci mize byt zdravejsi zivotni
styl a strava, ale v n¢kterych ptipadech prevence nestaci. Mnohdy jsou dispozice k témto
chorobam dédicné, nebo se objevi jako disledek prodélanych nemoci, ¢i Grazli. Avsak i toto 1ze
1€¢it, je-li takové onemocnéni objeveno véas, diky preventivnim lékatskym prohlidkam.

Lécba téchto onemocnéni miize zacinat u vhodné medikace na dany problém, ale
v pfipadech, kdy je onemocnéni objeveno pozdé nebo je pftilis§ rozsahlé, Ize tyto potize vyftesit
pomoci vhodnych cévnich implantati. Podrobny rozbor jednotlivych néhrad, jejich vyhod a
nevyhod je dale v této praci popsan.

Umgélé cévni nahrady jsou vétSinou vyrabény ze specialniho typu polyethylentereftalatu,
a to pfevazné textilnimi technologiemi jako napftiklad pleteni a tkani. DalS§i nejcastéjsi
technologii vyroby je extruze z polytetrafluoretylenu. VSechny takto vyrobené nihrady jsou
hojn€ vyuzivany, ale vSechny maji také stdle mnoho nedokonalosti v porovnani s nativnimi
cévami. Jednim z nejvétSich problémtl je, Ze 1 pies rozmanitou nabidku priimérti cévnich nahrad,
maji nabizené cévni ndhrady priméry od 7 mm vySe. To komplikuje lécbu nékterych
onemocnéni, kdy je pro lécbu potfeba maloprimérovd ndhrada. Tim se rozumi néhrada
s primérem pod 6 mm. V takovych ptipadech je 1éc¢ba stale odkazana na transplantaty.

Tyto maloprime€rové cévni nahrady vSak nemaji pfili§ velkou uspeéSnost pfi
transplantacich a nelze pokazdé vyuzivat autologni transplantaty, kterych neni vzdy dostatek
nebo nejsou ve vhodném stavu. Pro tyto potieby se tkané cévni nahrady prakticky nevyuZzivaji
a ani pletené cévni ndhrady zde nejsou ptilis Gspeésné. Pti takto malych pramérech
v nich €asto vznikaji sraZzeniny. Tyto srazeniny mohou nasledné ucpat cévu nebo se uvolnit dale

do krevniho fecisté a zptsobit infarkt nebo mrtvici.
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Ani v pripad¢ litych polytetraflourethylenovych cévnich nahrad neni vysokd uspésnost.
V jejich ptipad¢ dochazi k tvorbé zlomt, kdy je omezen krevni tok. Proto jsou stale snahy o
vyvoj novych postupii vyroby maloprimérovych cévnich ndhrad. Jednim z téchto vyvijenych
postupt je vyroba maloprimérovych cévnich nahrad pomoci elektrostatického zvlaknovani,
¢emuz se vénuje 1 tato prace.

V Ceské republice je vyvoj a vyroba nanovldken na vysoké trovni. Je to jedno z odvétvi
textilntho primyslu a vyvoje, které¢ vyzaduje specializovand zatizeni a persondl, a tudiz je
konkurence schopné oproti zahranici.

V soudasnosti se vétsina pramyslové vyrabénych nanovlakennych vrstev v Ceské
republice vyrabi pomoci zafizeni Nanospider. Toto zafizeni umoznuje vyrobu nanovldken
v pramyslovém métiku.

Z nanovlaken je vSak mozné vyrobit i 3D utvary, jako jsou tubulérni scaffoldy. Primér
téchto scaffoldii je zavisly na priméru zvldknovaciho kolektoru, a je tak mozné vyrabét tyto
tubularni scaffoldy i s priméry niz§imi nez 6 mm. Tyto scaffoldy by tak mohli mit v budoucnu
uplatnéni v mnoha odvétvich mediciny.

Struktura nanovldken je zaroven v mnoha ohledech podobna nékterym typlim tkani.
Diky tomu je tedy mozné v budoucnu takto vyrobené scaffoldy vice vyuzivat v tkdfiovém
inzenyrstvi. Jednim z hlavnich pozadavkut tkanového inzenyrstvi je vSak dostatecna dostupnost
vyrobenych scaffoldl. Jelikoz naptiklad jehlové zvldknovani je oproti zvldknovani ze struny
vyrazné pomalejsi, tak kritérium dostupnosti zcela nesplituje. Proto je snaha o vyvoj postupt a
zafizeni, které jsou schopny takovéto scaffoldy vyrabét i v primyslovém meéftitku. Takoveé
zafizeni je pravé Nanospider, v kterém je mozné po implementaci ptidavného zatizeni vyrabét
1 pravé zminéné 3D vzorky.

Cilem této bakalaiské prace je pfipravit nanovldkenné tubuldrni vzorky pomoci
elektrostatického zvlaknovani, pravé na zatfizeni Nanospider. A dale takto vyrobené vzorky
podrobit mechanickému testovani a charakterizovat je.

V teoretické cCasti je popsano tkdnové inZenyrstvi, principy elektrostatického
zvlaknovani a také zatizeni z jejichz pomoci byla provedena charakterizace vyrobenych vzorku.

V praktické ¢asti jsou pak podrobné sepsany a zpracovany vysledky z mechanického

testovani a charakterizace vzorka.

15



2 Teoreticka ¢ast

Tkanové inzenyrstvi je védni obor na pomezi biologie, mediciny, chemie, fyziky a
inzenyrstvi. Cilem tohoto nového védniho oboru je vyvoj materialli, které pomahaji regeneraci
poskozenych tkani. Tyto materidly napodobuji strukturu a vlastnosti ptivodni zivé tkane¢.
Scaffoldy slouzi k umélému vytvoreni pfirozeného prostfedi bunck. Scaffoldy musi byt
z vhodnych materidlii, které jsou biokompatibilni a biodegradabilni, jako je na ptiklad
Polykaprolakton (PCL). A samotné scaffoldy mizeme vyrobit mnoha zptsoby. V této praci

se budu prednostné vénovat vyrobé nanovlakennych scaffoldii elektrostatickym zvldknovanim.

2.1 Vymezeni oboru

Jako definici pro tento védni obor se maze pouZit: ,,Interdisciplinarni obor vyuzivajici
znalosti inzenyrstvi a prirodnich véd k vyvoji biologickych ndhrad slouzicich k obnove,
zachovani nebo zlepseni funkci tkani nebo organii* (Langer et Vacanti, 1993) [1]

Tkanové inzenyrstvi, jako védni obor vzniklo v roce 1988 a jedenim z hlavnich tkolt
tohoto oboru je vyvoj tzv. scaffoldl in vitro, které maji pomoci zajistit regeneraci poskozenych
tkani. Scaffold imituje pfirozené prostiedi bun€k, a tak napomahd jejich regeneraci. V
soucasnosti aplikace tkanového inZenyrstvi miize urychlit pfirozenou regeneraci poSkozenych
mist napiiklad u pacientli se sniZzenou schopnosti regenerace, mohou to byt naptiklad umeélé
cévy u pacientt s té¢zkym diabetem, kdy dochazi ke kornaténi cév.

Rozlisuji se tii zakladni typy 1écby, a to bunécna terapie, vyuZziti pouze samotnych
biomateridlli a tfeti metodou je pravé vyuzivani scaffoldli osazenych bunkami. VyuZziva se
napiiklad u 1écby poranéni kloubni chrupavky, protoZze samotné biomateridly bez bunék
nevytvofi mezibunéénou hmotu a samotné buiiky, které nejsou ni¢im drzeny, migruji pry¢ z

mista defektu. [1,2]
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Basic principles of Tissue engineering
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Obrazek 1: Schéma postupu v tkanlovém inzenyrstvi: 1. [zolace bunék, 2. Kultivace bunék, 3. Vyroba

scaffoldu, 4. Osazeni scaffoldu a nasledna kultivace, 5. Implantace [1]
2.2 Diivod vzniku oboru

Historicky vyvoj mediciny se da rozdélit do dvou obdobi. Do obdobi, kdy jedinym cilem
bylo zachranéni Zivota, a to bez ohledu na néaslednou kvalitu Zivota ¢i ndsledky zakroku. Dnes
jsme ve fazi, kdy se snazime o plnohodnotné nahrazeni ¢i opraveni poskozenych tkani, aby
kvalita Zivota pacienta byla pfinejmenSim srovnatelna s obdobim pied 1é¢bou, ne-li lepsi.

V soucasnosti je jednou z hojné vyuzivanych metod transplantace tkani. I zde vSak
narazime na fadu problémi, jako je tfeba nedostatek vhodnych darcti nebo odmitani implantatu
pacientem, kdy je nutné potlacovat imunitu pacienta, ktera by jinak implantat nepfijala. Imunitu
potla¢ujeme podavanim imunosupresiv, ale ty maji fadu vedlejSich Uc¢inki, kdy v ptipadé
potladeni imunity kvuli transplantaci je sice transplantat piijat, ale organismus je mnohem
nachylngjsi k infekcim ¢i virovym onemocnénim. Darcovské tkan€ maji také bohuzel kratsi
zivotnost. Snaha o vyfeSeni veSkerych téchto problémui vedla pravé ke vzniku tkénového
inZenyrstvi. To se snazi vyvijet materidly, které by organismus lépe piijimal, a to bez vySe
zminénych problémi. Tyto vyvijené materidly by do budoucna méli nahradit dnes pouZzivané
konvencni transplantace tkan€. Casto se pak v souvislosti s timto druhem 1é¢by
uziva pojmu regenerativni medicina. Ta je vSak spiSe spojena s pouzivanim kmenovych bunék

a progenitoru. [2]

17



2. 3 Sméry tkanového inZenyrstvi

Tkanové inZzenyrstvi se celkoveé zamétuje na regeneraci defektti tkani ¢i na transplantace
organil. Pfi regeneraci poskozené tkané musi dojit k dostatecnému namnozeni bun¢k, ale také
k tvorbé mezibunééné hmoty, jenz je nezbytnd pro bunécnou proliferaci a diferenciaci, tvori
ptirozeny scaffold.

Jeho hlavni postupy jsou v prvnim kroku izolace bun¢k z tkané€. Tyto izolované buiiky
je nutné namnozit, takze druhym krokem je navySeni poctu izolovanych bunék. Kdyz je
dostate¢ny pocet vhodnych bunék tak v tfetim kroku jsou in vitro implementovany do vhodného
materialu, naptiklad scaffoldu. Dale v ptipadé, Ze to vyzaduje typ 1é¢by nastava Ctvrty krok,
kde je dilezitd bunécna kultivace v scaffoldu, kdy dojde k dal$imu mnozeni bunék, ale hlavné
k tvorb¢ mezibunécné hmoty dané tkan¢. Poslednim krokem je pak implantace scaffoldu do
mista defektu.

Pro tkanové inzenyrstvi jsou tfi zdkladni prvky, které tvoii tkan, jsou to buky,

mezibunécna hmota a biologicky aktivni latky. [17, 18, 19]

2. 3. 1 Extracelularni matrix

Mezibunécna hmota takzvany extracelularni matrix (ECM), je produkovan samotnymi
bunikami, jenZ obklopuje a tvoii bariéru mezi riznymi tkdnémi. Kazdy typ bunék si tvoii svou
specifickou ECM podle jejich funkce. ECM je tvofena amorfni a vldknitou slozkou. Amorfni
slozka vaze vodu, je tuha a odolna viici tlaku. Je sloZzena hlavné z riznych disacharid a latek,
které pravé dobie vaZou vodu napiiklad kyselina hyaluronova nebo chondoitinsulfat. Vlaknita
sloZka zajiSt'uje mechanické vlastnosti ECM napftiklad taznost ¢i elasticitu. Je slozena pfevazné
kolagenem, jenz zajiStuje taznost. Nejvice zastoupenymi druhy u ¢loveka jsou kolagen 1 az II1.
Kolagen tvofi fibrily, které jsou déle tvofeny mikrofibrilami. Dalsi vlaknitou slozkou je elastin,

ktery zajiStuje pruznost tkané. [17, 18, 19]
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2. 3. 2 Buniky

Zakladnim faktorem pro vyuziti bunék v tkanovém inzenyrstvi je zajisténi jejich
dostatecného poctu. Bunky jsou nejprve izolovany, pak jsou charakterizovany a namnozeny.
Typ bunék, ktery bude slouzit pro danou aplikaci, se vybira podle jejich pfesného umisténi,
napiiklad pro 1écbu kiize se pouziji fibroblasty nebo pro chrupavku chondrocyty. Dalsi
moznosti je vyuziti kmenovych buné€k, které maji schopnost diferenciace a specializace v
zéavislosti na misté, kam jsou umistény, protoze se jedna bud’ o multipotentni nebo o

pluripotentni bunky. [17, 18, 19]

2. 3. 3 Bioaktivni latky

Pfi in vitro kultivaci bunék je nutné jejich rast a funkei na scaffoldu podpofit, a prave k
tomu slouzi bioaktivni latky a nejcastéji se pouzivaji cytokiny. Cytokiny jsou
,komunikacni“ proteiny, jedna se o velkou skupinu polypeptidi. Komunikuji tak, ze se navazi
na receptor bunky, a tak za¢nou kaskadu reakci. Cytokiny reguluji rust, jelikoz ovliviiuji
proliferaci a diferenciaci bunck, a tak zkrati ¢as bunécného vyvoje a tim i regeneraci tkané

(naptiklad skupina TGF = transforming growth factors). [17, 18, 19]

2.4 Cévy

Hlavnim tkolem cév je transport krve, se kterou jsou transportovany Ziviny, teplo a na
krev vazané plyny, dohromady je tak zajiStovéana celkova homeostaza organismu. Krev je ze
v priméru a déle se pak vétvi. Rozvétvuje se do tepen, dale do cév o mensim priméru az do
arteriol s primérem kolem 20 um. Na arterioly pfimo navazuje sit’ kapilar, kde dochazi
k diapedéze. Poté co cévy odevzdaji do organismu veskeré Ziviny a kyslik, navdzou na sebe
odpadni oxid uhlicity a dals§i produkty metabolismu. Kapilary ptfechdzi do venul (zilek) a ty

dale do zil, kde kvili nedostate¢nému tlaku jsou i1 chlopné zabranujici zpétnému toku krve.
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Diapedéza je prostup nejcastéji bilych krvinek skrz neporuSenou sténu kapilar do okolni
tkané. Tento proces je nezbytny pro imunitu, kterd je takto zajiStovana monocyty, ty projdou
do tkan¢, kde jsou schopni na zdkladé chemotaxe vyhledat a nasledné zneSkodnit vétSinu
patogent Ci cizich c¢astic.

Vsechny cévy jsou strukturdln€ velmi podobné. Jejich stény maji tii hlavni vrstvy, tunica
adventitia, tunica media a tunica intima. Rozdil mezi jednotlivymi cévami je v tloust’ce
jednotlivych vrstev podle tlaku v daném misté. Naptiklad v mistech s vyssim tlakem je tunica
media mnohem robustnéj$i a ma vic bun¢k hladké svaloviny a elastickych vlaken. [25]

Tunica intima je vnitini vrstvou cév, je tvofena endotelovymi bunikami, a pravé ty
vytvari vnitini povrch cév. Endotelové bunky jsou zpevnény vrstvou bazalni vrstvy, coz je
subendotelova velice tenka vrstva tvofend hlavné ECM a minimem bunék. Subendotelova
vrstva se sklada z fidkého kolagenniho vaziva a buiiky, které se v ni fidce vyskytuji, jsou buiiky
hladké svaloviny. Jeji ECM je prevaZzné slozena z kolagennich vladken a elastinovych vldken,
dale pak kyselinou hyaluronovou a proteoglykany. Sam endotel je homogenni vrstva plochych
polygonalnich bunék, které jsou protahlé ve sméru proudu krve v cévé a je bez Stérbin. Bunky
endotelu maji ploché jadro, a to je umisténo v centru bunky. Pravé ptes endotel je zajistovan
transport latek z cévy do okolni tkané a naopak. Sami buiiky endotelu maji pomérné dlouhou
zivotnost, ale maji zaroven slabou mitotickou aktivitu. Dalsi jejich schopnosti je
antitrombogenni Gcinek, ktery je nezbytny pro lidsky organismus, jinak by vznikajici srazeniny
zpusobovaly znacné komplikace a smrt. Tohoto U¢inku dosahuje zabranénim kontaktu mezi
subendotelovou tkani a trombocyty, spojovanim trombocytl, a tedy vzniku trombi.

Tunica media neboli prostfedni vrstva cévy je nejtlustsi vrstvou. Zajistuje témet veskeré
mechanické vlastnosti, které céva ma, jako je jeji pruznost nebo pevnost. Tunica media
pfevazné sestava z bun¢k hladké svaloviny a jeji ECM hlavné z elastinovych a kolagennich
vlaken, které zajiStuji jeji dobré mechanické vlastnosti. Kolagenni vlakna odpovidaji za pevnost
v tahu a elastinova vladkna zajiSt'uji pruznost cévy. Dale pak elastinova vlakna formuji v této
vrstvé cévy jemné sité, jejichZ otvory praveé prochazi ziviny, odpadni latky, leukocyty a dalsi
latky z krevniho fecisté¢ do tkdn€ a naopak. Tyto elastinové vrstvy se také mohou tvofit u
nekterych typl cév jako délici vrstva mezi tunica media a tunica adventitia, ktera je nazyvana
membrana elastica externa. A také délici vrstva mezi tunica media a tunica intima a ta je

nazyvana membrana elastica interna.
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Tunica adventitia je nejsvrchnéjsi vrstvou cévy. Sestava pievazné z kolagenniho vaziva,
a to zajist'uje jeji upevneéni do okolni tkané€ v organismu, dale ji tvoii fibroblasty, adipocyty a
velmi ziidka se zde vyskytuji 1 buiiky hladké svaloviny.
V jeji struktute celkove prevazuji kolagenni a elastinova vladkna, kterd jsou podéIn¢ uspoiadana.
U cév jejichz pramér je veétsi nez 1 mm, jsou ve jejich sténach vlastni cévy, které jsou nazyvany
vasa vasorum. Ty zaji§t'uji transport produktil metabolismu do tunica adventicie a tunica medie.
[28, 29, 30]

Pravé diky této prevazné vlaknité struktufe je znacna snaha o vytvoreni vlakenné cévni

nahrady, kterd by diky podobné vlaknité strukture mela lepsi vlastnosti nez napiiklad lité cévy.

2.4. 1 Cévni nahrady

Ukolem cévnich néhrad je nahrazeni &i opraveni poskozenych tisekil cév. Aviak ne vzdy
je mozné kompletné danou cévu nahradit kviili rozdilnym vlastnostem cév v danych mistech.
Cévni nahrady je mozné rozdélit na biologické a umélé. Biologické jsou tfi typy,
autotransplantat tedy nahrada odebrana z vlastniho organismu, alotransplantat je ndhrada
odebrana od stejného zivocisného druhu ale jiného jedince a xenotransplantét, coz je ndhrada
odebrana z jin¢ho Zivocisného druhu. Umélé se pak mohou rozdélit na porézni (textilni: pletené,
tkan€, netkané a netextilni lité) a neporézni (guma, uméld hmota) cévni ndhrady. [26]

Pokud jsou vyuzivany cévni transplantaty, nejcastéji se jedna o autotransplantaty, a to
kvali vétsi pravdépodobnosti, Ze bude ndhrada pfijata organismem. Pokud se poZivaji
autotransplantaty, rozliSuji se na tepenné a Zilni.

Tepenné autotransplantaty byly prvné pouZity jiz v roce 1896. Objevilo se, ze pokud je
St€p Setrné odebran a nasledné implantovan na nové misto, je jeho chovani srovnatelné
s pivodni cévou. Po urcitém obdobi dojde k zesileni Tunici intimy a nasledné¢ se sama
pfizplsobi novému prostiedi. Problém vSak nastava pfi ziskani potfebnych rozmérd, jelikoz
v ptipade¢, Ze se jedna o veétsi cévy, tak jsou nutné pro zdsobovani dané oblasti, a tudiz je nelze
bez disledki odebrat. DalSim problémem je, Ze vétSinou pokud je pfistupovano k cévni
transplantaci, je to kviili aterosklerotickému tepennému postiZeni, a to byva rozsifeno na cely
tepenny systém. Proto byvaji tepenné autotransplantaty nahrazovéany Zilnimi autotransplantaty.

Zilni autotransplantaty byly prvné pouzity jiz v roce 1951. Pro transplantaéni uéely se
nejvice pouzivaji dvé zily, vena saphema magna a vena saphema parva. A to proto, Ze obé zily

se vyskytuji v podkozni vrstvé, a tudiz jsou velmi dobte ptistupné.
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Pro transplantaci jsou odebirany jen zdravé zily nebo jejich useky. Po transplantaci dochazi
vlivem zmény tlaku v transplantatu k mechanickym a histologickym zménam, a to k adaptaci
na novy tlak zesilenim stén a k jejich rozsifeni. Jejich nespornou vyhodou je pfilnavost a
tvarovatelnost, coz usnadiiuje napojeni na ptivodni cévu a také jejich implantacni porozita je
nulova. Tento postup vSak ma i své nevyhody a to, ze asi jedna tietina nemocnych ma ob¢ tyto
zily tenké nebo jiz znehodnocené, tieba v disledku trombozy. Dal§imi problémy jsou
dlouhodoby maly pticny odpor proti vysokému tepennému tlaku, coz limituje pouzivani t€chto
Stépti pro nékteré oblasti a také dlouha ptiprava Stépu.

Z téchto diivodi jsou pomérné znacné snahy o vyvoj umélych cévnich ndhrad, které by
navic mohly byt pfipravovany ,,na miru“ k pouziti, a tak by vyfeSily veskeré vySe zminéné

problémy se stépy. [30]

Obrazek 2: lokace vena saphema magna a vena saphema parva [31]
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2. 4. 3 Velkopriimérové cévni nahrady

Velkoprimeérové cévni nahrady jsou vSechny s primérem vétSim jak 6 milimetrt. Jsou
v cévni chirurgii pozivané jiz fadu let. Je mozné je vyrobit tkanim, pletenim, ¢i netkanymi
technologiemi a také litim. Pouzivaji se vSechny varianty, avSak tkané cévni nédhrady jsou pro
své vlastnosti a vyrobitelnost na ustupu. U velkoprimérovych cévnich ndhradach je mensi
riziko trombogenicity, a i celkova operace je mnohem snazsi. Ale i zde je problém s zivotnosti
cévnich nahrad, které se pochybuje kolem 10 let. Operované misto je nachylné k rtiznym

vydutim nebo postupnému zuzovani cévy. [27]
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Tabulka 1: Porovnani konvenénich cévnich nahrad

Cévni nahrady Tkané Pletené Lité
Nejcastéjsi material
Teflonova vlakna Polyesterova vldkna PTFE pasta
Je mozné presné
odstupiiovat hustotu
Nedochazi k tfepeni Snadné vyroba,

tkaniny — jsou

minimalné prodysné a

konct a maji vyssi

podobna vyrobe

Vyhody taznost oproti tkanym. dutych vlaken.
nedochézi ke krvaceni
sténou.
V dusledku 5
) Spatna relaxace
konstrukce maji vyssi )
materialu po
ohybovou tuhost, .
) mechanickém
pokud neni uzita Vysoka poréznost.
poskozeni, pokud
Nevyhody ¢lunkova technologie

tfepi se okraje po

nedojde k uprave

o materialu.
ostrizeni.
Ptvodné krvi
Po vrstveni / pacienta, dnes /
kolagenem
V disledku vyssi
ohybové tuhosti je V disledku vysoké Po propichnuti
horsi poréznosti je nutno | nahrady pii Siti, pokud

Problémy pii

transplantaci

manipulovatelnost, po
ostfihu se tiepi
okraje— nelze

upravovat na sale dle

potieby.

vyrobené cévy po
vrstvovat, aby
nedochdzelo k priniku

krve skrz sténu cévy,

neni néjak upravena
dochazi po obnoveni
toku krve ke krvéceni

v okoli nité.
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2. 4. 2 Malopramérové cévni nahrady

Malopriimérové cévni ndhrady maji primér mensi nez 6 milimetri a témeéft se nevyrabi,
tudiz 1écba téchto casti cév je velice komplikovand. K pomérné velmi ¢astym chorobam patii
onemocnéni perifernich tepen. K 1é€b¢ téchto tisekti tepen se pouzivaji naptiklad nedegradabilni
syntetické PTFE nebo Dacron cévni nahrady. Pletené cévni nahrady se zde spiSe nepouzivaji,
jelikoz v mnoha ptipadech jsou pozadované rozméry na hrané bézné prumyslovée vyrobitelnych
preparati. VysSe zminéné ndhrady mohou poskytnout pacientovi asi 10 let Zivota bez
zavazng¢jSich komplikaci. Ale je zde pomérné vysoka nachylnost k trombogenicité. Pravé z
téchto ditvodd jsou v klinické praxi potfeba maloprimérové cévni nahrady, které budou
podporovat regeneraci tkan¢ a zaroven budou funkéni v delsim ¢asovém horizontu.

Jako alternativa k vySe zminénym materialim byly zkouSeny ptirodni materily, jako
kolagen, ¢i elastin, nebo fibrin, nebo také syntetické polymery ¢i decelurizované matrice. Avsak
zde byly problémy s komplikovanou vyrobou, tvorbou trombt, hyperplazii a imunitnim
odmitnutim. Pravé kvili témto potizim byl iniciovan vyzkum vyroby maloprimérovych
cévnich ndhrad z biodegradabilnich a biokompatibilnich materiald, jako je polykaprolakton.

[27]

2. 5 Scaffoldy

Scaffold je v obecném vyznamu struktura poskytujici podporu. V medicing je to
struktura slouZzici jako leSeni pro tvorbu tkané¢. Scaffold mize byt implantovan jako samostatny
material, coz se vyuziva napiiklad u nahrad cév. Nebo mtze byt osazen bunkami, zde mohou
byt dle potfeby podany rlstové faktory a také pro lepSi vyvoj bunék napodobeno ptirozené
prostiedi vytvarené tkané, coz zajisti bioreaktor. Po této in vitro kultivaci jsou hotové tkanové
nahrady implantovany na poSkozené misto. Tteti moZnosti je osazeni scaffoldu buiikami a jeho

okamzita implantace do mista poSkozeni a in vivo indukovana regenerace tkané.
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Kazdy scaffold, aby mohl byt bezpec¢né vyuzit, musi byt bikompatibilni a mit vhodné
mechanické vlastnosti pro dané pouziti a popiipadé miize byt i biodegradabilni. Aby mohl byt
komeréné dostupny, musi byt vyrobitelny a zpracovatelny. Bézné materidly vyuzivané v
tkanovém inZenyrstvi se daji rozdélit dle jejich ptivodu na tii skupiny: pfirodni materialy a jejich
modifikace, syntetické materidly a kompozity. Nebo se d€li podle jejich vlastnosti a vzhledu na
porézni scaffoldy, hydrogely, vlakenné a nevldknné scaffoldy.

Jako pfirodni materidly jsou naptiklad hojn€ vyuzivany kolagen ¢i substraty na bazi
alginatu nebo chitosanu. Tyto polymery jsou biologicky aktivni a podporuji bunécnou adhezi a
proliferaci. Dale jsou také biologicky plné rozlozitelné, ¢imz umozni buitkam vytvofit si vlastni
ECM. Avsak jejich mechanické vlastnosti a homogenita je oproti syntetickym materialim horsi,
v pfipad¢ chitosanu, kdy samotny chitosan je t¢Zko zvléknitelny a je nutné k nému ptidavat
polymer, ktery je dobfe zvlaknitelny a poslouzi jako nosi€ pro chitosan.

Pomezi mezi pfirodnim syntetickym scaffoldem tvoii keramika, ta je velmi tuha,
neelastickd a mé kiehky povrch. Je tvofena vétSinou hydroxyapatitem nebo tri-fosfore¢nanem
vapenatym a ma S$iroké vyuziti pro reparaci nemocnych ¢i poSkozenych ¢&asti
muskuloskeletarniho systému jako jsou kycle, kolena nebo zuby.

Syntetické materialy jsou naptiklad polykaprolakton (PCL), kyselina poly-L-mlécna,
polyethylenglykol nebo kyselina polyglykolova. Tyto latky maji dobré mechanické vlastnosti,
ale maji nizsi biologickou aktivitu a je zde riziko odmitnuti implantatu. Dalsi syntetické

materialy jsou uhlik, kiemik a kovy. [8, 4, 3, 2]

2. 5.1 Vlakenné scaffoldy

Vladkenné scaffoldy jsou vyrabény Casto z polymeri bez rozmérnych postrannich skupin.
Vlakna se vyrabi bud’ zvlaknénim z taveniny nebo z polymerniho roztoku. Pfi vyrobé se mohou
optimalizovat priméry vldken (mikro nebo nano). Naptiklad cévni nahrady se vyrabi vSemi
tremi zpusoby, kdy kazdy ma své vyhody a nevyhody. Pii zpracovani vlaken do ploSné textilie
se optimalizuje 1 hustota vldken v textilii a tim i1 porozita materialu, které je naptiklad pro cévni

nahrady kli¢ova. [15]
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2. 5. 2 Netkané textilie

Netkané textilie maji vétsi volny objem a lepsi povrch pro vyuziti v tkaniové inzenyrstvi
nez tkaniny a pleteniny. Netkané textilie jsou vétSinou izotropniho charakteru, coz znamena, ze
jejich vlastnosti jsou stejné ve vSech smérech, proto v ptipadé jejich aplikace neni nutné hlidat
smér polozeni materialu kvili mechanickym vlastnostem. Pti vyrob¢ netkanych textilii je nutné
zvolit vhodnou technologii vyroby v zavislosti na jejim vysledném pouziti, aby napiiklad
neobsahovala toxickéa pojiva ¢i rezidua toxickych rozpoustédel, uzitych pfi ptipravé roztoku
pro zvlaknovani.

V posledni dobé jsou velmi slibné scaffoldy z netkanych textilii z polyglykolové
kyseliny nebo polykaprolaktonu, které se daji vyuzit pro 1é¢bu vad a poskozeni chrupavky, cév
a srdecnich chlopni. Cévni ndhrada z netkané textilie mize byt vyrobena elektrostatickym

zvlaknovanim na tubularni kolektor. [15]

2. 5. 3 Tkaniny

Scaffoldy vyrobené tkanim vznikaji z minimalné¢ dvou na sebe kolmych soustav niti
(osnovni a utkové) a ty se navzajem kiizi ve vaznych bodech. Ve vaznych bodech v tkanin¢
dochézi k tfeni mezi nitémi, a to spolu s volbou vazby a typu ptize zvysuje vyslednou ohybovou
tuhost vysledné nahrady. Tkaniny jsou také pevnéj$i a umoZiuji vyrobu strukturné
orientovanych scaffoldi, coz se vyuzZiva v 1écbé€ nervové tkané. Pokud je vSak zvolena jina nez
¢lunkova technologie, tak dochézi k tfepeni okraji vyrobené tkaniny, coZ negativné ovlivituje
vlastnosti vyrobku. Velkou vyhodou naopak je moZznost pfesné zvolit vyslednou hustotu tkaniny
(tedy dostavou osnovnich a utkovych niti). To ve vysledku zajiStuje minimalni prodysSnost a
v pfipad¢é cévnich ndhrad to eliminuje krvaceni sténou nihrady. K vyrobé tkanych cévnich

nahrad se pak velmi hojn¢ pouzivaji teflonova vlakna. [15]
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2. 5. 4 Pleteniny

Pleteniny vznikaji navzajem propojenymi ocky a mohou byt zitazné ¢i osnovni.
V piipad€ zataznych pletenin je nejcastéji uzivanou zatazna oboulicni pletenina a v piipadé
osnovni pleteniny je nejpouzivanéjsi vazba trikot. Maji ptirozené diky své struktufe velmi dobré
mechanické vlastnosti, a to hlavné pruznost. Vysledna pletenina ma oproti tkanin¢ vysokou
porozitu, ale mensi tahovou pevnost. Kviili vysoké porozité je u cévnich ndhrad nutné vyrobené
cévy predsrazet pacientovou krvi, protoze jinak by v diisledku vysoké porozity doslo k prisaku
stén scaffoldu. Pravé pfedsraZzenim v pacientoveé krvi se doCasné€ porozita velmi snizi. Dnes je
tato technika nahrazovéna impregnaci vyrobené cévy kolagenem nebo jinou biokompatibilni
latkou, ktera docasné€ snizi porozitu. Nevyhodou je, Ze 1 pfi uziti pletacich stroji s velmi
jemnymi jehlami je porozita stdle velmi vysokd. To brani i naptiklad uchyceni bunék. A i
v pripad€ uchycenych bun¢k by vzdalenost mezi nimi byla natolik velka, Ze by nedokazaly mezi
sebou vytvorit vzajemné vazby, a tak by nedokazali utvofit svou vlastni ECM. Proto je nutné
pfed samotnym uzitim pleteniny povrchové upravit. Dalsi ipravy mohou byt pak vrapovani a
naneseni barevné vodici stopy, ta usnadiiuje orientaci béhem implantace jako je vidét na
obrazku 2. U pletenych scaffoldi se netfepi okraje a konce jako tomu je u tkanin. Jako material
pro vyrobu pletenych cévnich nahrad se nejcastéji pouziva polyester. DalSim vyuzitim v cévni

chirurgii mohou byt pletené stenty. [15,14,3]

Obrazek 3: Vrapovana pletena cévni nahrada z polyesterového monofilu [3]
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2. 5. 5 Mikro a nanovlakenné scaffoldy

Nano/mikro vlakenné scaffoldy jsou hybridni struktury slozené z mikrovlakenné slozky,
kteréd zajist'uje mechanické vlastnosti scaffoldu a nanovlakenné slozky, ta zajist'uje biologické
vlastnosti. Jednou z nejcastéjSich moznosti aplikace diky své struktufe je pojivova tkan u Slach
a vazl. Tyto tkané zajist'uji pohyb a stabilitu téla a jejich poskozeni muze zptusobovat velkou
bolest a znemoznit tak pohyb. Navic maji tyto tkan¢ nizky hojivy potencial. V soucasnosti se
pro rekonstrukci tkani Slach a vazl uzivaji autografty nebo alostépy. Pouzivani téchto nahrad
je pomérné uspesné, ale vyzaduji odbér neposkozené tkan¢ bud’ od pacienta nebo od darce,
kterym to plisobi zna¢nou bolest. Jelikoz tkan Slach a vazl je tvofena hlavné z kolagenu typu I
a ten sestava z vlaknitych svazkl byly navrzeny vlakenné scaffoldy. Nanovlakenny scaffold ma
velky pomér povrchu ku objemu, a to podporuje adhezi bunék. AvSak samotnad nanovlakenna
struktura neni dostate¢né pevna, aby nahradila tkané jako jsou §lachy ¢i vazy. Proto byla vyuzita
struktura, kterd obsahovala jak mikrovldkna, tak nanovldkna. Mikrovldkna zajiSt'uji
mechanické vlastnosti a nanovldkna svym velkym mérmnym povrchem ideélni prostfedi po
adhezi bungk.

Zhou a kolektiv se zabyvali zlepSenim soudrznosti mezi mikro a nano slozkou. Byl
navrzen postup vyroby, kdy nanovlakna z PEO (polyethylenoxid) byla nandSena na vlakna z PA
(polyamid) a tato struktura byla zakroucena pro lepsi soudrZznost mezi slozkami.

Z poznatkli z vySe uvedené prace byla navrZzena nova struktura. Tato hybridni
nano/mikro struktura sloZzena z SF pfize pro dobré mechanické vlastnosti a na ni
elektrostatickym zvlakniovanim nanesend vrstva nanovlaken z PCL (polykaprolakton), ktery ma
dobré biodegradabilni vlastnosti pro tuto aplikaci. PCL degraduje relativné pomalu, coz je zde
zédouci, aby byl dostatek ¢asu pro obnovu bunck, a hlavné ECM pojivé tkan€. Tato struktura
ma diky nano/mikro hybridni struktute

vhodné mechanické vlastnosti v tahu a je schopna zajistit vhodné prostiedi pro fibroblasty. [7]
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2. 5. 6 Vyroba mikro a nanovlakennych scaffoldi

Tyto néhrady se vyrabi elektrostatickym zvlaknovanim roztoku polymeru jako mize byt
PCL na povrch paralelnich SF pftizi. SF pfize je struktura s obsahem kratkych vlaken podle HVI
[%]. Povlaknéna SF ptize je za ucelem vyssi homogenity zakroucena. Povlaknéni probiha tak,
ze SF prize je jednosméerné vyrovnana a upevnéna s danou roztec¢i na dievénou konstrukei, ktera
je umisténa nad plochy kolektor. Néasledné jsou elektrostatickym zvlaknovanim, popsanym
vyse povlaknény. To zajisti povrstveni SF piize nanovldkny daného polymeru, viz obrazek 5.
Takto povrstvena pfize je poté rucné zakroucena. A findln€ je umisténa do suSarny napiiklad
pro PCL je to na teplotu 50 stupiiti Celsia na 30 minut. Pro kazdy polymer mohou byt podminky

jiné s ohledem ptechodové teploty materialu. [7]
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Obrazek 4: Proces elektrostatického zvlaknovani na SF pfizi, pro vyrobu mikro/nano scaffoldu [7]
2. 5.7 Vlastnosti mikro a nanovlakennych scaffoldii
Mikrovlédkenna slozka zajistuje v scaffoldu jeho mechanické vlastnosti, jako jsou
pevnost v tahu ¢i elasticita a odolnost proti mechanickému poSkozeni. Déle zajistuje

mechanickou integritu celého scaffoldu tedy stejné mechanické vlastnosti po celé plose

materialu.
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Spojeni mikro a nanovlakenné slozky je zafixovano zakrutem, pro vyssi homogenitu
mikro a nano slozek. Nanovldkenna slozka mé velky mérna povrch a svou strukturou velmi
vérné napodobuje prave strukturu tkdni s kolagenem. Kolagenni vlakna maji od 50 do 500
nanometrl coz jsou stejné rozmery jako maji vlakna v pfirozené tkani. Nano slozka svou
strukturou podporuje bunécnou adhezi tudiz zabranuje migraci implantovanych bun¢k,
napftiklad fibroblastl pry¢ z mista defektu, jako se to stavalo u jinych typd ndhrad. A diky
podpoie bunécné adheze i zajistuje podporu migrace bunék z neposkozenych mist do mista
defektu a jejich naslednou proliferaci na scaffoldu a tim i vyslednou regeneraci poskozené

tkanég. [7]

2. 5. 8 Nevlakenné scaffoldy

Nevlakenné scaffoldy se daji obecné dle struktury rozdélit na porézni a hydrogely.
Porézni scaffoldy ptfipominaji svou strukturou houbu a jejich vlastnosti jsou zavislé na jejich
hustoté, velikosti porti a materialu. Porovitost je urcujici faktor pro adhezi a migraci bunék po
scaffoldu a také pro transport Zivin a odpadii nebo pohyb nové vzniklé ECM. Hydrogely 1épe
napodobuji pfirozené prostfedi bunék pomahaji buitkam s transportem zivin a odpadt, ale maji
hor$i mechanické vlastnosti. Mezi nejcastéji vyuzivané polymery patii linearni alifatické estery
jako kyselina mlé¢nd a jeji kopolymery maji své vyhody a nevyhody a zélezi predev§im na
aplikaci. Pro cévni ndhrady se ¢asto pouzivaji lité scaffoldy, nebo pak lyofilizaty.

Lité cévni nahrady se vyrabi tak, Ze je nejprve piipravena z PTFE pasta a ta je dale
upravovana. Po téchto tpravach je protlacena ptes hubici. Ta uréuje vysledné rozméry nahrady
jako je primér. Jadro hubice pak urcuje tloustku stény scaffoldu. Tento vyrobeny meziprodukt
je zbaven alkoholu, ktery byl pouZit pfi vyrobé pasty. DalSim procesem je slinuti coZ je finalni
uprava. Vysledny scaffold ma porézni houbovitou strukturu. Nevyhodou je, ze pokud neni tato
nahrada déle upravovana dochdzi po implantaci ke krvaceni v misté€ stehu.

Lyofilizace je technologie vyuZivajici suSeni na principu sublimace. D& probiha pii
teploté a tlaku, které jsou pod trojnym bodem daného rozpoustédla. Po vysuseni je zanechéna
struktura, ktera mtze byt v piipad¢ tkani vyuzita jako scaffold. Jedna se totiz pouze o zbylou
ECM plvodni tkané, kterd mize byt znovu osazena novymi buiikami. Dale pak umoziuje
dlouhodobé uchovavani materialti biologického plivodu jako jsou krevni derivaty ¢i hormony.

[16, 6]
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2. 6 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatick¢é  zvldkinovani (v angli¢tiné  elektrospinning) je jednim
z nejpouzivanéjSich zptisob, kterym je mozné vyrobit nanovladkna. Touto technologii se vyrabi
nanovldkenné netkané textilie, které se mohou vyuzit v tkdnovém inzenyrstvi jako nahrada
ECM ¢i nalézaji vyuziti jako filtracni materialy.

Aby bylo vlakno povazovano za nanovldkno musi byt jeho priimér mensi nez jeden
mikrometr. Elektrostatickym zvldknovanim je mozné vyrobit vlakna, jejichz priméry jsou
v rozmezi od 50 do 900 nanometrti a v ptipad¢, Ze se zajisti ur¢ité podminky, je mozné vyrobit
1 vladkna o priméru kolem 20 nanometrt. ZaleZi hlavné na volbé idealniho polymeru a k nému
vhodného rozpoustédlového systému. Je vSak 1 mozné vyrabéet vldkna, ktera maji vEtsi priméry
a to od 1 mikrometru do 3 mikrometri.

Elektrostatické zvlaknovani je dnes mimo jiné vyuzivano k vyrobé vysoce ucinnych
filtrd, a to hlavné do prostiedich, kde je vyZzadovana vysoka mira Cistoty, jako jsou operacni
saly, vzduchova sani pro ventilaci laboratofi nebo ventilaéni systémy jadernych elektraren, kde
je vyuzivana ttida HEPA filtrti. Déle se vyrabi jako kompozitni materialy ¢i membrany.

Princip technologie elektrostatické zvlaknovani je samoorganizace roztoku polymeru za
pusobeni elektrostatického pole do tvaru vldken. Pro elektrostatické zvlaknovani jsou zapotiebi
2 elektrody, kdy jedna je nabita opaénym nabojem nez druhd, nebo jedna elektroda je nabité a
druhd uzemnéna. Polymer je nanédSen na elektrodu a po dosaZeni kritického napéti prekonaji
elektrické sily kapilarni sily v polymeru a pusobici gravitacni silu a ¢ast nanesené¢ho
polymerniho roztoku vylétne smérem k druhé elektrodé.

Princip elektrostatického zvlakiovani je téZ dobfe patrny z obrazku 3 kde je vidét
princip jehlového elektrostatického zvlakiiovani. Pumpa zde vytlacuje presné¢ dané mnozstvi
polymerniho roztoku do injekéni sttikacky, které je zakoncena jehlou a ta je ptipojena na zdroj
vysokého napéti. Naproti jehle je kolektor ten je bud’ uzemnény, nebo je pfipojen k zdroji
opacného napéti néz jehla. Zvlakiiovani zacina pii spusténi vysokého napéti a to tim, ze na
Spicce jehly se na kapce polymerniho roztoku tvoii Taylorovy kuzele a z jejich vrSku vyleti ¢ast
polymerniho roztoku.

Za letu mezi Spickou jehly a kolektorem se odpaiuje rozpoustédlo z roztoku polymeru a
protahuje se tvar vysledného vlékna, které dopada na kolektor a spolu s dal$imi vldkny a tvoii

vlakennou vrstvu.
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Samo zvlakinovani je béhem svého procesu ovliviiovano fadou faktori jako jsou vlhkost
a teplota v prostiedi zvldknovéni, vzdalenost mezi kolektorem a elektrodou, usporadani
spinneru, davkovani roztoku, podkladovy materidl, velikost pouzitého napéti, povrchové napéti
a vodivost zvoleného polymerniho roztoku, dale jeho viskozita, koncentrace a povrchové napéti.

Dalsi metodou, kterd& mé& mnohem vysSi vyrobnost nez zvlaknovani z jehly, je
zvlaknovani z valeCku a pro vytvoreni Taylorova kuzele neni zapotiebi zadné jehly. Tato
metoda Nanospider byla vyvinuta na Katedie netkanych textilii Technické univerzity v Liberci.
Jehla je zde nahrazena vélcem a nadobkou valcovitého tvaru. Do nadobky je pifivadén
polymerni roztok, v némz je valec z pllky ponoieny. Valec je pfipojen k zdroji stejnosmérného
proudu. Valec se v polymernim roztoku otaci kolem své osy a tim vznika na jeho povrchu tenka
vrstva roztoku polymeru. V horni ¢asti valce otacejiciho se v polymernim roztoku, ktera je
nejblize kolektoru, se disledkem pusobeni elektrického pole zacne vytvéafet mnoZzstvi
Taylorovych kuzelii a tvoii se vlakna vySe popsanym zplsobem. Produkce nanovldken miize
byt jesté dale podporovana podsavanim ve sméru tvorby nanovlaken. Avsak v soucasné dobé je

jiz v prumyslu tato metoda nahrazena zvlakiiovanim ze struny. [10, 11, 12, 13]

Kolektor

Stfikacka Polymerni roztok

Jehla
*

OocoCo —I

— '
Vidkna
Vysoké napéti
.’

Obrazek 5: Princip elektrostatického jehlového zvlaknovani na plochy kolektor [12]
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2. 6.1 Jehlové zvlaknovani

Princip jehlového zvlaknovani je velmi dobte vyobrazeny na obrazku ¢islo 3. V ptipadé
Jehlového zvlaknovani je do jehly o daném priméru dutinky pumpou tlacen polymerni roztok
v presné daném mnozZstvi. Jehla je pfipojena na zdroj vysokého napéti a je nabita bud’ kladnym
¢1 zapornym nabojem. Naproti jehle je kolektor, ktery je vétSinou uzemnén nebo je téz pfipojen

k zdroji vysokého napéti, ale vzdy opacnému, nez je jehla. [10, 11, 12,]

2. 6. 2 Bezjehlové elektrostatické zvlakinovani - Nanospider (struna)

Toto zafizeni vyrabéné firmou ELmarco bylo vyvinuto ve spolupraci s Technickou
univerzitou v Liberci. Navazuje na metodu Nanospider vyvinutou prof. RNDr. Oldfichem
Jirsdkem CSc. Technologie umoziiuje zvlaknovat z celé vrstvy polymerniho roztoku, nikoli jen
z jedné kapky jako tomu bylo u jehlového zvldknovani. Tudiz 1 vyrobnost tohoto zafizeni je o
mnoho vyss§i nez u jehlového zvldknovani a je mozné ji plné vyuzit v praimyslovém méftitku.
Elektrodou, ze které¢ zde probihé zvlaknovani, je struna, kterd je pfipojena k zdroji elektrického
napéti. Na tuto strunu je pomoci pohyblivé hlavy nanasen polymerni roztok po celé jeji délce.
Diky silnému elektrickému poli, které dotvoifi horni kolektor, ktery je pfipojen k zdroji
opacného elektrického napéti, se na tenké vrstvé polymerniho roztoku naneseného na struné
zacne tvorit velké mnozstvi Taylorovych kuzelti a tim zacina zvlaknovani. Aby byl proces
kontinualni hlava, zasobujici strunu polymernim roztokem stdle nana$i novou vrstvu
polymerniho roztoku. A aby se pfedeslo zanaSeni struny zbylym nezvlaknénym polymernim
roztokem, struna je stale posupné previjena. Tyto zakladni procesy jsou nutné pro zajiSténi

konstantnich parametrti vystupniho materialu pti primyslové vyrobé. [10, 11, 12, 13]

34



Obrazek 6: Proces elektrostatického zvlaknovani na strunové elektrodé [13]

2. 6. 3 Kolektor pro tubularni scaffoldy

Ma-li byt vyroben tubularni scaffold, tedy trubicovity tvar -elektrostatickym
zvlakinovanim, je potfeba specialni tvar kolektoru. Kolektor musi mit valcovy tvar, ktery ma
pramér pozadovaného scaffoldu. Prvni, kdo tuto metodu pouzil, byl Formhals, ktery
elektrostaticky zvlaknil polymerni roztok na kolektor valcového tvaru v roce 1934. AvSak v té
dobé& nenasel zpisoby pro primyslové vyuziti.

Vialcovy kolektor mize ve vyrobé nanovldkenného scaffoldu zajistit pozadovanou
orientaci vldken, a navic se pfi zvlakilovacim procesu vladkno pfichyti na kolektoru a dochazi k
»havijeni“ vlakna na kolektor, a pravé pfi navijeni miZze dochazet i k dlouzeni vladken tazenim.

[5,23,11]
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2.7 Polymery pouzZivané v tkanovém inZenyrstvi

Jednim ze zpiisobii rozdéleni polymert pro tkanové inzenyrstvi je na degradabilni a
nedegradabilni polymery. Degradabilni polymery se vlivem fyzikéalnich a chemickych pochodu
bud’ zcela rozlozi, nebo se rozpadnou na mensi ¢astecky.

Nedegradabilni polymery také degraduji, ale jinym zpisobem a v mnohem del§im Casovém
horizontu, fadovée jde o stovky az tisice let.

Degradabilni polymery jsou polymery, které¢ se rozkladaji v fddu meésict az let. Pro
tkanové inzenyrstvi, pokud vyuzivdme degradabilni polymery, je nutné vyuzit takzvané
biodegradabilni polymery. Biodegradabilni jsou polymery, které nejsou toxické pro organismus
a ani jejich produkty degradace nejsou nijak toxické. NejCastéji uzivané degradabilni polymery
a od nich odvozené kopolymery v medicing jsou:

e PCL - polykaprolakton

e PDX - plydioxanon

e PLA —polymlécna kyselna

e PGA —polyglykolova kyselina

e PLGA —kopolymer polymlécné a polyglykolové kyseliny
Tyto biologicky rozloZitelné polymery se stile vice pouzivaji ve vSech oblastech mediciny.
Protoze pravé vySe zminéné polymery degraduji pii hydrolytickych a enzymatickych
pochodech, které béZné probihaji v naSem organismu. Ddéle je moZné jejich fyzikalni 1
mechanické vlastnosti libovoln€ upravovat dle zplisobu aplikace. Degradace téchto polymerii
zavisi na mnoha faktorech jako je molekularni struktura, hmotnost, krystalinita C¢i
kopolymerovy pomér. Diky vSem témto vlastnostem jsou vhodné pro vyrobu scaffoldfi, u
kterych je pozadovano, aby se za urcity ¢as samy rozloZzily a nebyla nutna ptipadna reoperace.
DalSimi zdroji téchto degradabilnich polymert jsou sacharidy jako je chitosan hojné uzivany
v tkanovém inZenyrstvi nebo polymery na bazi proteind, jako je kolagen vyuzivany napiiklad
pro tkanové inzenyrstvi vazl a Slach.

Nedegradabilni polymery jsou polymery, které jsou stabilni v Case v fadech stovek let.
Na rozdil od degradabilnich polymerti se naptiklad v organismu nerozkladaji a v piipadé
potieby poskytuji pevnou oporu stale. Tyto polymery je mozné vyuzit napiiklad pro pletené
cévni nadhrady. K tomuto tcelu se pouziva PET (polyethylentereftalat). DalSim materidlem je
PMMA (polymethylmethakrylat), ktery se pouziva na vyrobu nitroo¢nich cocek, kdy je

rozlozeni materialu nezadouci.
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Nebo dalsim vyuzivanym polymerem je PTFE (polytetrafluorethylen), ten je pouzivan k vyrobé
litych cévnich nahrad. Dalsi pak jsou PVC (polyvinylchlorid), PU (polyuretan) nebo UHMWPE
(polyetylen s ultra vysokou molekulovou hmotnosti). U nedegradabilnich polymert je stejné
jako degradabilnich nutné, aby neuvoliiovaly zadné toxické latky. [22]

Dal§im moznym rozd€lenim polymerii v tkanovém inzenyrstvi je na pfirodni a
syntetické polymery. Syntetické polymery sestavaji z monomerd, které se pravidelné opakuji.
Jsou to polymery, které nevznikaji pfirozené v ptirod¢, byly vyrobeny chemickou syntézou. I
kdyz jejich biokompatibilita a biodegradabilita jsou horsi nez u pfirodnich polymera, maji
vétsSinou mnohem lepsi mechanické vlastnosti. Diky mnozstvi znamych syntéz je moZznost
pfipravit polymery s pozadovanymi vlastnostmi a také skvélou reprodukovatelnosti, coz u
ptirodnich polymert miize byt problém.

Aby byly syntetické polymery vhodné pro tkdnové inZenyrstvi mély by mit potiebné
mechanické vlastnosti odpovidajici jejich vyuziti, mély by byt nezanétlivé a netoxické,
jednoduse sterilizovatelné, moznosti formovani do pozadovanych tvarti s vhodnou porozitou.
Hlavni vyhodou syntetickych polymert je moznost pfipravit jejich vlastnosti ptesné pro dané
pouziti. V soucasné dobé nevice zkoumané biodegradabilni syntetické polymery jsou alifatické
polyestery, jako je polykaprolakton, polylaktid nebo polyglikolid. A zaroveil pravé tyto
polymery pro své vlastnosti byly schvaleny pro in vivo aplikace v klinické praxi. Jsou z nich
vyrabény napiiklad vsttebatelné stehy nebo dlahy zajiStujici vnitini fixaci. Dale se pak tyto
polymery mohou vyuZzivat jako scaffoldy, které jsou osazeny buiitkami nebo pro bunécnou
terapii. [2]

Mezi jedny z nejvice zkoumanych polymert patii polykaprolaktony, ty se fadi mezi
alifatické polyestery, které se vyrabi polymeraci cyklickych estert-laktont (4-7 ¢lenny cyklus).
Mezi nejcastéji pouzivané laktony patii (e-kaprolakton) (PCL). Ten je syntetizovan
z cyklického e-kaprolaktonu, viz obrazek 6. V soucasnosti se v primyslovém métitku vyrabi
polymeraci e-kaprolaktonu, kdy je otevien cyklus a wvznikne poly(e-kaprolaktonu).
Vysokomolekuldrni PCL je vyuzivano jako termoplastické aditivum pro lepidla a dalsi
polymery a diky jeho biokompatibilit¢ je hojné uzivan pro medicinské aplikace.
Nizkomolekularni PCL se vyuziva pro upravu povrchu latek a jako vyrobni elastomer pro

polyuretany.
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Podle soucasnych vysledkii potiebuje PCL na kompletni odbourani z organismu asi 3
roky, je biokompatibilni pomérné snadno vyrobitelny a oproti jinym materidlim i levny. Proto
je vyuzivan tieba jako nosi¢ lé¢iv pro dlouhodobé uvolnovani. Také jsou znéj vyrdbény
biodegradabilni svorky a Sici materidl pro chirurgii. Zkouman je pak pro tkanové inzenyrstvi
menisku a kosti nebo pro biodegradabilni cévni nahrady a mnoho dalSich aplikaci.

PCL je mozné vyuzivat i ve formé kopolymeru, kdy tak mizeme fidit rychlost jeho
hydrolyzy. Napftiklad kopolymer PCL s varelolaktonem, ten zajisti velmi snadnou degradaci
nebo kopolymer s D, L-laktidem, ktery degradaci zna¢né urychli. Dals$i moznosti kopolymeri
jsou diblokové kopolymery naptiklad PCL-PLA, ty maji skv¢lé elastické vlastnosti pfi aplikaci,
pti napéti 120 % dokazaly az 250 % prodlouzeni a 98 % regeneraci. Scaffoldy z tohoto
kopolymeru vyrobené elektrostatickym zvlakiovanim maji také vysokou porozitu kolem 93 %.
Takové vlastnosti jsou vhodné tieba pro tkdnové inzenyrstvi svalil. Aby se ptedeslo nezddoucim
reakcim organismu na kyselé produkty alifatickych polyesterii, mohou byt pfipraveny
multiblokové kopolymery GA, LA ¢i CL s jinymi monomery za vzniku polyesteruretant,

polyesterkarbonatil, polyesteramidi a polyéterestert. [2,20,21]

@ — A

Obrazek 7: PCL (e-kaprolakton) je syntetizovan z cyklického e-kaprolaktonu [2]

Pfirodni polymery jsou polymery, které vznikaji pifi pfirozenych metabolickych
procesech v organismech. Tyto polymery jsou €asto tvofené z mnoha stejnych ¢i podobnych
monomertd, a tak tvofi dlouhé fetézce molekul. Diky tomu, Ze k jejich syntéze dochazi ptirozené
v ptirod¢, jsou vétSinou neSkodné pro organismus, a tak vhodné pro tkanové inzZenyrstvi.
V organismech jsou nositeli zivotn€ dulezitych biogennich prvkl. Mezi ptirodni polymery patii
sacharidy jako je chitosan a proteiny, jako je napiiklad kolagen. Sacharidy jsou slozené
z monosacharidd, ty jsou propojeny glykosidovymi vazbami. Nejzndm¢j$imi zastupci jsou pak
celuldza, skrob a chitin. Proteiny neboli takzvané bilkoviny se skladaji z 21 aminokyselin, a ty

jsou spojeny peptidickou vazbou.
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Dalsi velice dilezitou skupinou jsou nukleové kyseliny, ty se skladaji z nukleotidii. Na tyto
baze se pak dale vazou sacharidové slozky nukleotidi a dohromady tvoii velice komplexni
slouceniny, které¢ jsou zakladem zivych organismd.

Z hlediska tkanového inzenyrstvi jsou pfirodni polymery cenéné pro svou
biokompatibilitu a biodegradabilitu. Ve velké mife podporuji bunécnou adhezi, a tak i
naslednou proliferaci, protoze mohou poslouzit nejen jako leseni, ale také docasny zdroj zivin
pro nove uchycené bunky. Z hlediska mechanickych vlastnosti jsou vSak ¢asto v porovnani se
syntetickym polymery mnohem hor$i. Z proteinii je Casto vyuzivan kolagen a elastin
k tkanovému inzenyrstvi svali a Slach. Protoze vyrobeny scaffold ma velmi podobnou
vlakennou strukturu s piivodni tkani. Kolagen je také hojn¢ vyuzivan pro ptipravu scaffolda
lyofilizaci, kterd zlepsi jeho porozitu a prostorovou integritu. Ze sacharidii je ve velkém
vyuZzivany chitosan pro urychleni regenerace poskozené tkan¢, jelikoz poskytuje oporu novym
buitkam a zaroven vykazuje antimikrobidlni aktivitu. Déle se pak uziva kyselina hyaluronova,
protoze je biodegradabilni, biokompatibilni, bioresorbovatelnd a diky schopnosti hydratovat
ECM ma regeneraéni schopnosti. Jeji nevyhodou jsou vSak velmi $patné mechanické vlastnosti.
[2,24]

Pro vyhody i nedostatky u obou skupin polymert se pouzivaji jejich kombinace.
Biokompatibilni potencial pfirodnich polymert a tim i podpora bunééné adheze a nasledna
proliferace na scaffoldu a diky syntetickému polymeru zajiSténi stalych mechanickych
vlastnosti a popiipad¢ dalich vlastnosti danych pfipravou polymeru pfipravenych na miru
aplikaci. V praxi se tato kombinace Casto vyuzZiva u pletenych cév. Kostra cévy je vyrobena
z polyesterového monofilu pro vhodné mechanické, jako je pevnost vtahu a chemické
vlastnosti. Z vnéjsi strany je ovinuta polyethylenovym vlascem, ¢imz se zajiStuje nestlacitelnost
protézy a pro biokompatibilitu je na povrch cévy nanesen chemicky modifikovany bovinni

kolagenu I, ten usnadiiuje naslednou regeneraci a v dobé implantace brani propustnosti cévy.

[3]
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2. 8 Metody méreni nanovlakennych textilii

Pro lepsi pochopeni tématu a souvislosti budou v teoretické ¢asti popsany také metody

meéieni, které byly pouzity v experimentalni ¢asti.

2. 8. 1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci neboli rastrovaci elektronovy mikroskop, je mikroskop vyuzivajici
k zobrazeni preparatu misto odrazu bézného viditelného svételného zareni pohyblivy svazek
elektrond. Slouzi hlavné k topografické analyze materiald o velmi malych rozmérech, kde
k rozpoznani detailti jiz nestaci bézny opticky mikroskop.

Namisto svételné¢ho paprsku se zde vyuziva paprsku elektronti urychlenych elektrickym
polem. BéZné cocky jsou zde nahrazeny elektromagnetickymi ¢ockami. Preparat je vlozen do
mikroskopu, kde v pribéhu méfeni musi byt vytvoreno vakuum, jinak by dochazelo k reakcim
elektrond s béznou atmosférou a ta by ménila drahu leticich elektronti. Od preparatu se odrazi
sekundarni signdl, ktery je zesilen a nasledn¢ zpracovan do obrazu (nepiimé metoda méfent).
Pti reakci elektronli s preparatem vznikaji kromé sekundarniho signélu i rentgenové zafeni,
katodoluminiscence a Augerovy elektrony coz umoziuje ziskani dalSich informaci o preparatu.
Hlavni vyhodou je velka rozliSovaci schopnost, je mozné dosdhnout az 1 000 000 nasobného
zvétseni. Pomoci skenovacich elektronovych mikroskoptli je mozné zkoumat povrch preparatu,
pro zkoumani vnitini struktury materialu se pak vyuzivaji transmisni elektronové mikroskopy
(TEM).

Pro SEM je nutné preparaty specialné pfipravit, na povrchu se nesmi nachazet Zadné
zne€isténi. V piipadé, Ze méfime biologické vzorky, méla by byt nejprve odstranéna veskera
voda. Preparat musi byt pokoven pro lepsi odraz signali. Materialy, které se uzivaji k pokoveni
jsou zlato, platina, paladium a také uhlik. [32]

Nasledné je pak mozné snimky z elektronového mikroskopu zobrazit v programu, ve
kterém je mozné méfit priméry vldken naptiklad Fiji Imagej. Toto méfeni priméra vlaken

vychazi z ptfedpokladu, ze vldkna, kterd jsou méfena, maji kruhovy prifez.
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Obrazek 8: Schéma skenovaciho elektronového mikroskopu [32]

2. 8. 2 Méreni kontaktniho uhlu

Ptfi méfeni kontaktniho uhlu se urcuje tihel mezi kapkou a vodorovnym pevnym
materidlem na kterém se kapka nachézi. Jeli kontaktni thel 0°, tak se kapka zcela vsakla do
materialu, a tudiz jej zcela smaci, naopak pokud by byl tihel 180°, tak kapka dokonale nesmaci
povrch materidlu. Smacivé povrchy jsou povrchy, na kterych je kontaktni tthel kapky mensi nez
90° a povrchy nesmacivé maji kontaktni tthel mezi kapkou a materidlem vétsi nez 90°.

Pro urceni kontaktniho thlu je mozné vyuzit Pfistroj AdveX Instruments s kamerou.
Ptistroj sestava hlavn€ z kamery a desticky, na kterou je vodorovné poloZen zkoumany vzorek.
Na vzorek je pomoci pipety nanesena kapka destilované vody ¢i jiné kapaliny, kterou chceme
kontaktni thel métit. Vzorek s kapkou je vyfocen a software nasledné pomoci dvou okrajovych
a jednoho vrcholového bodu sestroji kolem kapky kruznici, z niz pak vypocita kontaktni thel

mezi kapkou a materidlem. [33]
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Obrazek 9: Software pro méteni kontaktniho thlu vyfocené kapky [33]

2. 8. 3 Bublinkova metoda (bubble point test)

Tato metoda umoziuje méfeni velikosti priatocnych port porézniho materidlu. Pritocny
materidl je takovy, ve kterém je soustava propojenych otvord, které¢ dohromady utvoti kanalek,
ktery prochézi skrz vzorek. Principem této metody je zjiSténi tlaku, ktery je potieba, aby byla
vytlacena kapalina, kterd smac¢i méteny vzorek. Smaceci sila je totiz opac¢nou silou vici sile
potfebné k vytlaceni smaceci kapaliny z port. A ze znalosti smaceci sily, kterd pfimo zavisi na
obvodu pori, je mozné spocitat obvod poru. Misto, kde pfi postupném zvySovani plisobiciho
tlaku dojde k prvnimu vytlaceni kapaliny z pdéru (coZ se projevi bublinkami vzduchu
vychézejicimi ze stény vzorku v sméceci kapalin€) je nevétsi, tedy maximalni por v materidlu.
Nasledné se pak vypoctem stanovi velikost maximalniho poru. Princip tohoto vypoctu vychazi
z rovnovahy sily dané povrchovym napétim smaceci kapaliny a sily dané tlakem vytlacujicim
kapalinu z poru. Pokud se dal zvySuje tlak vzduchu a méfi jeho pritok skrz testovany material,
je mozné zjistit 1 velikost primérného a minimalniho poéru. Pro zjisténi téchto dvou udaju je
nutné porovnat tlakovou kiivku suchého a smoceného vzorku. A déle je pak mozné pomoci
tlakové kiivky suchého vzorku stanovit koeficient propustnosti vzduchu vzorkem. Toto se
vypo¢itd pomoci vztahu K=Q*(Ap.A)!. Q je zde priitok vzduchu [m?*s'], Ap zna&i tlakovy
spad vzorku [Pa] a A zna&i plochu toku vzduchu (m?). [34]
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2. 8. 4 Digitalni tlouStkomér Elcometer 456

Elcometer 456 je nedestruktivni zafizeni na méfeni tloustky materidlu. Pistroj méfi
tloustku materidlu pomoci ultrazvukového signélu, ktery projde materidlem a odrazi se od
kovové desticky ¢i jiného kovového podkladu zpét do ¢idla piistroje. Nasledné z doby, kterou
signal potfeboval na piekonani vzdalenosti od piistroje k podkladu a zpét, je vypoctena tloustka

materidlu. Pfistroj ma digitalni display, na kterém se ukaze hodnota v danych jednotkach. [35]

2. 8. 5 Jednoosé namahani, pristroj Testometric M350-5CT

Toto zafizeni je ,trhaci pfistroj”. Vzorek je upnut do dvou celisti, kdy jedna je
stacionarni a druhd pohybliva. U tubuldrnich vzorki je nutné zajistit, aby se v disledku jejich
upnuti do celisti nezplostily a proces jednoosého tahového namahéni byl realizovan v
tubularnim tvaru. Tohoto je docileno nasazenim tubulérniho vzorku na trn, ktery vyplni dutinu
vzorku. Takto zajistény vzorek je upnut do Celisti trhacky a pfes pocitacovy program je
nastavena konstantni rychlost, kterou se horni elist vzdaluje od té dolni az do ptetrhu vzorku,
kdy test kon¢i a maximalni tahova sila je zaznamenana.

Maximalni tahova sila, které zde lze dosdhnout je 5 kN. V procesu tahového naméhani
je dulezita 1 rychlost, kterou je vzorek zatézovan, zde je mozné zvolit rychlost v rozsahu od
0,00001 mm*min! do 2000 mm*min™'. Ovladani je pies pocitaé, diky pocitatového programu
Wintest Analysis, kam se zaznamenavaji zavislosti sily v tahu na pomérmych prodlouZenich.
Cely pribéh méteni je zaznamenavan do grafu a tabulky, odkud je nasledné snadné zpracovani

vysledki. [36]
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Obrazek 10: Software a strojni zatizeni pro jednoosé namahani neboli ,,trhaci stroj*
2. 8. 6 Zarizeni pro zkousku odolnosti viici tlaku pilisobicimu zevnitr

Toto jednoucelové zatizeni slouzi k uréeni odolnosti materidlu, proti tlaku pisobicimu
zevnitt. Bylo sestaveno specialné pro potieby méteni odolnosti tubularnich vzorkl. Na zatizeni
je presné ovladan tlak, kterym je plisobeno na vzorek. Jde o trn, ktery je opatfen balénkem -
pro homogenni rozvadéni tlaku a na ten je nasazen vzorek. Postupné je zvySovan tlak, tedy az

do prasknuti vzorku, kdy je maximalni hodnota tlaku zaznamenana.
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Obrazek 11: Méfeni odolnosti vzorku vuci tlaku zevnitt

2. 8.7 Plosna hmotnost

Plo$na hmotnost je jednou ze zakladnich charakteristik textilnich materialti. Nékdy je
oznaCovana jako gramaZ a je to podil hmotnosti na plochu materidlu. Nej€astéji se uvadi
v jednotkach gramy na metr étveredny [g*m™]. Tento tidaj dava piedstavu o hmotnosti plogného,
¢i 3D materidlu vztazené na urcitou plochu. K jejimu presnému zjisténi se uziva analytickych
vah, které jsou spravné zkalibrovany a umistény na vhodném, rovném podkladu. V prib¢hu
méteni by v okoli vah nemélo dochézek k proudéni vzduchu, které by ovliviiovalo vysledky

ziskané méfenim.
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3. Prakticka c¢ast

Cilem této bakalafské prace bylo vytvoreni scaffoldu z polykaprolaktonu
elektrostatickym zvlakiiovanim na primyslovém zatizeni Nanospider s tubularnim kolektorem.
Jedna se o jednovrstevny scaffold. Po sejmuti vzorkl z kolektoru byly vzorky podrobeny
mechanickému testovani. Vzorky byly testovany na mechanické a morfologické vlastnosti.
Z hlediska morfologického byly vzorky podrobeny testim na priméry vlaken, porozitu,
tloustku stény, ploSnou hmotnost a kontaktni thel. Pro zji§téni mechanickych vlastnosti byly

vzorky testovany na pevnost v tahu a pevnost proti tlaku ptisobicimu zevnitf.

3.1 Zarizeni na vyrobu cévni nahrady

Scaffoldy byly vyrobeny na laboratornim zatfizeni Nanospider NSIW500U od firmy
Elmarco. Do tohoto laboratorniho zatfizeni byl implementovan tubularni kolektor s primérem
6 mm. Kolektor ma fidici jednotku, kde je mozné regulovat rychlost jeho rotace. Tento kolektor
byl vyroben na miru v ramci projektu SGS. Primér scaffoldu je zavisly na priméru kolektoru.
Kolektor je pomoci dratu spojen s horni elektrodou zatizeni Nanospider a diky tomu je na ném
mozné ovladat napéti. Proces zvldknovani probihd ze struny, ktera slouzi jako zvlakiovaci
elektroda. Struna je v pribéhu procesu zvlaknovani stale konstantni rychlosti pfevijena, aby
nedochazelo k zasychani zbytkového polymeru na struné. Zvlédknovaci cartridge prochazi
struna a je na ni nanaSen polymerni roztok. Soucasti Nanospideru je klimatiza¢ni jednotka, ktera
zajiStuje optimalni podminky pro zvldknovani ve zvlaknovaci komote. Udrzuje stalou vlhkost
a teplotu vzduchu, coz jsou faktory, které vyrazné ovlivituji cely proces a vysledné materialoveé

vlastnosti jako je primér vlaken.
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Obrazek 12a: Zatizeni Nanospider v piedu s Obrazek 12b: Zvlakiiovaci komora zatizeni

klimatiza¢ni jednotkou v pozadi Nanospider s implementovanym cévostrojem

Obrazek 13: Tubularni kolektor s motorkem Obrazek 14: Ridici jednotka tubularniho

kolektoru
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3. 2. Priprava polymerniho roztoku

Vzorky byly vyrdbény z 10% roztoku polykaprolaktonu. PCL byl rozpustén
v rozpoustédlovém systému vztazenému k rozpoustédlu 8:1:1 - trichlormethan (chloroform):
kyselina ethanova (octova): ethanol. Pro idedlni rozpusténi polymeru byl po dobu 24 hodin

v zminéném rozpoustédlovém systému za stalého michani homogenizovan.

3. 2. 1 Parametry zvlaknovaciho procesu

Jak jiz bylo zminéno jako horni kolektor slouzila instalovana rotujici nerezova tycka,

ktera byla pfipojena k piivodnimu kolektoru.

Tabulka 2: Parametry zvlakiovaciho procesu

Primér tubularniho kolektoru 6 mm
Napéti na kolektoru 0kV
Napéti na zvlakiovacim kolektoru 40 kV
Rychlost rotace tubularniho kolektoru 1061 rpm
EMW cartridge 500 - 600 mm*s!
Vzdalenost mezi kolektory 140 mm
Relativni vlhkost vzduchu ve zvlakiovaci
50 %
komore
Teplota ve zvlakiovaci komore 22 °C
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3. 2.2 Vyroba scaffoldu

Nanospider je konstruovan na vyrobu plosnych textilii, proto pfed samotnou vyrobou
bylo nutné namontovani tubularniho kolektoru s pfidavnymi zatizenimi.

Nasledovalo sestaveni zvlakinovaci cartridge. Vzorky byly vyrabény ve dvou variantach
v zavislosti na tloust'ce stény scaffoldu. Prvni skupina, dale skupina A, byly vzorky od tloustky
stény 300 um do 399 um a druhd skupina, déle skupina B, byly vzorky od tloustky stény 400
pm do 499 pm.

Tabulka 3: Tloust’ka stény vzorku v zavislosti na ¢asu zvlaknovani

Tloust’ka stény vzorku [pm] Primérna doba zvlaknovani [min]
A 7-8
B 8-9

3. 2. 3 Analyza tloust’ky stén scaffoldu

Po zvladknéni scaffoldl bylo provedeno méfeni tloustky stén digitdlnim tloustkomérem
Elcometer 456. Pro ur€eni primémé tloustky stény scaffoldu bylo provedeno na kazdém
vzorku 10 méfeni a z nich pak vypoc€ten aritmeticky pramér. V niZe pfilozeném grafu jsou vidét

ob¢ skaly vzorku a jejich tloustky stén.
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Graf 1: Tloustky stén vyrobenych scaffoldii
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3. 2. 4 Sejmuti vzorku z tubularniho kolektoru

Mezi scaffoldem a kolektorem vznika silnd adheze, ktera brani prostému sejmuti vzorku
bez jeho poskozeni. Aby byla adheze snizena celé vzorky byly smoceny v ethanolu, ktery ma
zaroven desinfek¢ni Gc¢inky. Ethanol je zaroven t¢kavy, a tudiz dochéazi k rychlému schnuti
vzorkl. Zaroven bylo zjisténo, ze neposkozuje vzorky. Po smoceni v ethanolu byly vzorky
postupné stahovany z tycky. Stahovani z tycky je pomérné obtizné i po smoceni v ethanolu a je
zde riziko poskozeni vzorku. Timto postupnym stahovanim vzorku vznikla struktura podobna

jemnému vrapovani.

Obrazek 15: Scaffold sejmuty z tycky

3. 3 Analyza nanovlaken ve scaffoldu

Vyrobeny scaffold sestdvd z nanovldken, jednd se tak o netkanou 3D textilii. Jako
zakladni charakteristika této vrstvy je tak prumér vlaken. Jelikoz se jedna o nanovlakna
k charakterizaci neni mozné pouzit standardni opticky mikroskop. Z tohoto diivodu je nutné
vyuZzivat skenovaci elektronovy mikroskop. A také zlaticku pro povrchovou upravu vzorku pred
vlozenim do skenovaciho elektronového mikroskopu.

Ze scaffoldii byly odebrany vzorky o ploSe pfiblizng 1x1cm?, které byly ptipevnény na
kovovy ter¢ik. Na kovovém ter¢iku byly vloZeny do zlaticky Quantum, Q150R — ES. Vzorky
byly pokoveny vrstvou piiblizné 10 nm zlata. Néasledn€ byly vzorky pfipraveny k vloZeni do

skenovaciho elektronového mikroskopu.
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3. 3. 2 Méreni priméra vlaken

Priméry vlaken byly méfeny na snimcich ze skenovaciho elektronového mikroskopu
TESCAN Vega. Bylo nasniméano nékolik snimkt od vzorku A, a to z vnitini strany scaffoldu, a
1z vnéjsi strany pii riznych zvétSenich. Tento samy postup byl znovu pouZit u druhého vzorku
B. Na snimcich je zfetelné patrny rozdil mezi vnitini a vngj$i stranou scaffoldu. Je to dano tim,
ze vnitini strana pfimo pfiléhé na kolektor, ¢imz dojde k zmén¢ struktury na povrchu vnitini
strany scaffoldu.

Nésledné méteni priomérti vlaken bylo provedeno pomoci programu Fiji Imagej od obou
vzorkl reprezentujici Skaly byl vybran jeden snimek z vnitini a jeden snimek z vnéj$i strany
scaffoldu. Na 4 vybranych snimcich bylo provedeno 400 méfeni na kazdém snimku. Pro
porovnani byl téz odebran a nasniman vzorek planarni, tedy ze spunbondu, ktery byl v prubéhu
zvlaknovani nad scaffoldem. I na ném probihalo ukladani ¢asti vlaken. Na tomto vzorku bylo

provedeno 400 méteni.

Obrazek 16: Vzorek A vnéjsi strana Obrazek 17: Vzorek A vnitini strana
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Obrazek 18: Vzorek B vngjsi strana Obrazek 19: Vzorek B vnitini strana

Obrazek 20: Planarni vzorek
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Graf 2: RozloZeni primérii vlaken na vzorcich skupiny A z vnitini strany
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Graf 3: RozloZeni pramérti vlaken na vzorcich skupiny A z vnéjsi strany
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Graf 4: RozloZeni primért vlaken na vzorcich skupiny B z vnéjsi strany
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Graf 5: RozloZeni pramérti vlaken na vzorcich skupiny B z vnitini strany
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Graf 6: RozloZeni praméri vlaken na planarnim vzorku
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Tabulka 4: Analyza priaméri vliken

Vzorek A z
vnitini
strany

Vzorek A z
vnéjsi
strany

Vzorek B
z vnéjsi
strany
Vzorek B
Z vnitini

strany

Planarni

vzorek

U vSech ctytech vzorkdh méfenych jak z vnitfnich, tak vnéjSich stran byl primérny
primér vlaken srovnatelny. Primérny primér vlaken se u vSech ¢tyfech vzorki nelisil vice jak
0 100 nanometrt. Je tedy mozné na zaklad¢ téchto dat pfedpokladat, Zze v hmoté scaffoldu jsou
pruméry vlaken srovnatelné. Znateln¢ se liSila smérodatnd odchylka a variacni koeficient, ale
to bylo dano riiznorodosti jednotlivych primért vldken a ndhodnym vybérem métenych vldken.

Planarni vzorek slouzil jako srovnévaci vzorek. V jeho ptipadé probihala tvorba

Pramérny

primér

vlaken

[nm]

835

745

790,87

760,77

1255,55

w

Pocet
meéreni

[-]

400

400

400

400

400

Variacni
Smérodatna
koeficient
odchylka [-]
[Yo]
560,44 67
607,8 82
1067,43 135
499,52 66
873,74 70

nanovlakenné vrstvy na podkladovém spunbondu.
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95% interval

spolehlivosti

[-]

<838,41 -
833,05>

<748 -
742,04>

<796,1 -
785,64>

<763,22 -
758,32>

<1259,83 -
1251,26>



3. 4 Méreni kontaktniho uhlu

Meéfenim kontaktniho uhlu mezi kapalinou, v tomto piipadé demineralizovanou vodou
a vzorkem saffoldu, bylo zkoumano, zdali je sténa scaffoldu hydrofobni ¢i hydrofini. Tyto testy
byly provedeny pomoci piistroje AdveX Instruments s kamerou, osvétlenim Euromex a
specidlnim softwarem pro méfeni kontaktniho thlu materidlu. Méfeni bylo provedeno na 4

vzorcich, dvou vzorcich skupiny A a na dvou vzorcich skupiny B a to z vnitini i vnéj$i strany.

3. 4.1 Priprava a realizace méreni kontaktniho tihlu

Vzorky pro méfeni byly den predem vlozeny mezi dvé sklicka a zatizeny zavazim, aby
se co nejvice zplostil jejich tvar a nebylo tak ovliviiovano méfeni. Nasledné byly pfed méfenim
vzorky pfilepeny k podkladovému sklicku a umistény na snimaci desticku ptistoje. Na vzorek
byla pomoci pipety nanesena kapka o definovaném objemu 5 pl. Néasledné byla kapka na vzorku
vyfocena a pomoci speciadlniho softwaru zméten na snimku kontaktni thel mezi kapalinou a
vzorkem. Na kazdém vzorku bylo provedeno 15 méfeni. Snimek byl potizen ihned po naneseni

kapky.
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Tabulka 5: Analyza kontaktnich ahla

Prumérny = Pocet Varia¢ni )
kontaktni méfeni Smérodatna koeficient 9% Interval spo-
odchylka [-] lehlivosti [°]
thel [°] [-] [%6]
Vzorek A
Z vnitini 104,51 30 10,67 10,21 <103,76 — 105,25>
strany
Vzorek A
Z vnéjsi 105,72 30 10,93 10,34 <104,64 — 106,49>
strany
Vzorek B
Z vnitini 108,7 30 6,31 5,81 <108,31 - 109,09>
strany
Vzorek B
z vnéjsi 107,77 30 10,08 9,36 <107,17-108,37>
strany
140°
120

Kontaktni uhel [°]

100°
80°
60°
40°
20°

Vzorek A z vnitini strany Vzorek A z vnéjsi strany Vzorek B z vnitini strany Vzorek B z vnéjsi strany

Testované vzorky

Graf 7: Primérné kontakni uhly
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Obrazek 21: Snimek kapky pro méfeni kontaktniho uhlu

Po zméteni kontaktniho thlu u vSech vzorki byl vétsi nez 90 °, a proto je mozné tento
material oznacit jako mirn€ hydrofobni. Tedy, Ze material mirn¢ odpuzuje kapalinu. Hydrofobni
povaha materidlu je vidét i na fotografiich vySe, kde je vidét kapka sedici na materidlu. Dle
hodnot varia¢niho koeficientu je patrné, ze z hlediska hydrofobity je materidl pomérné
homogenni, jak pfi riznych tloustkach stén, tak po délce vzorku ¢i strany. I v ptipadé 95%
intervalu spolehlivosti je vidét pomérné velkd homogenita naméfenych dat. To je dilezité pro
jeho planované pouziti jako scaffoldu. Tato méfeni byla provedena okamzité po naneseni
kapaliny, po delsim case dochazelo k nerovnomérnému postupnému vpijeni kapky vody do
vlakenné struktury. Mirn€ a doc¢asn¢ hydrofobni povaha tohoto materialu by byla vhodna pro
transplantaci, jelikoz diky doc¢asné mirné hydrofobité by byl zakrok snazsi pro 1ékafe. Material
by ihned nesakl télni tekutiny a po implantaci by nemélo nedochazet k priisaku. Zaroven ale
material neni pfili§ hydrofobni, coz je vlastnost, kterd nepfiznivé ovliviiuje adhezi bunék na
vysledny scaffold. Tudiz by po transplantaci povaha materialu nebranila adhezi a nasledné

proliferaci bun¢k na scaffoldu.

59



3. 5 Méreni ploSné hmotnosti

Piimé méfeni plosné hmotnosti ve standardnich jednotkach, gramy na metr ctvere¢ny
[g*m™], u téchto scaffoldd neni mozné a je nutné vyuzit méfeni mensich vzorkt o definované
plose a nasledny pfevod na gramy na metr étvereény [g*m™].

Od kazdé ze dvou skupin scaffoldii byly vybrany 3 scaffoldy a od kazdého bylo
ptipraveno 10 vzorkl o plose 1 x 1 cm. Tyto vzorky byly nasledné na analytickych vahach
zvazeny a vysledky byly statisticky vyhodnoceny. Pro méfeni byl vzdy vzat jeden

deseticentimetrovy kus, ktery byl nasledné rozdélen.

Tabulka 6: Analyza ploSnych hmotnosti

Tloustka  Prumeérna

Pocet Varia¢ni 95% interval
stény plo$na Smérodatna
Vzorek méreni koeficient spolehlivosti
vzorku hmotnost odchylka [-] R
_2 -l [%] [g*m?]
[mm] [g*m~]
Vzorek <112,51 —
338.7 109,2 10 16,91 15,49
Al 105,89>
Vzorek <112,01 —
3474 108,9 10 17,46 16,03
A2 105,79>
Vzorek
367,5 116,9 10 12,85 10,99 <170 —114,8>
A3
Vzorek <159,16 —
418,2 156,8 10 15,63 9,97
B1 154,44>
Vzorek <166,65 —
456.,4 165 10 12,6 7,64
B2 163,35>
Vzorek <166,65 —
483 10 5,59 3,32
B3 168 163,35>
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Graf 8: Zavislost plosné hmotnosti na tloust'ce stény

Z naméfenych a zpracovanych dat je patrné, Ze hodnoty ploSnych hmotnosti rostou
umérn¢ s hodnotami tlousték stén scaffoldi. Dle hodnot variacniho koeficientu lze vidét, Ze 1
na deseticentimetrovém vzorku scaffoldu dochazi ke kolisdni plosné hmotnosti. Toto kolisani
je déno pravdépodobné nerovnomérnym vrstvenim nanovldkenné vrstvy pifi procesu

zvlaknovani.
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Obrazek 22: Analytické vahy

3. 6 Porozita

Jednou ze zékladnich vlastnosti je porozita, proto bylo provedeno jeji méfeni i na téchto
scaffoldech. Tyto vzorky byly méfeny pomoci bublinkové metody, kterd méii velikost
pratocnych pért, tedy poért prochazejicich skrz materidl. Pravé tyto péry jsou o téchto

tubularnich scaffoldt dulezité z hlediska jejich rozméra. [34]

Pratocny por 1 Slepy por - Uzavreny por

Obrazek 23: Rozdil mezi typy poru [34]
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Tato metoda spociva v zjisténi tlaku, ktery je tfeba k vytlaeni kapaliny, kterd smaci
meéteny vzorek. Smaceci sila, tedy sila opacné k sile, kterd kapalinu vytlacuje, je zavisla na
obvodu poru. Nejsnadnéjsi je zjistit velikost nejvétsiho poru, jelikoz to je prvni misto, kde dojde
pii testu k tvorbé bublin. Princip vypoctu velikosti poru vyhazi zrovnovahy sily dané

povrchovym napétim a sily dané tlakem vytlacujicim kapalinu z poru. [34]

ﬂ F,=y.m.D / bublinka

kapalina

vzorek textilie

Obrazek 24: Vypocet velikosti port - sila Fg je urena povrchovym napétim kapaliny, ktera ptisobi na
obvodu poru p.D. Sila Fp je uréena vnéj$im tlakem, ktery vytésnuje kapalinu z pdru, a ktery ptisobi na
plose poru S [34]

Pro urceni primérného a minimalniho péru bylo tfeba déale zvysSovat tlak vzduchu a
métenim jeho pritoku skrz vzorek bylo stanoveny tyto hodnoty. Pro stanoveni priimérného a

minimalniho poru bylo nutné porovnavat tlakovou kiivku smoceného a suchého vzorku. [34]
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Relation between air flow rate and pressure drop for dry and wet
sample (Isopropylalkohol)
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Obrazek 25: Stanoveni tlakového spadu pro vypocet velikosti primérného a minimalniho poru. [34]

3. 6. 1 Parametry testu

Tabulka 7: Parametry testu porozity

Rozsah méreni velikosti poru 0,2 - 500 pm
Délka tubularniho vzorku 50 mm
Maximalni tloust’ka vzorku 3 mm
Velikost méFené oblasti 5 cm?
Pocet méreni pro jeden typ vzorku 3
Rozsah pouzitelného tlaku 0-1MPa
Testovaci kapalina Isopropylalkohol
Odpovidajici norma ASTM F316 — A3
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3. 6. 2 Priprava vzorku a test

Od obou variant scaffoldt byly vybrany 3 vzorky, které byly upraveny na pozadovanou
délku 50 mm. Nasledné byly tyto vzorky uchyceny pomoci tavné pistole k zafizeni, aby
nedochazelo k tniku vzduchu. Po uchyceni spodni ¢asti vzorku byl vrsek pomoci tavné pistole
zataven, aby nedochazelo k Uniku vzduchu. Dle typu testu pak mohl byt vzorek zalit
izopropylalkoholem, ve kterém se v pfipad¢ priniku vzduchu pérem objevily bubliny a mohl

tak byt zaznamenan tlak pii pruniku.

3. 6.3 Vysledky

Tabulka 8: Analyza porozity vzorki skupiny A

Primérna Pocet Variaéni
Smérodatna 95% interval
hodnota méreni koeficient ) )
(um] . odchylka [-] (%] spolehlivosti [pm]

Vzorek A
minimalni 3,25 3 0,13 4,04 <3,16 — 3,34>
por [pm]

Vzorek A
primérny 6,95 3 2,22 31,95 <5,5 - 8,40>
por [pm]

Vzorek A

maximaln 9,89 3 3,09 31,21 <7,87-11,91>
i por [pm]
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Tabulka 9: Analyza porozity vzorki skupiny B

Prumérna Pocet Variaéni
Smérodatna 95% interval
hodnota meéreni koeficient
odchylka [-] spolehlivosti [pm]
[nm] [l [Yo]
Vzorek B
minimalni 6,64 3 0,17 2,56 <6,53 - 6,75>
por [pm]
Vzorek B
primérny 7,74 3 0,14 1,82 <7,65 —17,83>
pér [pm]
Vzorek B
maximalni 11,1 3 0,3 2,72 <10,91 - 11,30>
pér [pm]

Dle zpracovanych a naméfenych dat je patrné, Ze velikost maximalniho péru je ve
veétsing piipadt podobna, a to samé plati pro primérnou velikost pora. V ptipadé nejmensiho
poru je z dat vidét pomérné znacny rozdil mezi vzorky v piimé zéavislosti na tloust'ce stény.
Nameéfend porozita je vhodna pro pouziti téchto vzorkl jako scaffoldd, jelikoz pory nejsou
pravidelné, tak by erytrocyty se svou velikosti kolem 7,5 nemély prochazet st€énou scaffoldu.

Zaroven je porozita dostatena pro interakci bunék ve scaffoldu.

3.7 Pevnost v tahu

Pevnost v tahu byla testovana na zatizeni pro jednoosé namahani neboli trhacim stroji.
Vzorek byl pii tomto testu upnut mezi dvé Celisti. Spodni Celist byla staciondrni a horni
pohybliva, pohybem horni Celisti smérem vzhiiru byl vzorek tahové naméahan po vertikélni ose.
Jelikoz na rozdil od tkanin a pletenin netkané textilie jsou spiSe izotropniho charakteru, nebylo
nutné vzorky testovat v riiznych sméerech. Scaffoldy byly pro tento test opét rozdéleny do dvou

skupin vzorkil v zavislosti na tloust'’ce stén vzork.
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3.7.1 Parametry testu

Pro nastaveni trhacky byly vhledem k pfedchozim zkuSenostem vyuzity parametry,
které se pouzivaji pro testovani jinych tubuldrnich scaffoldi, s naptiklad pletenou ¢i tkanou
strukturou. A kvili potencidlni taznosti netkanych tubularnich scaffoldi byly tyto parametry
mirn€ pozménény. Scaffoldy byly pro tento test opét rozdéleny do dvou skupin
vzorkll v zavislosti na tloust’ce stén vzorkl. Od kazdé skaly bylo provedeno 5 testl taznosti a
vysledky byly nésledné¢ statisticky zpracovany.

Aby nedochdzelo ke zkresleni namétenych dat, byly vzorky napindny v tubularnim
tvaru. Vzorek o pozadované délce byl na koncich navléknut na trny, aby pfi upinani nedoslo

k zplosténi. Nasledné byl s trnem upnut do pfistroje Testometric M350-5CT.

Tabulka 10: Parametry testii podélné taZnosti

Rychlost oddalovani Celisti [mm/min] 50,000
Predpéti [N] 0,010
Délka vzorku [mm] 250,000

Testometric

Obrazek 26: Upnuti vzorku do pfistroje Testometric M350-5CT
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3.7. 2 Vyhodnoceni zkouSky pro vzorky A

Pti této zkouSce byla softwarem zafizeni stanovena kromé taznosti a odolnosti vici

ptetrhu celd fada vyslednych parametrii, které jsou uvedeny nize v tabulce.

Tabulka 11: Analyza tahovych zkousek vzorki skupiny A

Zkouska Minimum Primér Maximum
ProdlouZeni pri
109,165 120,317 139,912

pretrhu [mm]

Sila p¥i pretrhu [N] 9,19 10,86 13,16
Prace pri pretrhu
0,944 1,272 1,617
[N*m]
TaZnost pri pretrhu
43,659 48,124 55,965
[%o]
Nejvyssi pevnost
JWYIP 11,91 15,108 19,13
[N]

ProdlouZeni pri

nejvyssi pevnosti 104,758 116,203 133,897
[mm]
TaZnost pii nejvyssi
41,896 46,479 53,559
pevnosti [%]
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Graf 9: Graf tahovych kiivek vzorkid skupiny A

Vzorky scaffoldi skupiny A maji dle naméfenych dat velice podobnou taznost, a i
vysledné prodlouzeni. Pevnost vzorkl, tedy sila potfebna k jejich pretrzeni, se lisila. Tato
odpovidaji vzorkiim s tloustkou stény v pocatku intervalu 300 az 399 pm a vzorky s nejvétsi
pevnosti jsou z konce tohoto intervalu. V ptipadé vzorki skupiny A lze predpokladat, ze pii
vyuziti stejného polymerniho roztoku a technologie bude pevnost scaffoldl piiblizné
v intervalu od 10 N do 20 N. V ptipadé tahovych kiivek lze vidét, Ze v pocatecni Casti tahové
ktivky je deformace zplisobena plisobici silou mensi neZ v jeji kone¢né fazi. Youngliv modul je
tady rozdilny dle plisobici sily. V ptipadé mensich sil v pocatecni ¢asti, tedy ptiblizné do 5 N,
je Youngliv modul vyssi a v €asti od ptiblizn€ 7 N lze vidét, Ze se hodnota Youngova modulu
zmensuje.

Ve srovnani s nativni cévou podobného priiméru maji tyto vzorky piiblizné vice jak
dvojnasobnou pevnost pii pietrhu. Pevnost pfi pretrhu nativni cévy o podobném praméru je
okolo 4,5 N a z téchto vzorkll bylo dosaZzeno hodnoty kolem 12 N. Nativni cévy maji zase lepsi
schopnost relaxace. Pevnost nativnich cév je vSak pouze orientacni, zalezi na velkém mnozstvi

faktort jako je naptiklad veék darce, nemoci, Zivotosprava nebo geneticky potencial. [38]
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3. 7.3 Vyhodnoceni zkouSky pro vzorky skupiny B

Tabulka 12: Analyza tahovych zkouSek vzorku skupiny B

Zkouska Minimum Primér Maximum
ProdlouZeni pri
116,203 126,130 143,706
prretrhu [mm]
Sila pFi pretrhu
9,3 14,804 22,45
[N]
Prace pri pretrhu
1,239 1,650 2,218
[N*m]
TaZnost pri
46,418 50,451 57,48
pretrhu [%]
NejvysSsi pevnost
VYLD 14,57 18,458 24,77
[N]
ProdlouZeni pri
nejvyssi pevnosti 112,347 122,279 136,674
[mm]
TaZnost pri
nejvyssi pevnosti 44,938 48911 54,66
[Yo]
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Graf 10: Graf tahovych kiivek vzorkl skupiny B

Vzorky scaffoldii skupiny B maji dle naméfenych dat velice podobnou taznost, a i
vysledné prodlouzeni, které je zde u nékterych vzorkl piiblizné o 20 milimetrti vétsi nez u
ptedchozi skaly. Pevnost vzork(, tedy sila potfebna k jejich pietrzeni, se 1 zde liSila. Tato
odpovidaji vzorkim s tloustkou stény v pocatku intervalu 400 az 499 um a vzorky s nejveétsi
pevnosti jsou z konce tohoto intervalu. V ptipadé vzorka skupiny B lze piedpokladat, ze pfti
vyuziti stejného polymerniho roztoku a technologie bude pevnost tubularnich scaffolda
pfiblizné v intervalu od 14 N do 25 N. V ptipadé tahovych kiivek Ize vidét i zde, Ze v pocatecni
casti tahové kiivky je deformace zplsobend pusobici silou mensi nez v jeji konecné fazi.
Youngtiv modul je tady rozdilny dle plisobici sily. V ptipad¢ mensich sil v pocatecni Casti, tedy
pfiblizn€ do 5 N, je Youngliv modul vys$si a v ¢asti od pfiblizn€ 7 N az 10 N Ize vidét, Ze se
hodnota Youngova modulu zmen3uje.

Ve srovnani s nativni cévou podobného primeéru maji tyto vzorky téméf trojndsobnou
pevnost pii pretrhu. Pevnost pfi pietrhu nativni cévy o podobném priméru je okolo 4,5 N a
u téchto vzorki bylo dosazeno hodnoty kolem 15 N. Nativni cévy maji zase lepsi schopnost
relaxace. Pevnost nativnich cév je vSak pouze orientacni, zalezi na velkém mnozZstvi faktord

jako je naptiklad veék darce, nemoci, zivotosprava nebo geneticky potencial. [38]
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3. 8 Pevnost v tlaku ptisobicimu zevnitF

Pevnost vici tlaku ptisobicimu zevniti byla testovana na jednoucelovém zatizeni, které
bylo zkonstruovano specialné pro ti€ely méteni odolnosti tubularnich vzorku.

Testovanym vzorkem je provléknut balonek a nésledné je vzorek spolu s balonkem
nasazen na trn tohoto zatizeni. Na obou koncich je vzorek staZen niti, aby nedohazelo k iniku
média (v tomto pfipad€ vzduchu). Trn je duty a perforovany, takze skrz n¢j je tlakovan balonek,

na kterém je vzorek, definovanym tlakem. Test kon¢i roztrzenim vzorku.

LR
N

Obrazek 27: Upevnény roztrzeny vzorek po testu
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3. 8. 1 Vyhodnoceni zkou$ky odolnosti vii¢i tlaku piisobicimu zevnitF

Tabulka 13: Vysledky tlakové zkousSky odolnosti vici tlaku zevnitf v milimetrech

rtut’ového sloupce

Priumérny
Varia¢ni 95% interval
tlak pri Pocet Smérodatna
koeficient | spolehlivosti [ mm
protrZeni | méreni[-] | odchylka [-]
[Yo] Hg]
[mm Hg]
Vzorky <1676,74 —
1815,15 5 353,09 19,45
skupiny A 1953,56>
Vzorky <2815,54 —
3045,26 5 586,01 19,24
skupiny B 3274,97>

Tabulka 14: Vysledky tlakové zkousky odolnosti viici tlaku zevnitf v barech

Primérny
Variacni
tlak pri Pocet Smérodatna 95% interval
koeficient
protrZeni | méfeni[-] | odchylka [-] (%] spolehlivosti [bar]
o
[bar]
Vzorky
2,42 5 0,47 19,45 <2,24 - 2,60>
skupiny A
Vzorky
4,06 5 0,78 19,24 <3,75-34,37>
skupiny B

Na vzorcich je vidét prima zavislost tloust’ky stény a jejich odolnosti vii¢i protrzeni. Pro
lepsi orientaci jsou uvadény tyto vysledky v milimetrech rtutového sloupce, a i v barech. U
vSech méfenych vzorkd byla odolnost vyrazn€ vyssi nez 140 mm Hg. To je nejvyssi bézna
hodnota systolického tlaku v cévach. A 1 v ptipad€ abnormalné vysokého krevniho tlaku by tyto
scaffoldy, tak byly schopny bez komplikaci dale fungovat. Tato vlastnost je pravé vyhodou
umeélych cévnich ndhrad. VétSina tkanych, pletenych ¢i litych cévnich nahrad je také odolnéjsi

vici tlaku pisobicimu zevnitt nez nativni cévy.

73



Tudiz v ptipad¢€, Ze pacient trpi abnormalné vysokym krevnim tlakem nebo néjakym typem
degenerativniho onemocnéni cév, l1ze predpokladat, Ze po transplantaci nativni cévy dojde i u
ni po Case k jejimu poskozeni. Strukturdlni zmény nativnich cév jsou castou komplikaci u
pacientll s obéma typy diabetu, coz je v populaci vyrazné rozsifena choroba. Jsou-li vyuzity
umélé cévni protézy, nehrozi u nich riziko degenerativniho poskozeni. A v piipadé abnormalné

vysokého krevniho tlaku jsou tyto scaffoldy také odolnéjsi. [14]
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4. 7.aveér

Vyrobou maloprimérového tubularniho scaffoldu pro cévni chirurgii se kromé této
bakaléiské prace zabyvalo mnoho dalSich praci zde na univerzité, a i ve svété. VEtSina ostatnich
praci se zabyvala zvlaknovanim z jehly €i jinych pfevazné laboratornich zatizeni. Inovaci, ktera
zde byla testovana bylo zvlaknovani na primyslovém zafizeni Nanospider. Cilem této prace
byla vyroba materidli pomoci elektrostatického zvldkiiovani na piistroji Nanospider s
implementovanym cévostrojem a pouzitim polymeru PCL a ndsledna charakterizace téchto
materiald.

Ukézalo se, Ze samotny proces vyroby méa kromé mnoha vyhod jako naptiklad zna¢né
zkraceni doby vyroby, ale také stale nedostatky. Jednim z nedostatkli je obtizné snimani
scaffoldii ze zvlédknovaciho tubularniho kolektoru a nestejnomérnost vyrobenych vzorki.
Scaffoldy byly pfi snimani ¢asto poskozeny v disledku silné adheze mezi nimi a kolektorem.
Jejich poskozeni bylo mnohdy natolik rozsdhlé, Ze na nich nebylo mozné provést Zadné dalsi
testy. Byly zkouSeny rGizné povrchové upravy kolektoru, ale bez vyznamnéjSich vysledkd.
Nakonec byla silnd adheze mezi scaffoldem a kolektorem ¢aste¢né naruSena smacenim
scaffoldii etanolem. Po smoceni byly scaffoldy postupné stahovany z kolektoru. Timto
postupem vznikla struktura, ktera je mirn€ podobna vrapovani, které¢ se bézn¢ uziva u pletenych
cévnich nahrad.

Vzorky byly nasledné¢ podrobeny morfologickému a mechanickému testovani. Mezi
morfologické testovani patfilo méfeni prumért vlaken, tlousték stén, ploSné hmotnosti a
kontaktni ihel.

Vzorky byly ihned po sejmuti z kolektoru rozfazovany do dvou skupin A a B dle
tloustky jejich stén, aby bylo mozné porovnat jejich vlastnosti v zavislosti na tloust'ce stény
vzorku.

Meéteni priméra vldken bylo provedeno pomoci SEM a Fiji-Imagej. Pomoci SEM byly
pofizeny snimky vldkenné vrstvy a nasledné byly zméteny primery vlaken. RozloZeni praméra
vldken bylo na vSech tubuldrnich vzorcich podobné. Bylo zde velké zastoupeni vlaken
s pruméry od 200 nanometrti do 1 mikrometru, ale s rozsahem az k 2 mikrometrim. To je velmi
podobné s priméry, kterd maji svalova vlakna aktinu a myosinu v téle. Tudiz z hlediska

vlakenné struktury je dany scaffold podobny realné tkéni.
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Scaffoldy byly také charakterizovany pomoci plosné hmotnosti, u které byla patrna jista
variabilita hodnot po délce vzorku. Vzorek tak neni zcela homogenni, co se tyce distribuce
vldkenné hmoty po délce. Byla ale patrna piima zavislost mezi tloustkou stény a vyslednou
plosnou hmotnosti vzorku.

Smacivost je dilezitd vlastnost materidlu, kterd mize ovliviiovat adhezi bunék. Pii
méteni kontaktniho thlu vychéazely vSechny vzorky z obou stran jako mirn€ hydrofobni. Jelikoz
byla naméfena pouze mirnd hydrofobita, tak to pro néaslednou adhezi bun¢k na scaffold neni
komplikace. PCL obecné vykazuje dobrou adhezi mezi nim a buiitkami. To bylo ovéfeno i z
piedeslych biologickych experimentil, které nejen na KNT probihaly. Vzorek zaroven diky
mirné hydrofobit¢ méné sorbuje kapalinu a pii implantaci by to mohlo mit pozitivni disledky
v podobé¢ snaz§iho zdkroku pro operatéra.

Pti nésledné mechanické charakterizaci byly tyto scaffoldy testovany na pevnost v tahu
a odolnost proti tlaku plisobicimu zevnitf.

Pti tahovych zkouskach v podélném smeéru dosahovaly vSechny testované vzorky
minimalné¢ dvojnasobnych pevnosti, nez jsou prumérné hodnoty nativnich cév, které jsou ale
také vysoce variabilni kvili stavu darce. Mezi obéma skupinami vzorkil zde byl vidét zietelny
rozdil zptisobeny rozdilnymi tloustkami stén.

V ramci testovani na odolnost proti tlaku plsobicimu zevniti obé skupiny vzorka
vychdzely mnohonasobné 1épe nez nativni cévy. Z vyslednych hodnot je patrné, ze 1 pii
extrémnich vykyvech krevniho tlaku u pacienta by scaffoldy odolaly. Lze ptedpokladat, Ze po
urcitém stupni degradace materialu by scaffoldy byly schopny dal plnit svou funkci a odolaly
by krevnimu tlaku.

Scaffoldy se v mnoha ohledech svymi vlastnostmi podobaly cévam v organismu. V ¢em
naopak se odchylovaly, byla jejich relaxace po podélném tahovém namahéni, ktera je u nich
oproti klasickym cévadm vyrazn¢ mensi.

Vsechny tyto testy byly provedeny za béznych laboratornich podminek, a nebylo tudiz
zohlednéno vnitini prostfedi organismi. Testy tahového namahéni o odolnosti proti vnitinimu
tlaku byly provadény pouze za sucha.

Hlavnim cilem této prace bylo vyrobit vzorky na implementovaném cévostroji v
Nanospideru a charakterizovat je. Oba tyto cile byly splnény. Pfi psani této bakalaiské prace
jsem dospél kndzoru, ze vyroba materidli s implementovanym cévostrojem v zafizeni
Nanospider neni nijak vyrazn€ komplikovana. A nésledna charakterizace je pomérné snadno

proveditelna.
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Co bude dale treba, je urcit¢ zdokonaleni snimani scaffoldd z kolektoru, aby
nedochdzelo k poskozovani scaffoldl a bylo ¢asové méné narocné. Dalsi oblasti, kde by bylo
tteba zdokonaleni, je homogenizace distribuce vldkenné hmoty po délce scaffoldu, tedy
eliminace slabSich a siln€jSich mist. Co se tyce testovani, bude tfeba provést vSechny tyto
mechanické testy také za mokra a téZ za podminek simulujici prostfedi organismu naptiklad
pomoci bioreaktoru, ktery simuluje dané prostiedi organismu. Ve vzdalenéjSim casovém
horizontu bude dulezité sledovani vlivu degradace scaffoldii na jejich mechanické vlastnosti
v Case a stanovit tak optimalni ¢asové rozpéti, po které¢ budou scaffoldy v organismu funkcni.

Véiim, ze tento typ scaffoldl si zaslouzi dalsi vyzkum a dostatek casu a trpélivosti pro

dalsi zdokonaleni téchto materialti k jejich pouziti.
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