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Nanovldkenné kozni kryty pro pouZiti ve veterindrni mediciné

Abstrakt

Tradicni kryti, jako jsou obvazy a gézy, mohou narusovat hojeni kozntho traumatu pri vy-
meéné. Zvlast’ ve veterindrni mediciné je vyzadovano rychlé a presné oSetreni, bez traumati-
zyjictho prevazovani. Nabizi se vyrobit novou ndplast, kterou neni potfeba vyménovat,
protoZe se po Case sama vstrebd. Nanovldkna se prirozen¢ nachdzeji v mimobunécné hmote,
a proto je jejich pouziti ptihodné. Tato prace se zabyva vyrobou potenciondlntho kompozit-
niho koZniho krytu z nanovldkennych vrstev vyrobenych bezjehlovym elektrostatickym
zvldknovanim. Kryci vrstva je z biodegradabilntho polyuretanu, ktery docasné prebird
zejména ochrannou funkci kiZe. Lepsi adhezi k rdn¢ zajist’uje hydrofilni polyvinylpyrrolidon.
Jejich vhodnym spojenim muze vzniknout kompozit, ktery zajist'uje neprerusované hojen.
Navic byly do vrstev pridavany aditiva, j6d za ticelem dezinfekce a propolis pro podporujici
ucinky. Bylo dosaZeno cile vytvoreni kompozitniho materidlu pomoci zvldknovéani ze smési
polymeru a laminovanim dil¢ich vrstev. Tento postup byl proveden také s pilotni koncentraci
aditiv. Testovani materidlu prob¢hlo pomoci skenovaci elektronové mikroskopie, méfent
kontaktniho thlu a kvalitativni analyzou aditiv. Biologicka kompatibilita byla testovana po-
moci stanovovani cytotoxicity extrakti materidli s bunécnymi liniemi NIH3T3 a HaCaT a
in uitro testy s vyhodnocenim 1., 3., 7. a 14. den pomoci metabolického CCK-8 testu a flu-

orescencni mikroskopie.

Klicova slova: elektrostatické zvlaknovani, nanovlakenné vrstvy, kozni kryty, propolis, vete-

rindrni medicina



Nanofibrous Wound Dressings for Veterinary Applications

Abstract

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

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

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

BSA
CCK
DAPI
DMEM
EDS
etOH
FBS
FITC
FTIR

CHEKO
KNT
LAM
NK
NPWT
PBS
PCL
PES
PLA
PUR P
PUR, GP-PUR
PVA
PVP I
PVP

RH
SEM
SUKL
TUL
TR-X

bovinni sérovy albumin

metabolicky test

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

etanol

fetdlni bovinni sérum

phalloidin-fluorescein isokyanat

infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci
hmotnostni

rozpoustédlovy systém chloroform: etanol: kyselina octova v poméru 8:1:1
Katedra netkanych textilif a nanovldkennych materiéli
laminat

negativni kontrola

Negative Pressure Wound Therapy, terapie podtlakem
fosfatovy pufr

poly-e-kaprolakton

polyester

kyselina polymlécna

vzorek polyuretanu s obsahem 20 hm. % propolisu
polyuretan

polyvinylalkohol

vzorek polyvinylpyrrolidonu s obsahem 5 hm. % jodu
polyvinylpyrrolidon

relative humidity, relativni vihkost vzduchu

skenovaci elektronova mikroskopie

Stétni tstav pro kontrolu léciv

Technicka univerzita v Liberci

Triton X
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1 Uvod

Diplomova prace se zabyvd potencionalnimi degradovatelnymi nanovldkennymi koZnimi
kryty pro vyuziti ve veterindrni mediciné. KoZni kryty docasné nahrazuji funkce kize v dobé
jejtho poskozeni, a to zejména ochrannou. Vyvoj specidlnich zdravotnickych prostredku je

v dnesni dob¢ na vzestupu.

Nanovldkna se podobaji télu vlastni strukture, extracelularni hmot¢, kterd spole¢né s bun-
kami vytvari jednotlivé tkan¢. Nanovldkna se proto hodi k vyvoji raznych biomateridlu, slou-
zicich jako nosice (scaffoldy) pro nové vznikajici tkdn nebo neadherujici kozni kryty.

Vybranymi materidly pro vyrobu koZniho krytu jsou dva biokompatibilni syntetické poly-
mery — biodegradabilni polyuretan (PUR) a inertni polyvinylpyrrolidon (PVP). V kompozitu
maji splnovat optimdIni vlastnosti prilnavosti a funkce materidlu po dobu hojeni kuZe bez
nutné vymeény a narusovani procesu hojeni. Nanovldkenny kryt je navic funkcionalizovén,
jodem do spodni rozpustné vrstvy PVP, za tcelem dezinfekce rany, a propolisem, coz je

zéastupce tradicnich pifrodnich 1éc¢iv, ktery je pridavan do vrstvy PUR.

V této praci bude provedeno vzorovani materidlu, vyroba kompozitniho materidlu, sledovani
vlastnosti vrstev pomoci méreni kontaktniho thlu a obrazové analyzy skenovaci elektrono-
vou mikroskopii. Obsah latek bude dokazovin pomoci infracervené spektroskopie, Rama-
novy mikroskopie a EDS analyzy. Dédle budou provedeny testy na cytotoxicitu vyluhu

materialu a in vitro testovani s bunécénou linii.

Cilem této prace je predevsim technologické reseni vyroby funkcionalizovaného kompozit-
niho nanovldkenného kozntho krytu metodou bezjehlového elektrostatického zvlaknovani,
ktery by byl aplikovatelny u koZnich poranéni, kde doslo ke ztraté nebo poskozeni kuze (ne-
hody, popéleniny, kozni nddory aj.). Tento novy nanovldkenny kryt by pak nésledné¢ mohl

najit uplatnéni ve veterinarni i humanni mediciné.
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2 Teoreticka cast

Teoreticka Cast je uvedena biologickym kontextem, kde jsou zminény vybrané zékladni in-
formace o kazi a hojeni, tykajici se problematiky kozniho kryti. Poté je priblizen dosavadni
pfistup veterindrni mediciny v hojeni koZznich poranéni, pouzivané kozni kryty, vyuziti nano-

vlaken, materidly vcetné aditiv, vyjroba nanovldkennych vrstev a jejich funkcionalizace.

2.1 Biologicky kontext

Nanovlédkenné vrstvy jsou perspektivnim materidlem pro mnoho biomedicinskych aplikaci.
V biomediciné se zacaly vyuzivat proto, Ze napodobuji extracelularni hmotu, kterd spolecné
s bunkami vytvéti jednotlivé tkane [1]. Jedna se tedy o prirodu napodobujici (biomimeticky)
piistup. Tato kapitola obsahuje podkapitoly o tkdnovém inzenyrstvi, kazi a hojeni tkani.

2.1.1 Tkanové inzenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi je multidisciplindrni obor, spojujici znalosti z mediciny, prirodnich ved
a materidlového inZenyrstvi za ticelem regenerace, opraveni nebo zlepSeni funkce zdravych
a poskozenych tkani savea. Kombinuje se vyuziti bunék a biomaterialt. Dosavadni zdrojem
tkani nebo celych organu jsou predevsim transplantace, kterd maji mnoha omezeni (nedosta-

tek dércu, imunitni reakce prijemce aj.) [2, 3].

Hlavnimi principy tkdnového inZenyrstvi je izolace bunck, jejich kultivace, vloZeni do
scaffoldu a aplikace na misto poskozeni. Vyvijeny biomaterial obvykle slouZi jako podpurny
nosic (scaffold) pro jednotlivé bunky, které vytvéreji novou tkan [2].

Scaffold, tedy nosic nebo lesenti je struktura, kterd imituje mezibunécnou hmotu a slouzi jako
docasnd, nebo trvald opora bunck. Scaffold musi spliovat pozadavky na chemické sloZeni a
mechanické vlastnosti, aby doslo k adhezi a proliferaci bunck na daném nosici. Z hlediska
materidlového jsou pozadavky na scaffold nasledujici: biokompatibilni, tedy sndSenlivy v bi-
ologickém prostredi a netoxicky pro bunky vcetné produktu pripadné degradace (bez cyto-
toxicity), a pripadné biodegradabilni [4]. Dulezité parametry materidlu ovliviujici bunky jsou
povrchové vlastnosti a porozita. Také mechanické vlastnosti, zejména pevnost, elasticita a
drsnost musi odpovidat parametrim okolni tkan¢, jinak dochazi k nezddoucimu oddélovani
scaffoldu od tkéan¢, pripadné zeslabovani okolni tkané. Struktura musi podporovat vaskula-
rizaci a angiogenezi. Velikost péru ovliviiyje prorustani scaffoldu burikami. Materialovi tech-
nologové se zabyvaji zejména zpracovatelnosti materidlu s vhodnou strukturou scaffoldu [2,

3,5].
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2.1.2  Kuze savcu

Kuze je nejveétsi organ téla obratloveu [6]. Oddéluje vnitini struktury téla od vnéjstho pro-
stredi. Hlavni funkce kuZe jsou ochranné, senzorické, termoregulacni, termoizolacni, re-
sorpcni, exkrecni, energetické, komunikacni, regeneracni a metabolické. Pro dosaZeni téchto

vlastnosti se kize neustéle obnovuje [7].

Anatomicky rozliSujeme tii hlavni casti: pokozka (epidermis), Skara (dermis) a podkozni vazivo
(subcutis) viz Obrézek 1. Pokozka je tvorena mnohovrstvym epitelem zrohovatclych bunck.
Déleni probiha v bazdlni vrstve, kde jsou burky v jednovrstve zakotveny v bazalni laminé.
Nad ni se nachdzi stratum spinosum, vrstva (tvaroveé) mnohosténnych propojenych bunck. Stra-
tum granulosum obsahuje ploché bunky, zacind zde rohovaténi. Ve vrstvé stratum lucidum ztraci
bunky jadro a tvori tenkou vrstvu. Nejsvrchnéjsi je stratum corneum, kde jsou bunky ploché,
odumrelé, svdzané k sobé¢ v mnoha vrstvach, postupné se obnovuji a odlupuji. Langer-

hansovy bunky zajist'uji imunitni obranu [5, 8].

Skara ma mezenchymalni pavod a je tvofena zejména mezibunéénou hmotou, kterou pro-
dukuji fibroblasty. Jejimi hlavnimi slozkami jsou prirodni polymery, a to proteiny (kolagen a
elastin), glykosaminoglykany (kyselina hyaluronovd, chondroitin sulfat) a glykoproteiny (la-
minin, fibronektin). Skéra zajidt'uje uchycenf bunék, pruznost, pevnost v tahu, umoznuje ko-
munikaci, tvofi objemovou majoritu tkani [9]. Déle je protkdna pojivymi, nervovymi a
kapilarnimi vldkny. Obsahuje také pigmentové buiky (melanocyty), které pomédhaji chranit
pred UV zirenim (zejména u psu s tmavou srsti se koncentruji u folikult). Mazové a potni

72 ~12

zlazy priléhaji na vacek chlupu. Potni zlazy se obvykle u zvifat nevyskytuji na celém povrchu

zZY s

tela, koncentryji se pouze na urcitych mistech, u psu je to na polstarcich pacek [8].

PodkozZni vazivo je vrstva z tukovych bunck (adipocytu) propojenych kolagennimi vlakny.
Zajist'uje prichyceni ke kostni ¢i svalové tkani a podili se na termoregulaci organismu. Ob-
sahuje cévy, vegetativni a senzitivni nervy, receptory. Mezenchymalni kmenové bunky z tu-
kové tkané¢ jsou multipotentni (mohou se obnovovat a diferencovat do vice typu bunck).
Klinické pouziti autolognich bunck v ortopedii ukazalo, Ze tato 1écba pomaha pri hojeni
chrupavky, kolennich a kycelnich kloubu [7] a ve veterinarni mediciné pro regeneraci slach a

komplikovanych fraktur [8].
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Langerhansovy buriky

== ‘ — Stratum comeum
/ b/ 4 — Stratum lucidum
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Obrézek 1 - Rez kiA. Vrstvy kuiZe jsou epidermis, dermis a subcutis. (Ptevzato a upraveno z [10] a [5])

2.1.3 Hojeni

Hojeni ran je komplexni proces, obnovuyjici porusené funkce tkani. Reparacni mechanismus
se sklada ze ctyr zdkladnich fazi: hemostaza, zanét, proliferace bunck a remodelace posko-
zené tkan¢ [5], viz Obrazek 2. Faktory ovliviwgjici prubéh hojeni jsou celkovy stav pacienta,
tedy napt. vek, pohlavi, vyziva, infekce, stres, stavajici choroby [11]. Faktory neptispivajici
hojeni rany jsou reakce na cizi materidly, infekce, zvySeny vytok z rany, ztrata krve, vysuso-
véni, ztrata tepla organismu. Vedlejsimi faktory jsou také pouzité predchozi i dosavadni te-

rapie (napt. kortikosteroidy, ozéreni) [12].

Po poskozeni tkan¢ nasleduje sled nckolika déju, nejprve staZeni cév (vazokonstrikce) a sré-
zeni krve (hemokoagulace), kdy krevni desticky uvolnuji cytokiny a rustové faktory. Kaskada
signdlu zajist'uje tvorbu fibrinu, ktery tvoii prvotni vldknitou sraZeninu a dochézi k pritaho-
véani (chemotaxi) specializovanych bunck a rozvoji zanétu (tzv. zanétliva ¢ast hojeni), ktery
je podporen rozsirenim cév (vazodilataci), aby specializované bunky mohly snadnéji proudit
k mistu poskozeni. Neutrofily (bunky imunitniho systému) maji Cistici funkci, rozkladaji
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zbytky odumrelé tkan¢ a patogeny. Poté nastupuji makrofagy, které pohlcuji (fagocytuji) bak-
terie a bunécny odpad (detrit). Pomoci chemotaxe pritahuji buniky endotelu aj. pro opravu

poskozenych tkani. Rozkladem neutrofilu konci zénétliva faze [5, 13].

Dalsi faze hojeni je mnozeni bunck (proliferace), coz je faze mitotické aktivity, kdy dochazi
k tvorbé nové tkane¢ (epitelizaci). Fibroblasty jsou vyznamné aktivni od trettho dne, nejvyssi
produkce je sedmy den od poskozeni tkané. Nové bunky migruji a syntetizuji proteiny,
zejména kolageny, které jsou hlavni slozkou mimobunécéné hmoty (extraceluldrni matrix).
E pitelizace probiha od povrchu a kraju, zpravidla byva provedend do dvou dnu (zaleZi na
rozsahu poskozeni a celkovém stavu pacienta), kdy je povrch rény zakryt novou vrstvou

bunck. Také dochazi k tvorbé novych cév (angiogeneze) [5].

Posledni faze hojeni je remodelace tkan¢, kterd zacind pri uzavreni rdny novym epitelem a

trva v radu tydnu az mésicu [5, 13].

fibroblast - -

, . . krof4 proliferujici fibroblast ~ ZNOJ€Na €pidermis
krevni srazenina markrofag nodkoEnituk -
jizva zhojena dermis

- céva —

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

2.2 Lécba koznich poranéni ve veterinarni mediciné

U zvirat je rdna definovéna jako poruseni mékkych tkani. Rozlisuje se chirurgicka rana bodna,
reznd, secnd, trznd, zhmozdénd, rozdrcend, strelnd, kousnd, otravend. Hojeni prirozené po-
stupuje zvySenim prostupnosti cév v mist¢ poskozeni, nasleduje otok. Nova tkan (granulacni)
zakryva plochu rany, dochazi ke zjizventi, které vznikd vyplnénim pojivovym vazivem v misté
puvodni rany [15].

Dal$imi druhy ran jsou prolezeniny, nekrézy, popdleniny, omrzliny, otlaceniny, vykloube-
niny, zlomeniny, vyhrezy, kyla, cysty (dutiny s obsahem), nddory. Jejich 1éceni i hojent je spe-
cifické k danému typu [8, 15].
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Casto je rana doprovézena krvacenim (tepenné — arteridlni nebo Zilni — venézni). Pro chi-
rurgické osetfeni se pouzivé zaskrceni (gumovym obinadlem), tamponada (pomoci gazy tla-
¢ici na cévy), aplikace tlakového obvazu, zaskrceni cévy, zasiti cévy. Fyzikalni pristupy
zahrnuji studenu vodu, elektrokauterizaci, termokauterizaci (zacelovani palenim) a chemicky

postup zahrnuje podéni lokdlnich hemostatik. Zastava muZe byt i spontanni [15].

Osetreni dle stavu rany probiha vycistéenim (dekontaminace), vcetné pripadného vyrezani
nekrotické tkané¢ (debridement), drendZovanim pro odvod exsudétu, uzavieni rany a zakryti
rany. Je Casté, Ze zvire neni oSetfeno hned po vzniku rany, nebo dochézi ke komplikacim.
Nejcastcjsi je hnisani, coz je prirozeny vypotek rany (exsudét), ovsem pri jeho nadbytku a
infekci dochazi k problémum. Nahromadénim v tkani vznika absces, pokud ma vyvod, jedna
se o hnisavy vied (ulcus). Hrozi sepse, coZ je selhani organismu z davodu celkového zapla-

veni mikroorganismy [15-17].

Pro dezinfekci rany se pouzivaji lokdlni vyplachy napt. povidon jéd, hypermangan, lokalni
antibiotika a pro podpurnou lécbu (Casto preventivn¢) antibiotika. Duvodem je casta konta-
minace ran, nedostatecnd diagnostika (z divodu narocnosti casové a zejména financni) a také
stereotypem injekce — radné léceni. Naduzivanim antibiotik vznikaji resistence bakterii [16,

17].

Poranéni kuZe se osetruje podle rozsahu a typu rany. Tyka se v podstaté vSech veterindrnich
zakroku. Réna vystavend vzduchu vykazuje horsi hojeni, Castéjsi infekei, vétsi jizveni a také

je pro majitele neesteticka [18].

221 Kozni kryty

Kozni kryty maji za tikol zakryt defekt, poskytnout mechanickou oporu a zkrétit dobu hojeni.
IdeaIn{ kryti ma rénu udrzovat ve vlhkém, ale nikoliv macerovaném prostredi. Zaroven od-
vadi vypotky z rany, umoznuji vyménu plynu, ale nepropousti mikroby. Vyrobek musi byt
bezpecny, kontrolovan¢ degradovatelny, se snadnou aplikaci a nebolestivym vyménovanim.
Také neobsahuje alergizujici, toxické ¢i jiné latky zhorsujici prab¢h hojent [2, 19].

Déleni podle kontaktu s rdnou je na kryty priméarni a sekundérni. Primérni kryti je ve styku s
ranou, absorbuje sekret, zabranuje vstupu infekce, mélo by byt sterilni. Sekundarni kryti je
nad primarnim, zajist’uje dalsi ochranu, kompresi, stabilitu. Zejména u zvirat je dulezitd pro
spravnou funkci priméarniho kryti, ¢asté jsou adhezivni pasky. Pro zabranéni okusovani rany

se u zvifat pouzivaji dalsi pridavné pomucky jako ochranny limec [5].
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Podle typu a diagnostiky rany se voli vhodny kryci materidl, kterych dnes existuje Sirok4 skéla.
Rozlisuji se dvé zakladni kategorie, a to tradicni a moderni. Tradicni materialy zahrnuji pro-
dukty jako géza, obvaz, naplast, pripravené tkanim nebo netkanymi technologiemi z vlidken
bavlny, viskdzy nebo polyesteru. Jsou dostupné a levné, muze dochézet k bolestivému od-
stranovani, kdy rana piili§ prilne (adheruje) ke kryti. VylepSené gazy mohou byt impregno-
véany parafinem, zinkem, jédem atd. pro zlepSeni uvedenych nevyhod. Bavinéné, celul6zové
a polyamidové obvazy se obvykle pouzivaji v kombinaci s dalsimi kryty, kterym poskytuji
oporu [20].

Moderni kryti vytvari lepsi prostredi pro hojeni rany. Zahrnuje pouziti syntetickych a prirod-
nich polymeru, dosavadnich znalosti a inZenyrskych postupt pro vyvoj vhodnych materidla
pro optimalni hojeni, typicky se jednd o vlhké prostredi. Mezi zastupce patti hydrogely, hyd-
rokoloidy, alginéty, polopropustné filmy a pény [5, 20].

~s Yz

Hydrogely udrzuji vlhké prostredi, dokdZzou absorbovat mensi cast vypotkd, jsou neadhe-
zivni. Mezi pouzivané materidly patii polyvinylalkohol (PVA), polyvinylpyrrolidon (PVP),
hyaluronan, Zelatina (degradovany kolagen), karboxymetylcelulosa, pektin. Nevyhodou je de-
hydratace rany a nutnost pouziti sekundarniho kryti. Hydrokoloidy vytvari gel po kontaktu s

ranou [5, 12].

Alginéty jsou prirodni polysacharidy ziskané z morskych fas. Aplikuji se v netkané vrstve
nebo ve svazku vldken. Maji hemostaticky tcinek, absorbuji vypotek (priblizné 20-30x své
hmotnosti) a jsou vhodné i na infikované rany, navic jsou biodegradabilni [12].

Filmy jsou tenké, pruhledné, adhezivni, polopropustné vodéodoIné kryty. Udrzuji vhodnou
vlhkost, podporuji cisténi, poskytuji mechanickou ochranu. Vyrabi se nejcastéji z polyure-
tanu. Nehodi se pro infikované rany, pfi vimeéné dochdzi k naruseni hojeni. Pény jsou z ab-
sorbujicich materiali, zejména polyuretanovych pén. Vytvéreji vlhké prostredi a i termickou
izolaci rany [5, 19].

~s ooz 2

timikrobidn{ latky, lé¢iva, napr. antibiotika (ackoliv preventivni pouzivani zvySuje bakterialni
rezistence) [12].

Existuji i dalsi terapie cisténi a péce o ranu. Predevsim pri prodlouzeném hojeni a pro chro-
nické rany se pouZivaji dalsi postupy pro zamezeni rozvoji infekce a dalsimu zpomaleni ho-
jeni. Také je tlak na odstupovani od managementu oteviené rany, kterd je nachylnd na

znecisteéni, o to vice u zvirat [17].
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Zajimavou novou technikou je podtlakova terapie (Negative Pressure Wound Therapy,
NPWT) pomoci prerusovaného, nebo stilého podtlaku. Diky uzavienému prostredi dochazi
k prevenci sekundarni infekce, odvadi se exsudat, ¢imz se znovu sniZuje moznost bujeni mi-
kroorganismu. Objem rany se zmensuje, dochazi k podporte proliferace a rychlej$imu zaho-
jeni. Jiz bylo popsano pouziti u psu, kocek, koni, tygra, Zelvy nebo nosorozcu [21, 22].

Vhodnost aplikace NPWT je pro akutni i chronické rany, oteviené rany, typicky doprovézené
velkou ztrdtou kize (véetné popalenin) a sekundérni chirurgické rany, kozni grafty i otevrené

brisni dutiny. Nemuze byt pouzito ptimo na nervy, cévy, kosti, podkozni tuk a pfi krvacen.
Na rénu je priloZeno pénové kryti (PUR, PVA, PES) a s presahem potazeno folif [22].

2.2.2  Nahrady kaze

Pro velka poskozeni kuZe je potfeba odkryté tkané chranit. Konvencni léceni vyuziva dnes
autografti (télu vlastni — autologni transplantéty). KuZze se sejme na nepostizené ¢asti tcla a
presune se na misto defektu. Tento postup nelze pouzit vzdy, zejména u vaznych popélenin
(kdy jiz neni dostatek zdravé kuZe). Vyhodou je, Ze neni problém s imunologickou reakct,
jedna se o materidl télu vlastni. Pro sniZeni nekrdzy je nutné brat pouze vrchni vrstvy kize,
bez podkozniho tuku [5, 23, 24]. U zvitat se tento postup pouziva, nejcastcji se kize odebird
z hrudniku a bricha [24].

Pri limitaci zdroju se muZze pouzit allograft (donorem je stejny Zivocisny druh, ale jiny jedinec
nez pacient). Tento postup je vyuzivan hojné¢ od druhé svétové vélky, vyhodou je moznost
skladovéni zmrzlych tkéni, ¢i kadavera. U zvirat se navic nevyskytuji casté imunologické re-
akce [25], nevyhodou je zde ale moZny prenos nemoci. Dalsi moZnosti je aplikace xenograftu
(donorem je jiny Zivocisny druh nez je pacient), které neni univerzalni, ale muZe byt alespon
docasné [23]. Napriklad ve veterindrni ortopedii se pouziva pfi transplantaci kosti (allografty
i xenografty) pro mala zvirata [26].

Jednim z cilu tkdnového inZenyrstvi je vytvoreni vhodné ndhrady. Takové, kterd bude do-
Casn¢, nebo trvale prebirat ochrannou funkci a bude vhodnym prostredkem pro obnovu

tkane pfi potlacent rizik odmitnuti implantatu a prenosu nemoct [27].

Samotny scaffold méd prestavovat vhodny nosic¢ pro proliferaci bun¢k. Predstavuje tedy leSent
mimobunécné hmoty. Jiz existuji reSeni komercné dostupné: acelluldrni Biobrane, Integra,
Alloderm, kterd dermis simuluji jako smes vldken a epidermis jako silikonovou membranu.
Produkty s obsahem bunck (zde se rozlisuji autologni nebo allogenni) jsou potom epider-
mdlni nahrady, napt. Epicel, Autoderm, TransDerm, dermdlni nédhrady, napt. Dermagraft,
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Hyalograft. Zatim maji vyrobky mnoha omezeni, napt. nedostatecna vaskularizace, casova
ptiprava (v fadu tydnu), legislativa. Jedna se o komplexni téma, dochézi k dalsimu rozvoji, [2,

23].

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

materidl se proto jevi nanovldkenné vrstvy [27].

2.3 Nanovldkenné kozni kryty

Nanovldkenné vrstvy se podobaji mezibunécné hmoté¢ kize, kde se prirozen¢ nachazi vla-
kenné struktury, napt. kolagenu nebo elastinu, které vytvareji 3D sité. Struktura v radech
nanometru rozhoduje o interakcich bun¢k s materidlem jako je migrace, adheze a proliferace.

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

Velky mérny povrch zajist'uje vice pojicich mist s proteiny v biologickém systému a také se
nabizi k povrchové funkcionalizaci, kterd muze mit i casovy prub¢h (Drug Delivery System)
¢i lokalni uvolnéni vyvolané zménou podminek (napt. uvolnéni pri zanétu, ktery zvysuje pH)
[6]. Vysoka porozita vrstvy obsahujici malé pory zajist'uje dobrou vyménu plyna pro bu-
nécné dychdni, zéroven ochranuje pred vysychdnim rany. Naopak zhorSuje prostupnost pro
mikroorganismy do rdny z vnéjstho prostredi. Také pomdhd k estetictéjsSimu zahojeni rany.
Ve scaffoldu podporuje prorustani bunck a neovaskulazizaci [28, 29].

Nanovldkenné kryti je multifunkéni. Existuji zakladni vrstvy a vrstvy s pridavkem latek —

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

K optimalnimu fungovani kozntho krytu je potteba vybrat vhodny materidl. Pti odstranovani
tradicnich vldkennych kryta ¢asto dochézi k poskozeni hojené tkan¢, proto prichdzi na radu
biodegradovatelné materidly, které podporuji hojent, jsou spolecné s produkty degradace déle

netoxické a organismem vyloucitelné a nemusi se ndrocné odstranovat [30].

Vyhodou je moznost rizeni degradability. V nckterych pripadech je vhodna docasné podpora
s postupnou degradaci vrstvy (kozni kryty [28, 31-33], napriklad skupina Rockwood et al.
[34] navrhuji kryt z biodegradabilnich elektrostaticky zvldknénych vldken polyuretanu), v ji-
nych je nutné vytvorit stabilni strukturu (nanovlakenné nitroocni implantéty [35]).

Nanovldkenné scaffoldy se obvykle pripravuji z roztoki polymeru. Jednd se o vodnd, ale
Cast¢ji organicka rozpoustédla. Z prirodnich polymeru jsou zéstupci kolagen, chitosan, chitin,
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kyselina hyaluronova, hedvabi atd. Ze syntetickych polymert potom polyvinylalkohol (PVA),
kyselina polymlécna (PLA), polykaprolakton (PCL), polyuretan (PUR) atd. Casté je vyuzivani
smesi (PVA/PLA, kopolymer kyselina polyglykolové s polymlécnou/kolagen, chitosan/hed-
vébi ad.) [5, 31, 36].

Nanovlakenné kozni kryty se tési velkému rozvoji, mnoho zdravotnickych prostredku je jiz
ve fazi klinickych studif, prikladem je cesky Nanotardis z PCL (KNT TUL) [32]. A vzdélené
uz neni vyrdbét v case podle aktudlnich potfeb pacienta, napriklad pomoci pistole Fiber
Flow (vyvinuto na KNT), kterd vyuziva odstredivého zvldknovéni a byla uvedena firmou
Pardam v roce 2019 [37]. Jiné prenosné elektrospinningové zarizeni pouziva studie Liu ef al.
[38] z roku 2018 pro vyrobu nanovlakenné vrstvy in situ, o rok pozdéji bylo pouzito podobné

zafizeni na hojeni kiZze prasat [33].

2.3.1 Nanovldkna ve veterinarni mediciné

Nanotechnologie jsou pouzivané i ve veterindrni medicin¢, zemédélstvi a chovu zvirat. Po-
moci nanotechnologif se zpfesnuje diagnza chorob a jejich 1écba, detekce nadoru, cilené
podavéni 1éciv (Drug Delivery System), je aplikovatelnd v oblastech vyzivy, reprodukce a
chovu, bezpecnosti potravin, vyroby vakcin a metod tkdnového inZenyrstvi. Hlavnim cilem

je vylepSeni soucasné vyuzivanych postupu a metod [39].

Veterindrni medicina byva oproti huméanni opomijend, ackoliv se vyznamné¢ podili na jejim
rozvoji. V preklinickych testovanich materidlu je vZdy zahrnuto nejprve testovani na vybra-
nych druzich zvitat. Existuji jiz prisné regulace, ovsem stéle se pokracuyje a je treba si uvédo-
mit s tim spojené etické otdzky. Navic existuji situace, kdy je pouziti animédlnich modela
nevhodné, napriklad pro mezidruhovou rozdilnost. Cilené veterindrni aplikace se vyviji
zejména pro zavodni zvirata ¢i ohrozené druhy. Dnesni nejvétsi rozvoj se zatim vyskytuje u
dostihovych koni a jejich pohybového aparétu, dalsi oblasti je veterinarni praxe malych zvifat
[12].

Pro velka zvirata byly Eastem ef al. vyvijena nanovldkna z polypropylenu a polykaprolaktonu
slouzici jako kylIni sit’ky. Doporucuji kompozitni synteticky material na zdkladé dobrych in
uiwo vysledka. Oproti standartnim materidlim doslo k mensimu zjizveni a jizvy jsou pruznéjsi
[40]. Z blendu z chitosanu, PVA a PCL ze studie Gholipour-Kanani ef al. byly pripraveny
technologii elektrospinning nanovldkenné vrstvy, které byly vyuZity jako koZni kryty pro ho-

jeni feznych ran psu, testy in vito prokazali jejich ticinnost pro zlepsovani hojeni [41]. Pro psy
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byl taktéZ vyvinut Pandayem et al. 3D scaffold pro mezenchymalni kmenové burky z orien-
tovanych polykaprolaktonovych nanovlaken, ktery byl otestovan in vitro pro podporu osteo-

geneze a doporucuji PCL nanovlakenné vrstvy pro pouziti in vito.

Nanovldkna mohou byt adovédna raznymi lécivymi latkami. Napt. nanovldkenné vrstvy z chi-
tosanu pomoci elektrospinningu pro cisténi a hojeni popélenin jak uvadi Bayat et al. [42].
Pridavek 2 % bromelainu zlepsil proliferaci bunck oproti samotnym chitosanovym nano-
vlaknim v in vitro testech a doporucuji vyuZiti pro hojeni popalenin. Stokol ef al. se zabyvali
dorucovéanim léciv v nanovlaknech, do metastdz rakoviny kosti a prsnich zlaz u psu, aldoxo-
rubicinem, byla prokédzéana in vitro cytotoxicita pro bunky uvedenych nadora [43]. Scaffold
z kopolymeru kyselin polymlécné a polyglykolové skupiny Yun ef al. s piimési hydroxyapatitu
je doporucovén pro rekonstrukce kosti u psu. Po dobrych vysledcich in vitro testi scaffoldu
byly provedené in wito testy na beaglech, které ukazaly, Ze kost regeneruje 1épe po aplikaci
degradabilniho 3D tisténého scaffoldu s kompozitnimi nanovldkny [44].

Studii stéle pribyvd, a je vidét, Ze nanovldkenné vrstvy jsou slibny materidl.

24 Pouwzivané polymerni materidly

Polymert vyuzivanych pro nanovldkenné vrstvy existuje Siroka skéla. Polymery se rozdeluji
na prirodni a syntetické. Pifrodni polymery se ziskavaji z obnovitelnych zdroju, maji batch-to-
batch variabilitu, tedy zédleZi na konkrétnim misté odbéru, protoze jsou heterogenni, a s tim
souvisi také horsi zpracovatelnost. Obecné jsou biokompatibilni, ale muZze se objevit pre-
hnana imunitni reakce. Oproti tomu syntetické polymery maji stalé sloZeni, které lze 1épe
regulovat pri vyrobe¢, kterd je snadno reprodukovatelna [2].

S ohledem na zaméreni této prace budou zminény skupiny a typy pouzivané v Praktické casti.

2.4.1 Polyestery (PES)

Polyestery jsou Sirokou skupinou polymera obsahujicich v fetézci esterové vazby (viz Obra-
zek 3). PES vznikaji reakci vicesytnych alkoholu s vicesytnymi karboxylovymi kyselinami.
Existuji prirodni i syntetické, alifatické i aromatické, nejzndméj$im zéstupcem je polyethylen
tereftalat pouzivany napriklad pro obaly napoju a textilni vlakna. Jako biomaterialy jsou vyu-
zivany nedegradabilni, ¢i biodegradabilni polyestery. Kyselina polyglykolova (PG A) byla syn-
tetizovana v 50. letech 20. stoleti. Spolecné s kyselinou polylaktidovou (PLA) a
polykaprolaktonem (PCL) patii k vyuzivanym zastupcum [45].
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Obrézek 3 - Obecny vzorec PES Obrézek 4 - Vzorec PCL

Polykaprolakton (PCL) je béZnym zéastupcem pro pouziti v mediciné pro pevné Sici nite,
nosice 1éCiv nebo pripravu implantéti. Je dobfe misitelny s ostatnimi polymery, muze byt
sloZkou polyuretanu [46]. Jeho vzorec je na Obrazku 4.

Vznikd polymeraci za otevieni kruhu z w-kaprolaktonu. Krystalinita dosahuje hodnot
57-76 %. Teplota tanije 58—-63 °C, teplota skelného prechodu je mezi-72 a-60 °C. Rozklada
se hydrolyzou esterovych vazeb i za téIni teploty. Doba tipIného odbourani z téla vysokomo-
lekularniho polymeru jsou priblizné 3 roky [2]. Je netoxicky, stfedni letalni davka pri ordlnim
podéni je pro krysy 10 g/kg [47].

2.4.2  Polyuretany (PUR)

Polyuretany vznikaji katalyzovanou reakci diisokyandtu s vicefunkénimi alkoholy (polyoly).
Lze je fadit mezi blokové kopolymery polyesteri nebo polyethert spojenych uretanovou
vazbou (Obrazek 5). Pouzivaji se hojné v pramyslu jako pény, tmely, vldkna.
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Obrézek 5 - Obecny vzorec PUR

PUR jsou inertni, mechanicky odoIné a flexibilni, biokompatibilni. Pokud obsahuji linedrni
retézce, jedna se o termoplasty, pfi vyS$im stupni zesit’ovani vznikaji termosety. Termoplas-
tické polyuretany maji dvé slozky, tvrdé a mckké segmenty. Tvrdé segmenty maji rigidni

strukturu, vétsi obsah krystalické faze. Polyoly v dlouhych segmentech poskytuji pruznost a
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mékkost. Pro stabilni PUR je zékladem polyetherovy systém, biodegradabilni PUR se ptipra-
vuji z polyesterovych diolu, proto podporuji bunécnou viabilitu. PUR jsou vhodné jak pro
tvrdé tkane (kost, chrupavka), tak i pro pouziti v mékkych tkanich [48, 49].

Uretanova vazba je pomérne stabilni, ale pény z aromatickych isokyanétu jsou citlivé na UV
zateni. V organismech jsou jako prvni napaddny amorfni ¢asti mekkych segmentu. Degra-
dace PUR probihd hydrolyzou, také enzymaticky pomoci esterdz, urethandz a proteaz. PUR
nejsou stabilni v kyselém prostredi [5].

2.4.3  Polyvinylpyrrolidon (PVP)

PVP je polymer schvaleny jako bezpecny pro farmaceutické tcely. Je biokompatibilni, neto-
xicky, hemokompatibilni [50]. Pouziva se v potravinarstvi, kosmetice, farmacii, na fotogra-
tické papiry. Syntetizuje se radikdlovou polymeraci, monomery se vyrabi z prekurzoru

acetylenu a formaldehydu. Jeho strukturni vzorec je zobrazen na Obréazku 6.
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Obréazek 6 - Vzorec PVP

PVP je amfifilni, neionicky, inertni materidl. Strukturni vzorec je na Obrazku 6. Ma dobrou
prilnavost, pouzivd se pro adhezivni filmy. Je hydroskopicky, rozpousti se ve vodé¢ a
polarnich rozpoustédlech, je nerozpustny v esterech, etherech, ketonech (absolutné
vysuseny) a uhlovodicich. Jako prasek je stabilni a mé tendenci k navlhani. Ve vodném roz-
toku je stabilni, pouze je nutné jej chranit pred plisnémi. Tvori ochotné komplexy, napriklad

s jodem, sniZuje toxicitu takto vazanych latek [50].

Molekuly vétsi jak 40 kDa mohou byt alergenem v krevnim séru, coz ale neni béznyjev. T¢lo
PVP vylouc¢i nezménéné. Nedegradované projde i ¢istickou odpadnich vod, ale zatim nebyla
zaznamendna Skodlivost. Pro odbourédni je potreba y-laktaméza na $tépeni laktamového

kruhu [50].
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Teplota tani je 100-140 °C, teplota skelného prechodu je 175 °C, které nedosahuje, nebot’
drive dochazi k dekompozici. Stredni letalni ddvka pri ordlnim podéni pro krysy je 100 g/kg,
pfi aplikaci na kazi kralika 560 mg/kg [51].

2.5 Aditiva

Vlastnosti zdkladnich polymeru je mozné vylepSovat priddvanim dalSich latek. MoZnosti je
nepreberné mnozstvi, zde jsou uvedeny dva zastupci, které jsou pouzity v praktické casti. Jod
méa dobré dezinfekcni tcinky, proto bude pridavéan ke spodiné réany. Propolis, prirodni pro-
dukt vcel, ma podporujici tcinky, je priddvan do vrstvy PUR.

251 Jod

Jod patii do skupiny halogenu. V prirodé se vyskytuje pouze ve slouceninach. Je to biogenni
prvek, ktery je nezbytny pro vyvoj mozku a hormony $titné Zlazy. Ve 20. letech 20. stoleti se
proto zacal pridavat do kuchynské soli. Zdrojem jsou morské ryby a plody, oceany obsahuji
koncentraci priblizné 50 mg/1 [52].

Elementarni j6d se vyskytuje v kovove Sedych Supinach, je toxicky, snadno sublimuje a jeho
pary jsou nebezpecné. Ma silné dezinfekeni a leptavé tcinky. Stredni letdlni dédvka pro mysi
pfi ordlnim podéni je 14-22 mg/kg [53].

Jod se v organismu preménuje na jodid, ktery je koncentrovan ve $titné zlaze. Nadbytek se
vylucuje zejména ledvinami. Jodidy prochazeji placentou a jsou vylucovany do materského

mléka [54].

Jédovany povidon
Latinsky Povidonum iodinatum je dezinfekcni pripravek, ve kterém je jod vazdn komplexné
(Obrézek 7). Je t¢inny proti bakteriim, spordm, virim, kvasinkdm, houbdm a prvokum. Roz-

tok je stabilnéjsi nez elementarni jod. Ma typicky hnédou barvu a je rozpustny ve vodeé [55].

V 10% koncentraci (ve stabilizovaném okyseleném glycerolu) je zndm také jako Betadine,
SUK Lem schvaleny prfpravek. “Betadine je indikovan jako kozni dezinfekéni pifpravek pro pou-
ziti pred aplikaci injekce, odbérem krve nebo jinou punkci, biopsii, transfuzi, infuzi, k dezinfekci kize
a sliznice pied chirurgickym zdkrokem, pro aseptické oSetieni ran, pro lécbu koZnich bakteridlnich a
plisniovych onemocnéni, k celkové nebo castecné dezinfekci pacienta pred chirurgickym zakrokem
(dezinfekeni koupel).” [54]
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Vyhodou Betadine, kterd stoji i za hojnym vyuzivanim ve veterinarni medicing, je nedrazdi-
vost. Je a¢inny v pH 2-7, a muZe byt oslabovan enzymy, nepouziva se proto s ostatnimi

dezinfekénimi Cinidly [54].

Priprava jodovaného povidonu je mnohokréat patentovdna a prodavédna pod raznymi ob-

chodnimi nézvy, dalsim je napriklad Kollidon od firmy BASF.
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Obrazek 7 - Vzorec jédovaného povidonu

Elektrostatickym zvldknovanim se jiz zabyvalo nékolik tymu, Ignatova et al. [56] vyrobili
zvldknovanim z jehly nanovldkna z vodnych roztoka jédovaného povidonu a smési polye-

thylenoxid/jédovany povidon, i se sit'ovanim pro aplikaci jako antimikrobidlni koZni kryty.

Sebe et al. pripravili nanovlakna pomoci odstredivého zvldknovéni a in vitro testovali antibak-
teridlni pusobeni jodu v kompozitu PVP/PVA/jéd pro aplikaci pro kryty ran. Vyrobena
vldkna méla antimikrobidlni aktivitu [57].

Liu et al. v roce 2018 publikovali zvlakinovani PVP s jédem pomoci prenosného zvlaknova-
ctho zatizeni pro vyrobu in situ koznich kryta [38].

Shitole et al. zvldknovali koaxidlné (jadro-plast’) jodovany povidon (3%) s PCL. Také modi-
fikovali povrch L-lyzinem, coZ zvysilo viabilitu bunck, provedli antimikrobidlni a mechanické
zkousky, materidl doporucuji pro ucel pouziti jako kozni kryty [58].

2.5.2  Propolis

Propolis je pryskyricny material produkovany vcelami. Obsahuje asi 30—40 % vceliho vosku,
50-60 % pryskyric, 5-10 % esencidlnich oleju a 5 % pylu [11]. Z hlediska chemického obsa-
huje vice jak 300 molekul, mezi nimi flavonoidy, fenolové kyseliny, esterové derivaty, ter-
peny, aldehydy, ketony, alkoholy, steroidy, aminokyseliny atd. [59]. SloZeni se li$i vzhledem
k zemépisné poloze, skladbé¢ rostlin, rocnimu obdobi i typu vcel. Patii k heterogennim pfi-

rodnim substancim [60].
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Veldm slouzi k ochrané tlu, proti mikroorganismim, vyplnuji jim mezery proti vétru, desti.
Nechténého navstévnika dlu jim obali, zahubi a zamezi jeho rozkladu. Je ziskavén jako ve-
dlejsi vcelarsky produkt. Terapeutické dcinky jsou pozorovany jiz od staroveku. V 18. stoleti
byl propolis zapsén jako lécivo v Londyné. Hojné vyuzivany byl i v prubc¢hu 2. svétové valky.
Byly prokazany antimikrobidlni (antibakteridlni, antifungalni i antivirové), antiparazitni, anti-

z 2V

oxidacni, protizanétlivé, protirakovinné, imunomodulacni a hepatoprotektivni tcinky [61].

Nyni se pouziva pti onemocnéni hornich cest dychacich, pro hojeni ran, popalenin a zénétu
jako jeden z prirodnich produkti. Uplatiuje se také v potravinarstvi a kosmetice. Ve veteri-
narnim lékarstvi je vyuzivan pro podporu hojeni (zejména uzaviraci funkce) u koni a psu,
konkrétné proti rustu nadoru, pri bakteridlnich infekcich, zanétech, déle na plisnova one-
mocneéni, alergické reakce, v Gstni dutiné, o¢nich problémech nebo onemocnéni jater [62],
pro zvySeni stravitelnosti v bachoru dojnic, ke zvySeni kvality mléka (jako dopln¢k stravy)
nebo k ochran¢ epitelidlnich bunck proti patogenim zpusobujicich mastitidu ve vemenech).

Pocet patentu ve vyrobcich pro veterindrni medicinu zobrazuje Graf 1 [61].
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Graf 1 - Pocty patenti ve vyuziti propolisu ve veterinarni mediciné 1992-2017 [61]

Pridavanim propolisu do nanovlaken se jiz zabyvalo n¢kolik védeckych tymu. Asawahame et
al. zvldknili pomoci jehly PVP s aditivem propolisu pro pouziti v tstni dutiné. Vysledky byly
testovany na inhibici Streptococaus mutans, kterou vykazovaly [63].

Pro scaffold s antibakteridlnimi vlastnostmi pripravili Kim et al. elektrostatickym zvlaknova-
nim z jehly nanovlédkennou vrstvu z polyuretanu adovanou propolisem v koncentracich 0, 5,
10 a 30 %. Kompozit je homogenni, zvySuje se hydrofébnost a antimikrobidlni aktivita. In
uitro studie prokazali ochotnéjsi rust na scaffoldu a doporucuji ho pro pouziti jako kozni kryt
[59].
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Adomaviciute ef al. zvldknovali PVP pomoci Nanospideru s propolisovou tinkturou a nano-
Casticemi stifbra pro rychlé uvolnovani v koznich krytech. Sledovali uvolnovani fenolickych
sloucenin. Vyrobeny material ma antimikrobidlni vlastnosti. V této studii nebyly provedeny
in vitro testy [64].

Bilginer ef al. elektrostaticky zvlaknovali z jehly vodny roztok PV A s pridavkem propolisové

tinktury (etanolové). Vrstva byla sit’ovana glutaraldehydem. S vyssim obsahem propolisu do-
Slo ke zvySeni kontaktniho thlu. Nebylo provedeno in uitro testovéani [65].

Stojko et al. pripravili nanovldkenné vrstvy pomoci jehlového zvlédknovéni z kopolymeru po-
lylaktidu a kyseliny glykolové u s ruznymi pomeéry kopolymert a s obsahem 5 a 10 % propo-
lisu. Studovali uvolnovani a degradaci materidlu, in viw testovani hojeni popélenin na
prasatech. Doporucuji nadéjny nanovldkenny kryci material s kontrolovanym uvolnovani

apiterapeutickych latek jako tc¢innéjsi ndhrady dosavadnich koznich kryta [66].

2.6 Vyroba nanovldken

Nanovldkna jsou definovand jako vldkna s primérem pod 1 mikrometr [22], jeden z jejich
rozméru je tedy v méfitku nanometra. Maji velky mérmy povrch, vytvorena vrstva je porézni
a lze je funkcionalizovat. Z duvodu bezpecnosti v mediciné se voli biokompatibilni ¢i biode-
gradovatelné materidly, které pti pripadné degradaci na rozméry délky v mikrometrech nejsou
rizikem pro burky, ani co se tyka kumulace [1].

Z hlediska prumyslové vyroby vede elektrostatické zvlaknovani (stroje Nanospider od firmy
Elmarco) a také odstredivé (napriklad stroje Cyclone od firmy Fiberio). Predpoklada se roz-
voj produktivni metody stridavého zvldknovéni [67]. Dalsi pripravy jsou specidlni, zatim v la-
boratornim méritky, a to samosestavovani molekul, syntéza Sablonou, sttihové (smykové)
zvldknovani, fdzova separace, tazeni (drawing). Také je mozné modifikovat meltblown (vyse

tekuté polymery, specidlni zvldknovaci hlava atd.).

2.06.1  Proces elektrostatického zvldknovani

V této praci bylo pouzito elektrostatické zvldknovéni. Jednd se o momentalné nejproduktiv-
n¢jsi metodu. Elektrostatické zvlaknovani je samoorganizovany proces vyroby nanovlaken
za pusobeni vnéjstho elektrického pole vysoké intenzity. Rozdéluje se na dva zakladni typy,
zvldknovani z jehly (kapilarni), kdy vznikd jedind polymerni tryska, nebo bezjehlové, tedy
z volného povrchu. Pti zvldknovani z volného povrchu dochdzi ke vzniku mnohocetnych

polymernich trysek a zvySuje se tak produktivita vyroby.
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Bezjehlové zvldknovani dobre ilustruje tyckova elektroda (viz Obréazek 8), coz je jednoduché
laboratorni zarizeni. Polymerni roztok (3) je privadén na elektrodu (2), kde za pusobiciho
elektrického napéti v radu kilovolta dochdzi k tvorbé polymernti trysky (3), ktera se ztencuje
a vyrobend nanovlakna (4) jsou zachytdvana na kolektor (5), kteryje uzemnény, nebo opacné

nabfjeny.

I- zdroj vysokého napéti,

2- kovova tyéka,

3- kapka polymerniho roztoku nebo taveniny,

4- vznikajici nanovlikna,

5- uzemneny kolektor zachytavajici nanovlakna.

Obrazek 8 - Elektrostatické zvlakiovani z tycky [68]

Vyuzivda se posloupnosti fyzikédlnich jeva: destabilizace volného povrchu polymerniho roz-
toku vede ke vzniku trysky, kterd md stabilni a bicujici cast, dochézi k vyparovani a vypuzo-
vani rozpoustédla vlivem zmensujictho se prumeéru a usazovani nanovldken na kolektoru.

Vlédkna se nespojuji diky odpuzovani stejnych naboju, které prechodné nesou [67].

Nanospider

Jedna se o prumyslovy stroj pro zvlaknovani nanovldken z volného povrchu polymerniho
roztoku v elektrostatickém poli, jde o prumyslové pouzivanou technologii. Dochazi ke spon-
tannimu tvoreni trysek z volné hladiny. Stroj Nanospider byl vyvinut na KNT tymem profe-
sora Jirsdka a patentovén [69] v roce 2004. Firma Elmarco stroj vylepsila a nyni se pouZiva
po celém svéte. Schéma zobrazuje Obrazek 9. Elektrody jsou struny (1 a 5) pripojené ke
zdrojum vysokého elektrického napéti. Na spodni zvldknovaci strunu je nanasen polymer
pomoci pohyblivého dédvkovactho zarizeni (2). Dochdzi k samoorganizovanému vzniku na-
novlaken (3). Vznikld vrstva (4) je odvadéna na spunbondové nosné textilii. Na laboratorni

NOAY

verzi tohoto stroje (o $ifi 0,5 m) probihal vyvoj popsany v této préci.
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Obrézek 9 - Schéma Nanospideru se strunovou zvlékiiovaci elektrodou [70]
1, 5 - strunova elektroda, 2 - ddvkovaci zarizeni roztoku, 3 - nanovldkna, 4 - nanovldkenna vrstva

Obrazek 10 zobrazuje zvldknovaci linku stroje NS 851600U. Pro predstavu vyrobce uvadi
parametry: vzdalenost elektrod v rozsahu 150 az 250 mm, rychlost previjeni od 0,2 do
40,0 m/min, roztok se davkuje ve vérce 60 L. Teplota pti zvldknovani je 20-30 °C a vlhkost
nejcastéji 2040 % RH, coz zajist'uje klimatizace. Stroj je schopny provozu 24 /7. Pro zékaz-
niky Elmarco dodéav4 stroje na miru, pro konkrétni polymer a dalsi poZadavky [71].

Obrézek 10 - Nanospider NS 851600U [72]

2.6.2  Parametry ovliviyjici elektrostatické zvldknovani

Polymerni roztok musi splnovat zdkladni parametryjako je polarizovatelnost molekul v elek-
trickém poli, mit vhodnou viskozitu pro stabilitu vldken pri zvldknovéni. Proces se skladd z
hydrodynamickych a elektrickych nerovnovéh [67, 73].

29



Zvldknitelnost zavisi na parametrech materidlu a procesnich podminkach. Mezi materialové
parametry patii typ polymeru, jeho struktura, molekulova hmotnost a polydisperzita, para-
metry roztokuy, jako jsou koncentrace, rozpoustédlovy systém (rychlost odparovéni, rozpust-
nost polymeru), vlastnosti pridavanych aditiv, elektricka vodivost roztoku, povrchové napéti,
viskozita ad. Procesni podminky zahrnuji pouZité elektrické napéti, vzdalenost mezi elektro-
dami, klimatické podminky (teplota a vlhkost), rychlost ddvkovani roztoku, rychlost vyparo-
véani rozpousteédel, i vlastnosti nosného materidlu (ktery musi byt alespon castecné vodivy)

[74, 75].

Materidlové parametry
Molekulovd hmotnost polymeru udava stredni délku retézcu, ktera neni uniformni, jeji roz-

v s v

ptyl se popisuje pomoci polydisperzity. Vyssi molekulovda hmotnost polymeru ma vyssi vis-

kozitu a lze ji zvldknovat pri niz$i koncentraci, protoze fetézce jsou delsi a i pfi mensi

koncentraci zistavaji retézce v dostatecném kontaktu, aby vytvorili vldkno [75].

Snizovanim koncentrace roztoku dochdzi ke snizovani viskozity a snizovani poctu kontaktu
retézci. Bez dostatecného kontaktu fetézcu se vlivem povrchového napéti (které zvlakno-
véani obecné brani) zacinaji tvorit kordlkové vady, které dalSim sniZovanim koncentrace pre-

chézeji v elektrospraying, rozprasovani [75].

Rozpousteédlovy systém je dulezity z hlediska rozpustnosti polymeru. Dobrd rozpoustédla
polymer zcela solubilizuji, zatimco nerozpoustédla zpusobi zmenseni objemu prostoupe-
ného polymerem (tzn. srazeni). Zjistit, zda je rozpoustédlo vhodné, je predikovatelné diky
modelum. Napriklad Hansenovy parametry zohlednuji interakce poldrni, v dusledku disperz-
nich sil a vodikovych mustka. Dany polymer pak ma podle svych chemickych parametra
polohu v prostorovém grafu, coz je stfed tzv. rozpustnostni koule. Pokud parametry roz-

poustédlového systému lezi uvnitt, 1ze predpokladat, Ze vznikne roztok [67, 76].

Vodivost roztoku ovliviiyje jednak tvorbu Taylorova kuzele a pocétek zvldknovani, ale ma
také vliv na pramér vlaken a jejich uniformitu. ZvySovani vodivosti roztoku sniZuje prameér
vlaken. Samotné polymery byvaji Spatné¢ vodivé, vodivost proto zajist'uje rozpoustedlovy

systém ¢i aditiva.
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Procesni podminky

Pouzité elektrické napéti ma vliv na deformaci povrchu roztoku. Pii nizkém elektrickém na-
peti prevazuji sily povrchového napéti, pri kritickém elektrickém napéti (specifické pro kazdy
roztok) vznikd Taylorav kuzel, déle stabilni polymerni tryska. Pti zvySovéani intenzity elek-
trického pole dochazi ke zrychleni procesu (vypuzovani rozpoustédel), pramér vldken klesa.
Nizsi elektrické napéti ale prodluzuje cas letu trysky, vznikaji proto hladsi vlakna [74]. Pokud
dojde k prilisnému navySeni elektrického napéti, muze dojit k vytazeni vysstho objemu

trysky, coz je ale doprovéazeno zvySenim prumeéru vlaken.

Vzdalenost elektrod je nutné nastavit tak, aby vldkna na kolektor dopadala suchd (rozpous-
tedla jsou dostatecné odparend) a dostatecné vydlouzend (bicovanim). Jednoznacny smér
vlivu zde neni patrny, jsou zndmé piipady zvySovani i snizovani prameru vldken. Na prilis
malé vzdélenosti se rozpoustédlo odpati nedostatecné, coz muze vést az k vyrobé folii. Na
prilis velké vzdalenosti muZe dojit k neusazovéni vldken na kolektor. Také parametry a tvar
kolektoru jsou dulezité pro vytvareni nanovlakenné vrstvy. Vhodnym nastavenim lze vytva-

et i orientovana vldkna.

Proces je ovliviiovan také klimatickymi podminkami. Vzdusna vlhkost ovliviiyje vyznamné
zejména vodorozpustné polymery. Pri vysoké vlhkosti dochazi ke Spatnému vyparovani roz-
poustédla. Ovsem pfi priméreném zvySeni vihkosti dochazi k lepsimu procesu zvlaknovani
a snizeni prameru vldken. Napriklad Pelipenko et al. sledovali nanovldkna PV A, ktera sniZila
pramér z 667 nm na 161 nm pri zvySeni vlhkosti z 4 % na 60 % RH [77].

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

rych efekta nedavaji ndvod pro vyrobunanovldkenné vrstvy, coz zustava tikolem technologa.

2.6.3  Funkcionalizace nanovldken

Pri elektrostatickém zvldknovani mohou vznikat rizné morfologie (Obrazek 11). Porézni
vldkna lze pripravit vyzitim vice rozpoustédel s rozdilnou tékavosti nebo bikomponentni
zvlaknovéni s ndslednym vymyvanim. Orientace nanovlaken se vytvari pomoci usporadani
elektrod, ¢i specidlnimi kolektory. Také k orientaci muze prispivat rotujici kolektor. Nano-
vlakenné prize vznikaji zakroucenim svazku nanovlaken, lze také obalovat klasickou prizi

nanovlékny a vyrdbét kompozit. Koaxidlni zvlaknovani dvou roztoka probihd napr. v uspo-
radan{ jadro-plast’, i kdyz presnou morfologii zatim nelze zcela dokazat. [78].

31



koaxialni
nanovlakna

orientovana
nanovlakna nanovlakna

” — -
\ ) ) =
;Q §
v

nanovlakenné prize

\Y@ :a‘%if-"i‘s#@\.‘.t

Obrézek 11 - Ruzné morfologie nanovlaken vznikajici v zavislosti na vyrobnim procesu [79]

Velky mérmy povrch nanovlaken je vhodny pro funkcionalizaci. Podil molekul na povrchu je
mnohem vétsi, neZ je bézné u klasickych materidlu. Na povrchu se tak miZze nachazet mnoho
potencionadln¢ vaznych mist, kterd Ize modifikovat. Pti funkcionalizaci celého polymeru, se
velkd ¢ast objevi pravé na povrchu, pripadné lze vyuzit degradace materidlu a postupného
uvolnovani latek. Metody modifikace jsou fyzikdlni (vysokoteplotni, vysokoenergetické),
chemické (chemické depozice, za mokra) a biotechnologické (enzymatické) [79].

Zékladni nanovlakna mohou byt nejprve zvldknéna, a poté ddle upravovana napt. plazmou,
roztokem nebo enzymaticky podle Obrazku 12 A, kdy dochéazi rovnou k navazani pozado-
vané latky. Pokud to nelze provést v jednom kroku, povrch se aktivuje a poté dochézi k na-
véazani pozadovanych latek, jak ukazuje 12 B. Dalsi pristup je zvldknovani jiz modifikovaného
roztoku a zvldknovani s aktivnimi latkami (12 C), je nutna jejich stabilita pfi procesu zvlékmno-

&ni [79].

Vhodny postup se vybira s ohledem na konkrétni l4tky, jejich chemickou strukturu, reaktiv-

nost a ochotu ke zvldknovéni, stejné tak na stabilitu v procesu. MoZnosti je mnoho.
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Obrazek 12 - Zpusoby modifikace povrchu nanovléken, upraveno podle [79]
A - chemickd tprava, B - mezikrok aktivace, C - modifikace roztoku

33



3 Prakticka céast

V této praci byly pripraveny materidly pro biodegradovatelné kozni kryty ran. Pro idedlni
funkci byl navrhovan kompozit, a to z davodu lepsi prilnavosti k ran¢ a docasné ochrany
proti vnéjsim vlivim v misté poskozeni kuze. Diky biodegradovatelnému materidlu nebude
dochazet k naruseni hojeni vyménovanim krytu spojenym s poskozovanim nove vznikajici

tkané.

Zvyseni adheze ke spodin¢ rany bylo docileno pomoci hydrofilntho polymeru PVP. Docasna
mechanickd ochrana byla zajistovana biodegradabilnim GP-PUR, coZ je novy medicindlni
polymer. Pro dosaZeni synergie bylo nutné optimalni spojeni téchto dvou materidli ve formé

nanovlakennych vrstev vyrdbénych elektrostatickym zvlaknovanim na zarizeni Nanospider.

E xperimenty se zabyvaly skdlovanim a vyrobou nanovldkennych vrstev. Ke spojovani byly
pouzity metody soucasného zvlaknovani dvou roztoku (experiment 1), zvldknovani smési

(experiment 2) a zvldknovani samostatnych vrstev s ndslednou laminaci (experiment 3).

Pro dosaZeni lepSich terapeutickych vlastnosti byly materidly adovany. A to vrstva PVP j6-
dem, protoZe se jedna o pouzivané dezinfekcni cinidlo, zejména ve spojeni s PVP. Pro lepsi
podporu hojeni byl do vrstvy PUR priddn propolis, coz je tradicni prirodni apiterapeuticka
latka. S aditivy byly zopakovéany experimenty 2 a 3 (pod oznacenim experiment 4). Pridavéani
aditiv bylo zajimavé z technologického hlediska, protoze dochazi k ovliviiovani zvlaknova-

ciho procesu.

Vyrobené vrstvy byly charakterizovdny obrazovou analyzou pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie a mérenim kontaktniho thlu s destilovanou vodou. Kvalitativni obsah latek byl
vyhodnocen pomoci infracervené spektroskopie FTIR, Ramanovy mikroskopie a analyzy
EDS. Pro ovéreni biologické kompatibility byly provedeny testy cytotoxicity extrakti mate-

ridlu a také testovani in vitro s bunécnou linii.

Pro lepsi orientaci ctenare byly kroky shrnuty nésledujicimi grafikami. Na Obrézku 13 je
zobrazeno schéma postupu vyroby a testovani materialu, Obrazek 14 znazornuje obsah pro-

vedenych experimentu.
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Obrézek 13 - Schéma jednotlivych kroki postupu v této préci
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Obrazek 14 - Schéma provedenych experimentu

35



3.1 Materidly a metodika
V této kapitole jsou popsany pouzivané materidly, duvody vybéru a jejich ptiprava. Jsou zde
uvedeny pouzité pristroje a metody. Biologické testovani je pro celistvost oddéleno a zmi-

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

3.1.1  Vybér materialu

Pro potencionalni kozni kryty byla pouZita nanovldkenna vrstva, kter4 je pro danou aplikaci
vhodnd, coz je podloZeno literarni reSersi (viz kapitolu 2.3). Polymerni materidly jsou
popséany v kapitole 2.4. Na KNT TUL je v soucasnosti vyvijen Nanotardis, coZ je biodegra-
dabilni kozni kryt z PCL [1, 32]. Pravé prochazi pokrocilou fézi klinického testovani.

PouZivané materialy

Pro zlepSeni adheze ke spodin¢ rany byl pouzit hydrofilni polyvinylpyrrolidon o dvou raz-
nych molekulovych hmotnostech (PVP, 360 000 g/mol a 1 300 000 g/mol, Sigma Aldrich).
PVP je inertni polymer, a byl vybran také proto (napriklad misto PV A), protoZe je zdkladem
jodovaného povidonu (napt. pripravku Betadine), zde je také spojitost s pridavanim jodu,
ktery ma dezinfekcni tcinky. E xperimenty se zvlaknovanim PVP jsou napriklad ve studiich
Adomavicute et al., Utkarsh et al., Shitole et al., Sebe et al. [56-58, 64, 74] a dalsi.

Ochranna vrstva byla z biodegradabilntho polyuretanu (GP-PUR, v praci oznacovan jako
PUR, s molekulovou hmotnosti 600 000 g/mol, Wilens). Jedna se o novy polymer, byl vyvi-
nut pro biodegradabilni potahy gastrointestinalnich stenti. Obsahuje tseky polykaprolak-
tonu, coZ je dobfe zndmy a v tkanovém inZenyrstvi pouzivany polymer. Pfi vyjrobé PUR byl
pouzZit polytetrahydrofuran, 1,4-butandiol, polyethylenoxid a hexamethylendiisokyanat. Vy-
robce uddvd max. deformaci 1 700- 2 700 %, Younguv modul <10 MPa, nasakavost vodou
po 24 h 2-8 hm. %. V kompozitnim krytu by mél zajist’ovat ochrannou funkci do jeho de-
gradace. V kyselém prostredi (pH 2,4) degraduje za 7 dni, ve fyziologickém pH (7,4) je to
potom vice jak 147 dni podle prace Bartosové [49] pri testovani planarnich vzorka ve forme
folii. Vrstva polyuretanu byla obohacena o propolis, coz je prirodni spektrum latek produ-
kovanych véelami, pouzivany jiz od starovéku. Motivaci je vzestup prirodniho lékarstvi a
osobni angaZovanost autorky. D odén byl pevny homogenizovany vzorek z Vyzkumného ts-

tavu vcelarského v Dole, ze kterého byl pripravovéan extrakt.
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3.1.2 Ptiprava roztoka

Polymerni roztoky byly pripraveny navaZenim uvedenych hmotnostnich procent na analytic-
kych vahach, v uvedeném rozpoustédlovém systému. Pouzivand rozpoustédla byla etanol
(96%, denaturovany 1 % isopropanoly, Technisolv), chloroform (stabilizovany 1 % etanolu,
Penta Chemicals), kyselina octova (99%, Penta Chemicals). Rozpoustédlovy systém CHEKO
predstavuje pomér 8:1:1 chloroform: etanol: kyselina octova.

Roztoky byly za laboratorni teploty michdny magnetickych michadlem do tpného rozpus-
téni, 24 hodin predem. Takto pripravené roztoky byly ihned elektrostaticky zvlaknény.

Priprava propolisu probihala rozpousténim hrudek z tlu. Homogenizace byla provedena
z velkého objemu propolisu z ceskych 1lu i z razného obdobi. Skladovéno bylo v temnu,
suchu a chladu. Tradi¢ni propolisova tinktura je etanolova (vyrobend z dostupného lihu na
volném trhu). Vyhodou je bezpecnost etanolu pro vnéjsi uziti a 70% vodny roztok se pouziva
jako dezinfekce [80]. ProtoZe propolis obsahuje velké mnozstvi latek [60], jsou také roz-
pustné v Sirokém spektru rozpoustédel, pouzivaji se i dal$i (napt. DMSO [81], chloroform
[66]). Vzhledem k rozpoustédlovému systému PUR, autorka vytvorila vyluh propolisu v roz-

poustédlech chloroform a etanol 4:1. K rozpousténi dochédzelo za michani a v temnu. Poté

byl roztok prefiltrovén.

Priprava jodu (pevny, Cistota nad 99,8 %, Sigma Aldrich), skladovany uzavieny v temnu a
chladu, spocivala v rozpusténi za laboratorni teploty a michéani ve zvlaknovacim roztoku. Na

vyrobu jédovaného povidonu v této praci nebyl prostor.

3.1.3  Meéfeni viskozity a vodivosti

Pro stanoveni kvalitativnich vlastnosti roztoku bylo provedeno méreni dynamické viskozity
na rotacnim viskozimetru RotoVisco 1 (Haake) s vyhodnocenim pomoci softwaru
RheoWinJob. Méreni probihalo za konstantni teploty 21,6 °C. Bylo provedeno 5 méreni, ¢i
mén¢, pokud doslo k dosazeni 2 stejnych vysledka podle protokolu. Vysledek je uvadén jako

pramér + smérodatnd odchylka.

Na priistroji Con 510 (Eutech Instrumens) se sklenénou meérici sondou K10/6MMS bylo
provedeno orientacni méfeni vodivosti roztoka. Teplota méfeni byla 20,4 °C. Hodnoty
slouZi k hodnoceni zvlaknitelnosti. Tyto parametry (spolu s dals$imi) byly pozorovény i na

prub¢hu samotného elektrostatického zvlaknovani.
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3.1.4 Elektrostatické zvlaknovani

Nanovldkenna vrstva byla vyrdbéna metodou bezjehlového elektrostatického zvlaknovani.
Byl pouZivan stroj Nanospider (Elmarco) v laboratornim provedeni NS 1WS500U (Obréazek
15A) se zvldknovaci strunovou elektrodou, a také v konfiguraci dvou strun v experimentu 1.

Klimatické podminky zajiSt'uje klimatizace NS AC 150 (Elmarco).

Pro testy o mensi spotfebé polymeru a testovani aditiv bylo pouzito zvlaknovani z tycky
(Obréazek 15B). Jedna se také o zvldknovani z volné hladiny roztoku. Jako nosna textilie byl
v obou pripadech pouzit polypropylenovy spunbond.

A B

Obrézek 15
A - laboratorni Nanospider, B - zvldkfiovani z tyCky

3.1.5 Skenovaci elektronova mikroskopie

Vizudlni hodnoceni vrstev bylo provddéno pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
Vega 3 SB Easy Probe (Tescan). Pro optimélni vodivost povrchu byly vzorky povrstveny
10 nm zlata v pristroji Q150ES (Quorum Technologies). Na pristroji byla také provedena
EDS analyza prvka. Méreni praméru vldken probihalo pomoci softwaru ImageJ. Z 200 mé-

reni prameru ze snimka byl urcen prameér a 95% interval spolehlivosti.

3.1.6 FTIR a Ramanova mikroskopie

Méreni vrstev pomoci analyzy infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FTIR) probihalo na pristroji Nicolet iZ10 (Thermo Fisher) technikou zeslabeného tipIného
odrazu z diamantového krystalu (ATR). Ramanova mikroskopie probihala na Raman DXR
mikroskopy (Thermo Fisher) s laserem o vinové délce 532 nm.
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3.1.7 Meéfeni kontaktniho thlu

Kontaktni thel byl méfen pomoci goniometru See system 6.2 (Advex Instruments). Vzorky
byly pripravovéany na podloZni sklicko v konfiguraci sklicko, dve vrstvy méreného materidlu,
prichycené ze strany izolepou, aby nedochazelo k ovliviiovani méreni. Poté byla mikropipe-
tou nadavkovana kapka destilované vody o objemu 5 pl. Uhel byl odecitan po 1 s po dosed-
nuti kapky na povrch, pocet mérfeni je pet. Vysledek je uvadén jako aritmeticky pramér +

smérodatna odchylka.

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

U dat zobrazenych pomoci krabicovych grafu (boxplot), tzv. vousy zndzornuji minimum a

maximum, krabice potom horni a doIni kvartil, uvnitt je zndzornén median.

U sloupcovych grafu, pokud neni uvedeno jinak, zobrazuji chybové tsecky smérodatné od-
chylky. U praméru vldken se jednd o 95% interval spolehlivosti.

Nameérené hodnoty praméra vldken byly statisticky hodnoceny. Pred parametrickymi testo-
vanimi bylo zkontrolovano rozloZeni dat pomoci D “Agostinova Pearsonova testu normality.
Pro data bez normélniho rozloZeni, jako je tomu zde, byl pouZzit neparametricky Kruskal-
Wallisuv test. Statisticky signifikantni zmény byly akceptovany na hladiné vyznamnosti
p =0,05.

3.2 Experiment 1: Skdlovéni a vyroba dvouvrstvého materialu soucasnym zvlakfio-
vanim dvou roztoku

V experimentu 1 byla provedena vyroba materidlu ze dvou oddélenych roztoku zvlaknova-

nych soucasné, byly feSeny dil¢i problémy a vzorovani zvldknovanim z tycky. Vyhodnoceni

probé¢hlo pomoci SEM.

Nejprve, po vybéru materidli, bylo provedeno skdlovani zvldknovacich roztokua a nastavo-

véani procesnich parametru, jako je naptiklad vzdalenost elektrod, elektrické napéti, teplota a

vlhkost. Zejména u PUR, protoZe se jedna o novy typ polymeru. Z doporucené pocatecni
koncentrace 4 hm. % roztoku v rozpoustédlovém systému CHEKO bylo prfistoupeno
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k5 hm. %. V pripadé¢ PVP o molekulové hmotnosti 360 000 g/mol byla pocatecni koncen-
trace 12 hm. % roztoku v etanolu, urcena na zakladé¢ vysledka predchozich experimenti na

KNT. Byla pozorovana dobra zvlaknitelnost.

Tyto dva materidly poté byly zvldknény soucasné ve dvoustrunové konfiguraci elektrod na
laboratornim Nanospideru. Tento postup se pouzivad v prumyslové vyrob¢, kde je bézné po-

uzivani vice strun. Usporadani zobrazuje Obrazek 16. Procesni parametry uvadi Tabulka 1.

Obrézek 16 - Elektrostatické zvldknovani dvou ruznych roztoki z dvou strun na zafizeni Nanospider

Tabulka 1 - Parametry zvldknovéani na Nanospideru

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

Elektrické napéti [kV] -10 50
Odvédéci rychlost [mm/min] 10

Prameér pruvlaku [mm] 0,6

Vzdélenost elektrod [mm] 200

Teplota [°C] 22

Relativni vzdusna vlhkost [%] 50

Nejprve byla vyrobena zdkladni vrstva PUR, za tcCelem dostatecné kryci vrstvy. Nésledné
byla tato vrstva povldknéna obéma polymery pii soucasném zvldknovéani z oddélenych za-

sobniku. Pri zvldknovani bylo zjisténo, Ze vyrobnost PVP byla mnohem vyssi a pfevazovala
nad vyrobnosti PUR.
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Po sundani vrstvy vyrobené na Nanospideru a pti nezbytné manipulaci se dil¢i vrstvy ihned

zacaly oddélovat, doslo k nedostatecnému spojeni (viz Obrazek 17).

Obrézek 17 - Vyrobena vrstva (oddéluje se)

V reakci na tento experiment (a dil¢i problémy s nastavenim stroje v prubéhu zvlédknovani)
bylo navrhnuto, Ze bude vyrovnan rozdil vyrobnosti. Bylo proto pristoupeno ke snizeni kon-
centrace PVP s cilem sniZeni vyrobnosti, aby se mohl 1épe projevit efekt soucasného zvlékno-
véani. Pro zachovani zvlaknitelnosti PVP byl pouZit polymer s vyssi molekulovou hmotnosti,
pouwzivany také ve studii Utkarsh et al. [74], a bylo provedeno vzorovani o hmotnostnich
koncentracich 10 %, 7,5 % a 5 % v etanolu, porovnévané s puvodnim 12% roztokem. N&-

sledné¢ také hm. koncentrace 5%, 6% a 7%. Tyto experimenty probéhly v mensim méritku

na laboratornim zvléknovani z tycky.

3.2.1 Vysledna morfologie
Na SEM snimcich (Obréazek 18) bylo ovéreno, Ze spodni vrstva byla PUR (A) s typickou
morfologii, a vrchni vrstva se vice podobala samotnému PVP (B), coZ bylo dano

zejména vyssi vyrobnosti. Tato skutecnost byla ovérena kompletnim rozpusténim vzorku ve

vodé.

Pro vyrovnéni vyrobnosti byl vybran vysokomolekuldrni PVP. Na Obrazku 19 jsou vysledky
vzorovani vrstev, 5 hm. % koncentrace byla nedostatecné visk6zni. Byla zvolena koncentrace

6 hm. % PVP.
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Bohuzel v této dobé¢ doslo k epidemiologickym omezenim a experimenty musely byt odsu-
nuty. Nakonec, i kvuli predchozimu sledovanému procesu vyroby, kdy nedochézelo k miseni

vznikajicich nanovldken, bylo rozhodnuto touto cestou nepokracovat.

Vv,

Obrazek 18 - méritko 100 pm a 10 um
A - vrstva PUR, B - vrchni vrstva PVP

SEMNY 00V
SEM MAG 500 ax

Obrézek 19 - SEM PVP molekulova hmotnost 1 300 000 g/mol, méfitko 10 pm
A-10hm. %,B-75hm. %,C -6 hm. %

42



3.3 Experiment 2: Vyroba blendu

V experimentu 2 byl kompozitni materidl vyrdbén jednokrokoveé z jednoho roztoku obsahu-
jictho oba polymery. Vysledky byly testovany pomoci SEM a prob¢hlo méteni kontakiniho
thlu.

Autorka navrhla pouzit blend (smés), tedy pouzit jeden roztok s obéma polymery ve stejném
rozpoustédlovém systému. PVP je velmi dobfe rozpustny polymer (viz kapitolu 2.4.3). Prak-
tické ovéreni zvldknitelnosti pro PVP probé¢hlo zvldknovanim z tycky v rozpoustédlovém
systému CHEKO. Byl vyuZit v etanolu navzorovany vysokomolekuldrni PVP, ktery se ukéazal
byt dobre zvldknitelny. Na rozdil od molekulové hmotnosti 360 000 g/mol, jehoZz roztok byl
velmi viskézni. Poté byly provedeny experimenty s blendy PVP:PUR v raznych pomérech.
Z jednoduchého vzorovani tff poméru obsahoval nejméné vad blend 1:1. Jako hute zvldkni-
telny zde vystupoval PUR, morfologii zobrazuje Obrazek 20. Tabulka 2 zobrazuje parametry
provedeného zvldknovani z tycky.

Tabulka 2 - Parametry zvlakiovani z tycky

Polymery PVP 6 hm. %(,) nebo 12 hm. %
aPUR5 hm. %

Rozpoustédlovy systém CHEKO

Elektrické napéti [kV] 20

Teplota [°C] 20

Relativni vzdugna vlhkost [%] 32

Vzorek ¢. 1 PVP 6 %

Vzorek ¢. 2 PVP 12 %

Vzorek ¢. 3 PUR 5 %, 23 kV

Vzorek ¢. 4 1:1 blend

Vzorek ¢. 5 1:2 PVP

Vzorek ¢. 6 1:2 PUR

Po zhodnoceni vysledki zvlaknovani z tycky bylo pristoupeno k vyrobé na Nanospideru. Na
Nanospideru byl zvldknovan pouze blend 1:1 PVP:PUR, za podminek uvedenych v

Tabulce 3.
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Tabulka 3 - Parametry zvldknovéani na Nanospideru

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

Elektrické napéti [kV] -10 499
Odvadéci rychlost [mm /min] 5

Pramér pravlaku [mm] 0,6

Vzdalenost elektrod [mm)] 200

Teplota [°C] 22

Relativni vzdusna vlhkost [%] 50
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Obrézek 20 - SEM snimky blendu PVP a PUR zvlakiovanych z tycky v raznych pomérech.
Vzorek ¢. 4 - Smés 1:1, ¢. 5 - 1:2 PVP, €. 6 - 1:2 PUR jako v Tabulce 2, méritko 100 pm
Pro zvldknovani na Nanospideru byla vybrdna smés obou polymera v poméru 1:1 pro
5 hm. % PUR a 6 hm. % PVP. Praméry vlaken vyrobené vrstvy maji pramérné 776 nm, 95%
interval spolehlivosti je mezi 719 a 834 nm. Namérena data zobrazuje Graf 2. Vrstva byla

homogenni, vldkna hladkd (Obrazek 21). Z manipulace nebylo patrné odd¢lovani vrstev.
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Obrézek 21 - SEM snimky vrstvy blendu Graf 2 - Krabicovy graf priméra
vlaken vrstvy blendu, n=200
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Obsah obou polymeru byl stanoven jednoduchym pokusem, vloZenim vzorku vrstvy do ka-
dinky s vodou. Tam doslo k rozpusténi PVP, které bylo podpofeno zamichdnim. Nedoslo
k rozpusteni celé vrstvy a vrstva byla soudrznd, tudiz plosnd hmotnost PUR byla dostatecnd.
Presné stanoveni je moZzné provést s vazenim naprosto vysuSenych vzorku, v této préci bylo

planované, ale kvuli casovym davodum nebylo provedeno.

3.3.2  Vysledky méreni smacivosti
Vrstva obsahovala nanovlékna z vodorozpustného PVP i vice hydrofobniho PUR. Pramérny
thel smaceni byl 66 stupnu se smérodatnou odchylkou 20 stupnu. Obsahovala mista hydro-
fobni i hydrofilni, podle konkrétniho mistniho rozloZeni polymeru, které je ndhodné. Dan4
metodika predpokldadd homogenni vrstvu, kdezto unanovldken dochézi ke kapildrnim jevam,
které prispivaji hydrofilnimu efektu.

3.3.3  Vliv rozpoustédlového systému na vlastnosti roztoku PVP

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

Pti vyrobé smési, a tedy se zménou rozpoustédlového systému na CHEKO, byl pripraven
nejprve roztok vysokomolekuldarnitho PVP, ktery byl dobre zvldknitelny. Protoze jiz nebylo
treba vysoké molekulové hmotnosti, autorka vyzkousela nédvrat k puvodnimu PVP o nizsi

molekulové hmotnosti. Ale doslo k vyraznému narustu viskozity.

Bylo provedeno méreni viskozity a vodivosti. Viskozita byla mérena pri 21,6 °C. Roztoky o
koncentraci 6 % mély viskozitu 19,9+0,4 mPas (etanol) a 36,0+2,8 mPa's (CHEKO).
U 12% roztoku PVP v etanolu se jiz viskozita o rad zvysila 212,6+ 3,4 mPa's. Néarust u 12%
PVP v CHEKO byl markantni, viskozita se zvysila na 1 221+ 155 mPa-s. Nejvyssi vodivost
m¢él 12% roztok PVP v etanolu. Méreni spolu s parametry jsou shrnuty v Tabulce 4.
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Tabulka 4 - Parametry roztoku PVP

hm. koncen- n;l(r)rllekulova rozpoustedlovy vodivost dynamicka vis-
trace PVP otnost systém [US/cm] kozita [mPars]
[g/mol]
6% 1 300 000 etanol 3,6+0,99 19,9+0,3
12% 360 000 etanol 5,8+0,68 212,6+3,2
6% 1 300 000 CHEKO 3,2+0,53 36,0+2,8
12% 360 000 CHEKO 2,9+0,21 1221+155

ProtozZe se jednd o totozny polymer, ktery se lisi pouze délkou retczce, lze tu pozorovat vliv
rozpoustédlového systému. A vétsi vliv zde md koncentrace, oproti molekulové hmotnosti.
U kratstho retézce ve vyssi koncentraci dochazi k vyrazné interakci se systémem CHEKO,
které je doprovazeno markantnim zvySenim viskozity, ke kterému u delstho retézce v nizsi
koncentraci tolik nedochézi. Se zvySenim viskozity nedochdzi k navySeni vodivosti, roztok

proto nezvlaknuje.

Rozpustnosti a zvldkinovanim PVP (360 000 g/mol) se zabyval také Nasouri ef al. [82]. Za-
jimavé je, Ze pri koncentraci 14 hm. % bylo PVP zvlaknitelné z etanoly, nikoli chloroformu
(spraying) pfi zvldknovani z jehly o praméru 0,7 mm, za elektrického napéti 17 kV na vzda-
lenost 15 cm. Chloroform a etanol jsou ve studii oznacena jako Spatnd rozpoustedla podle
vypoctu Hansenovych parametru. I vhodnou kombinaci vice nerozpoustédel Ize docilit roz-

pustnosti [76].

34 Experiment 3: Laminace
V experimentu 3 byly vyrobeny na zarizeni Nanospider samostatné vrstvy a nasledné¢ byla
v dal$im kroku provedend jejich laminace. Charakterizovdno bylo pomoci SEM a méreni

smécivosti metodou kontakiniho thlu.

Pri podminkéch uvedenych v Tabulce 3 v kapitole 3.3 bylo také zvlaknéno samostatné PVP
a PUR. Pruméry vldken PVP meélo vétsi nez PUR, prumér byl 818 nm s 95% intervalem
spolehlivosti mezi 764 a 873 nm. Graf 3 zobrazuje naméfené hodnoty PVP, Obréazek 22
zobrazuje morfologii vrstvy. Vrstva PVP byla pomérné homogenni, objevovaly se na ni také
velmi jemna vldkna, kterd vyznamné zvysuji meémy povrch vrstvy.
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Obrézek 22 - SEM vrstvy PVP, méiftko 100 pm a 10 pm Graf 3 - Krabicovy graf pru-

méry vlidken PVP, n=200

PUR m¢lo prameéry vldken 687 nm s 95% intervalem spolehlivosti mezi 639 a 736 nm. Vrstvu
se podarilo vyrobit s pravidelnou strukturou, obsahovala pouze drobné vady ve forme sple-
tencu, které jsou pro tento polymer typické (Obrazek 23). Objevovaly se zde i mikronova
stuzkova vldkna, pro vrchni funkci krytu byla tato vlakna spiSe prinosem, jelikoz vrstvu zpev-

nuji. Namérené hodnoty praméra vlaken jsou v krabicovém Grafu 4.
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SEM MAG: 500 x Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE PUR
Obrézek 23 - SEM vrstvy PUR, méiitko 100 pm a 10 ym Graf 4 - Krabicovy graf priméra

vldken PUR, n=200

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

Parametry procesu byly: teplota 60 °C, rychlost odtahu 9,2 m/min, bez pritlaku (hodnota
nastavena na -0,2 N /cm?). Doslo ke spojeni vrstev bez zmény rozméru. Pro kontrolu mor-

fologie byla pouzita analjza SEM a bylo zhodnoceno, Ze nedoslo k znehodnoceni vldkenné
struktury.
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3.4.1 Vysledna morfologie

Vrstvy byly viditelné teplem deformované, ale vldkenny charakter zustal zachovan, jak uka-
zuje Obrazek 24. Vrstva byla kontrolovéna z obou stran. Na Grafu 5 je vidét rozloZeni pra-
meéru vldken. U laminované vrstvy PVP byl pramér 827 nm, s 95% intervalem spolehlivosti
mezi 762 a 892 nm, pro laminované PUR 791 nm, s 95% intervalem spolehlivosti mezi 731

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

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

Obréazek 24 - SEM laminace
A - strana PUR, B - strana PVP
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Graf 5 - Prumér vldken laminované PUR a laminované PVP, n =200

3.4.2  Vysledky méreni smacivosti

Vyrobena vrstva PVP byla velmi hydrofilni. Po kdpnuti kapky destilované H,O ihned do-
chazi k vstrebani vrstvou a okamzitému rozpusténi polymeru. Obrézek 25 byl porizen pri
meéreni kontaktniho thlu. Prabéh vsakovani byl velmi rychly, pouzivanou kamerou nezachy-
titelny. Kontaktni tihel byl konstantnich 0 stupnu.
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Obrazek 25 - Vrstva PVP smécend kapkami destilované vody

Samostatna vrstva PUR m¢la vysledny kontakini thel na hranici hydrofébnosti/hydrofil-
nosti. Ackoliv je strukturou vice hydrofobni, morfologie vldkenné vrstvy zpusobuje lepsi

smacivost vodou. Naméreny thel byl 87+13 °.

Tyto vrstvy byly zalaminovéany. Ze strany PVP byl naméreny thel stéle 0 stupnu. Dochazelo
k intenzivnimu vsakovani vody do plochy. Ze strany PUR byl vysledny kontaktni tihel pre-
vazné hydrofobni, 96+ 15 °.

3.5 Experiment 4: Aditiva

Pridani podpurnych aditiv do vlakenné vrstvy bylo provedeno z pripravenych extraktu pro-
polisu a pevného jédu do roztoku polymeru. Vyslednd smeés byla zvlaknovana z adovaného
roztoku. Obsah latek byl pocitan jako hmotnostni podil vztazeny k polymeru.

Nejprve bylo provedeno vzorovani z tycky, pro jéd v koncentracich 5 a 10 hm. %, s propo-
lisem 5, 10, 20 a 30 hm. %, byly tispéSné nalezeny parametry pro zvlaknovani danych roztokua.
S jodem byla také pripravena max. koncentrace 185 hm. % zvldknovand v digestori, doché-
zelo ale pouze k elektrosprayingu. Pro dalsi experimenty byla vybrdna jedna koncentrace a
vrstvy byly vyrobeny na Nanospideru a dale testovény.

Vyse uvedené experimenty 2 a 3 byly provadény také s adovanymi roztoky. Pro vyrobu
v ramci této prace byly zvoleny koncentrace jodu 5 hm. %, protoZe staci mald koncentrace
pro dezinfekcni, ale nikoliv leptavé tcinky. J6d byl pridavan k PVP. Propolisu bylo pridano
20 hm. %, aby byly sledovény terapeutické ticinky a efekt vy$si koncentrace na zvldknitenost,
kterd byla v malém meéritku proveditelnd; také byla predpoklddana lepsi detekovatelnost ob-
sahu aditiva ve vrstve. Propolis z extraktu v chloroformu a etanolu (4:1) byl pfidan k PUR a
blendu.
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3.5.1 Vysledna morfologie

PVP s 5 hm. % obsahem elementarniho jédu (PVP I) byl zvlaknovany na Nanospideru za

podminek uvedenych v Tabulce 3 v kapitole 3.3. Hodnota prameéru vldken byla pramérné

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

meéru vldken, vrstva obsahovala velmi mnoho jemnych vldken. Graf 6 zobrazuje naméfené

hodnoty a morfologie je na Obrazku 26.

WD: 14.59 mm WD: 14.59 mm
Det. SE - 9. Det: SE

Obrazek 26 - SEM vrstvy PVP s jédem
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Graf 6 - Krabicovy graf priméra
vlaken PVP I, n=200

Rentgenovou analyzou EDS byla potvrzena pritomnost jodu ve vrstve, jehoz vysledky jsou

na Obrazku 27. Byla také provedena Ramanova mikroskopie, uvedené vysledky jsou v nésle-

dujici kapitole.

0. Analyza rentgenovych dat byla Gspé3né dokonéena a vysledek analjzy je sprévny.
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Obrazek 27 - EDS vrstvy PVP s jodem
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Vrstva PUR s obsahem 20 hm. % propolisu (PUR P) m¢la vldkennou strukturu, ale na rozdil
od cisté vrstvy PUR obsahovala vice vad ve formé pocinajicich kordlka. Prameér vldken byl
nad submikronovou hranici, diky ¢emuz byla vrstva i lehce zabarvend dohnéda. Pramér vla-
ken je 1,226 pm a 95% interval spolehlivosti je mezi 1,159 a 1,294 yum. Morfologii ukazuje

Obrézek 28 a namérené hodnoty praméra vladken na Grafu 7.
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SEM HV: 20.0 kV WD: 14.82 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 14.82 mm |
SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
Obrézek 28 - SEM PUR s propolisem Graf 7 - Krabicovy graf priméra

vlaken PUR s propolisem, n=200

Vrstva blendu byla adovana propolisem (blend P), vztazeno k obsahu PUR se jedna o
20 hm. %, vzhledem k obéma polymeram potom 9,1 hm. %. Naméreny pramér vldken byl
717 nm, 95% interval spolehlivosti je mezi 684 a 750 nm, jak je vidét na Grafu 8. Ze zvétSent
500x na Obrazku 29 je patrné, Ze vrstva obsahovala zakroucend vlakna nepravidelnych tvara.
Z detailn¢jstho pohledu je patrné, Ze se nejednalo o zdsadni defekty a vldkna byla hladka.
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Obrézek 29 - SEM vrstvy blendu s propolisem Graf 8 - Krabicovy graf praiméru
vldken blendu P, n=200
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Laminované vrstvy byly pripraveny obdobné¢ jako v kapitole 3.4, pouze misto zdkladnich
vrstev byly pouzity ty adované. Doslo k tspésnému spojeni bez znehodnoceni vlakenné
struktury. Vysledna morfologie je zobrazena na Obrazku 30. Ve vrstvé PVP se céstecné za-
choval podil velmi jemnych vladken, ale celkové doslo ke zvySeni praméru vldken. U vrstvy
PVP I byl pramér 930 nm, s 95% intervalem spolehlivosti mezi 870 a 990 nm, PUR P m¢l
prameér 1457 nm, s 95% intervalem spolehlivosti mezi 1374 a 1540 nm. Data jsou zobrazena

na Grafu9.
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Obrézek 30 - SEM vrstvy laminatu
A - strana PVP s jédem, B - strana PUR s propolisem
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Graf 9 - Krabicové grafy praméru vldken laminovanych adovanych vrstev, n=200

3.5.2 Vysledky FTIR a Ramananovy mikroskopie

Pro hodnoceni kvalitativntho obsahu latek ve vrstvach byla pouzita metoda infracervené
spektroskopie FTIR ATR pro vrstvu PUR a PUR s propolisem. Kazd4 latka ma podle ob-
sahu specifickych skupin sva typicka vibracni spektra, ktera se projevuji zvySenou absorbanci
specifickych vInoctu v infracerveném spektru. PUR obsahuyje typickou vazbu -NH-COO-,
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s vIno¢ty 1650 cm™ a pro N-H skupiny 3300-3500 cm™, 1700 cm™ pro C=0 a 1100 cm™ pro
asymetrické C-O-C [83], kterd byla silna.

V blendu bylo patrné vétsi zastoupeni N-H skupin (obsazeny v obou polymerech) a nejvetsi
nérust (peak) absorbance byl na vino¢tu 1700 cm™, ktery predstavuje C=0O vazby. Propolis
je smés mnoha prirodnich latek. Jejich spektrogram byl patrny i v adované vrstve, zejména
na oznacenych mistech na Grafu 10 a 11. Kvantitativni podil touto metodou nent zjistitelny,
ale z duvodu citlivosti metody musi byt vétsi jak jednotky procent. Peaky u vinocta 2900,
1600 a 850 cm™ vypovidaji o nejvyznamnéjsich zastoupenych skupinach (C-H, C=0 a C-O,
0-0). Spektrogramy vypovidaji o adovéani propolisem.
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Graf 11 - FTIR spektra blendu
modrd - PUR-PVP blend, cervend - blend s propolisem, zelend - propolisu
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Pro stanoveni pfitomnosti jodu nebylo mozné pouzit FTIR, jelikoZ se jednd o nepolarni
latku, proto byla pouzita Ramanovskd mikroskopie. Specifické vinocty jsou stejnd jako u in-

fracervené spektroskopie, pro Ramanovska spektra jsou zpusobena polarizaci.

Krivky namérenych intenzit (na Grafu 12) se témér prekryvaly, u vrstvy s jodem byl patrny
nérust intenzity v hodnotéch vino¢tu 210 a 150 em™, ktery je pro jod typicky. V okoli vinoctu
3000 cm™' byl pozorovén nérust intenzity zpisobeny nepolarnimi skupinami CHs, CH, a
polarni N-H. Peak intenzity v oblasti 1500-1700 cm™ byl zpusoben skupinami C=0. Dalsi
malé peaky byly zpusobeny skupinami C-H a C-C, peak 950 cm™ zobrazoval pfitomnost
peticlenného kruhu.
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Graf 12 - Ramanova spektroskopie PVP
modra - PVP, Cervend - PVP s jédem

Mérenim bylo prokazano, ze dané vrstvy obsahuji aditiva.

3.5.3  Vysledky méreni smacivosti

Vrstva PUR s propolisem byla hydrofobni, pridavek vosku a dalich latek v propolisu ji zvy-
Soval. Naméreny kontakini thel byl 107+10 °. Také odchylky méreni zde byly mensi. U
vrstvy blendu s propolisem také prevazoval hydrofobni charakter, kontaktni thel byl
113+11 °. Vrstva PVP s jédem vykazovala stéle 0 stupnu a silnou hydrofilitu. Aditivum nijak

neovlivnilo sméacivost.
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3.6 Shrnuti: Vyrobené vrstvy

Byly vyrobeny vrstvy zékladni (PVP a PUR), blend, vrstvy adované 5 hm. % jédua 20 hm. %
propolisu, (vrstvy PVP I, PUR P, Blend P) a laminaty zdkladnich (znovu naméfené prameéry
po laminaci vrstev byly oznaceny jako Lam PVP a Lam PUR) a adovanych vrstev (Lam PVP
I a Lam PUR P). Prehlednéji je to zobrazeno v Tabulce 5.

Podarilo se vyrobit zadané kompozitni materidly. Jako kozni kryt maji potencidl vystupovat
blendy a laminéty, kde vrstva PVP m4 adhezivni funkci a PUR maé funkci ochrannou. Aditiva
byla tspésné pridana do vrstev a jejich obsah byl zpétné prokazan. Byly zméteny kontakini
thly vrstev. Propolis lehce zvySoval hydrofébnost vrstvy, coz muze byt ptiznivé pro ochranu

rany. J6d nem¢l na smacivost PVP vliv.

Tabulka 5 - Ptrehled vyrobenych nanovldkennych vrstev

Oznaceni Material
zakladni vrstvy
pvp polyvinylpyrrolidon
PUR biodegradabilni polyuretan
Blend smes PVP a PUR
Lam laminat
Lam PVP, Lam PUR it;ﬁypmff;‘iﬁkgom namee-

adované vrstvy

polyvinylpyrrolidon s 5 hm. %

PVP1 -
jédem
biodegradabilni polyuretan s
PURP 20 hm. % propolisem
Blend P smeés PVP a PUR s propolisem
laminat s aditivy — z vrstev PVP 1
Lam P1 aPUR P
strany adovaného laminétu se
Lam PVP I, Lam PUR P znovu naméfenymi pramery
vldken

Pruméry vldken vrstev byly submikronové, az na vrstvy polyuretanu s propolisem. Obsah
mikronovych vldken ve vrstvé zvySuje mechanickou odolnost, coz je vyhodou v aplikaci
vrchnich koZnich kryti. Také byvd smés mikronovych a submikronovych vlédken dobre pri-

jimana buikami [84].
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Praméry vlaken ukazuje Graf 13. Rozdily mezi daty se vyskytovaly u dvojic PUR a PUR P,
PVP a PVP I, PVP I a Lam PVP I, PUR P a Lam PUR P. Nesignifikatni rozdily byly u
blendu, PUR a Lam PUR, PVP a Lam PVP, zde rozdily mezi medidny nebyly statisticky
vyznamné, v grafu jsou oznaceny Sedymi tiseckami, aby bylo naznaceno, Ze byly porovnavany

prave tyto dvojice.
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Graf 13 - Pruméry vldken vyrobenych vrstev s chybovymi tiseckami 95% IS, n=200
rozdily mezi daty jsou oznaCeny **** p<0,0001 a neoznacené tisecky jsou nesignifikatni

3.7 Testovani cytotoxicity zdkladnich vs. adovanych vrstev

Pro pouziti materidlu v biomedicinskych aplikacich je potteba stanovit, zda material nent to-
xicky pro bunky savca. To je stanovovdno pomoci testu cytotoxicity z extrakti materidla
podle CSN EN ISO 10993: 5 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki — Cést 5:

Zkousky na cytotoxicitu.

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

viabilitu pouzité bunécné linie.
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3.7.1 Materidly a metodika

Priprava bunck

Pro testovani byly pouZity mysi fibroblasty (NIH3T3, pasaz 14) a lidské keratinocyty (Ha-
CaT, pasédz 37). Bunky byly kultivovéany v kultivacnich nddobach v kompletnim kultiva¢nim
médiu (Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM, Biosera) s pridavkem 10% fetdlntho
bovinniho séra FBS (Biosera) a glutaminu (Biosera) v inkubatoru s 5% CO, atmosférou za
teploty 37 °C. Konfluentni vrstvé adherovanych bun¢k bylo odsito médium, vrstva byla
oplachnuta fosfatovym pufrem (PBS) a pomoci trypsinu (Lonza) byly bunky uvolnény ze
dna a resuspendovany do nového média. Pocet Zivych buné¢k v bunécné suspenzi bylo sta-
noveno na pristroji Luna Cell Counter (Logos Biosystems) pomoci barveni bun¢k trypano-

vou modri v poméru 1:1.

Cytotoxicita extrakta

Materidly byly predem sterilizovany 12 hodin ethylenoxidem (Anprolene) a odvétrany pti
laboratorni teploté po dobu 2 tydnua. Do sterilni zkumavky s materialy bylo pridano kom-
pletni kultivacni médium (DMEM) v koncentraci 5 mg (vzorky PVP I 5, PUR P 5) a 10 mg
materidlu (vzorky PVP, PVP I 10, PUR, PUR P 10) na 1 ml média.

Zkumavky s materidlem byly umistény na laboratorni trepacku (60 RPM) pri teplote 37 °C
po dobu 24 hodin pro vytvoreni extraktu.

Do 96 jamkové mikrotitracni desticky byly nasazeny bunky NIH3T3 a HaCaT o koncentraci
10* bun¢k/100 ul v kompletnim kultivaénim médiu (n=8). Buriky byly kultivovény v inkuba-
toru s 5% CO; atmosférou za teploty 37 °C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti 24 hodin od nasazeni byl mikroskopicky zkontrolovan souvisly narast bunck a
odsédto médium. Nasledn¢ bylo do kazdé jamky priddno 100 pl vytvoreného extraktu z ma-
teridlu. Jako pozitivni kontrola byl pouZit cytotoxicky 0,1% Triton-X-100 (TR-X, Sigma Al-
drich) a jako negativni kontrola kompletni kultivacni médium. Néslednd inkubace bunck s
extrakty probihala 24 h za stejnych kultivacnich podminek. Poté byl proveden kolorime-
tricky test bunécné viability CCK-8 (Dojindo Laboratories).

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

tetrazolium) pomoci bunéénych dehydrogendz na oranzovy formazan, ktery je rozpustny
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v kultivaénim médiu. Mnozstvi rozpusténého formazanu je méfeno pomoci spektrofotome-
tru pri vinové délce 450 nm. Produkované mnozstvi oranZového formazanu je tmérné poctu

Zijicich bunék.

Pro testovani byl pouzit 10% roztok CCK-8 v kompletnim kultivacnim médiu, ktery byl pi-
petovén do titracni desticky k nasazenym bunkam. Inkubace probihala 1- 3 h. Spektrofoto-
metrické méfeni absorbance bylo provedeno na pristroji Tecan (The Spark Multimode
Plate Reader) pti hodnotéach vinové délky 450 nm. Nésledné byla dle praimérné hodnoty
namérené absorbance vzorku spocitdna procentudlni viabilita bunck, kde 100% viabilita je

urcena kontrolnim vzorkem bunék v DME M.

3.7.2  Vysledky

Jako cytotoxické jsou oznacovény ty vzorky, které nedosahuji 70% bunécné viability kon-
trolnich bun¢k. Pro bunky NIH3T3 vykazoval toxicitu materidl PUR P, polyuretan adovany
20 hm. % propolisem v obou koncentracich vyluhu (5 mg/ml, 10 mg/ml). Pro buitky HaCaT
této hranice nedoséhl stejny materidl v koncentraci 10 mg/ml. Vysledky zobrazuji Grafy 14
a 15. Extrakty z vrstev PUR a PVP i PVP s j6dem nevykazovaly cytotoxicky efekt a v dalSich

experimentech by nemély ovliviiovat bunécnou viabilitu.

CCK-8 extraktt materialu s bunéénou linii NIH3T3

il

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

bunécna viabilita [%]

Graf 14 - Viabilita bunék po pusobeni extraktu z materidlu, n=8
materidly byly extrahovény v koncentraci 5 nebo 10 mg/ml média (DMEM)
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CCK-8 extraktt materialu s bunéénou linii HaCaT

[
ITI
II

DMEM DMEM PUR PURP PURP5 PVP PVPI PVPIS
+ TR-X 10 10

bunécna viabilita [%]

Graf 15 - Viabilita bunék po pusobeni extraktu z materidlu, n=8
materidly byly extrahovény v koncentraci 5 nebo 10 mg/ml média (DMEM)

3.8 Testovani materidlu in vitro

Na vybrané materidly byly nasazeny buiky a testovana bunécna adheze a proliferace na ma-
teridl ve Ctyrech testovacich dnech (1., 3., 7. a 14. den od nasazeni). Testované vzorky jsou
zakladni materidl PUR, PUR adovany 20 hm. % propolisu (PUR P), blend, blend s propoli-
sem (blend P). Vzorky laminét (lam) a adovany laminat 5 hm. % jédu a 20 hm. % propolisu
(lam PT) byly testovany 1. a 14. den, kde byl sledovén stav na zacatku a na konci experimentu.
Prvni den testovani byla sledovédna adheze bunck na materidl, dali testovaci dny je sledovana

zejména bunécna proliferace na materidlu pomoci metabolického testu CCK-8 a fluorescen-

¢ni mikroskopie.

3.8.1 Materidly a metodika

In vitro testovani materidlu s bunécnou kulturou NIH3T3

Na dna jamek o pruméru 1,6 cm titracni desticky byly umistény vzorky vrstev (n=6) bez
podkladové textilie, zatizené sklenénymi krouzky. Na etylenoxidem vysterilizované a odve-
trané vzorky byly nasazeny NIH3T3 buriky (paséZ 15), a to v koncentraci 10* buné¢k/jamka
v kompletnim kultivacnim médiu. Dal$i testovani bunécné adheze a proliferace probihalo po
1, 3, 7 a 14 dnech metodami metabolického CCK-8 testu (popsany v kapitole 3.7.1) a flu-
orescencni mikroskopie. Jednotlivé vzorky byly v testovaci dny pomoci sterilni pinzety pre-
ndévany z puvodnich do novych jamek, aby byly testovany pouze bunky na materialu.
Negativni kontrolou (n=1) byl material bez nasazené bunécné pasaze a pozitivni kontrolou

(n=2) bunécna pasadz nasazend na dno titracni jamky.
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Fluorescen¢ni mikroskopie

Vybrany vzorek pro jednotlivé testovaci dny byl oplachnut PBS a fixovédn 2,5% glutaralde-
hydem (Sigma Aldrich) v PBS po dobu miniméiné¢ 15 minut ve 4 °C. Poté byl dvakrét oplach-
nut PBS a permeabilizovan 5 minut v 1 ml permeabilizacniho roztoku, ktery obsahoval
0,1% Triton X-100, 0,1% bovinniho sérového albuminu (BSA, VWR Chemicals) v PBS. Poté
byl vzorek znovu oplachnut v PBS a po dobu 20 minut barven fluorescencnim barvivem
FITC (Sigma Aldrich), fedény 1:1000 s permeabilizacnim roztokem. Po opldchnuti PBS bylo
na pét minut pridano fluorescencni barvivo DAPI (Sigma Aldrich), obarvyjici jadra bunck.
Vzorky byly uloZeny v PBS ve 4 °C pro dalsi pouziti. Sniméni probihalo na fluorescencnim
mikroskopu Eclipse Ti (Nikon). Z 10 zornych poli byl stanoven dle poctu jader obarvenych
D API pocet bun¢k na 1 mm?® materidlu pomoci softwaru Image] nebo MatLab (MathWorks).

3.8.2 Vysledky
Vrstvy PUR, PUR P, blend a blend P byly testovany ve ctyrech testovacich dnech, 1. a 14. den
byly hodnoceny také laminét a laminét s obéma aditivy (lam, lam PT).

Na metabolickém testu CCK-8 byla zaznamendna nevyraznd metabolickd aktivita bunck
v porovndni s negativni kontrolou (pouze materidl bez nasazenych bunck, NK) a pozitivni
kontrolou (kontrolni bunky nasazené na dna jamek titracni desticky), ktera prospivala dobre.
Prvni testovaci den byla metabolicka aktivita sledovéna u vzorka PUR, PUR P, blend, lam a
lam PI, doslo tedy k bunécné adhezi na material. Buniky nemetabolizovaly na vzorcich blend
P. Treti den byla zaznamendna metabolicka aktivita na PUR, PUR P, blendu. Bunky neme-
tabolizovaly na blendu P. Sedmy den byla zaznamenana metabolick4 aktivita pouze na vzor-
cich PUR. Ctrnacty den vzorky PUR vykazovaly vyraznou metabolickou aktivitu. Viabilni
bunky také prokazateln¢ obsahovaly vrstvy bez aditiv, tedy blend a laminat. Materidly s ob-
sahem propolisu (blend P, PUR P, lam PI) nevykazovaly metabolickou aktivitu. Vysledky
jsou zobrazeny v Grafu 16 pro vzorky PUR, PUR P, blend a blend P pro vSechny testovaci
dny, v Grafu 17 pro laminéty testované prvni a 14. den.
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Vysledky metabolického testu CCK-8
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Graf 16 - Absorbance vzorka materidlii s nasazenymi burikami, n=5

NK - negativni kontrola (absorbance materidlu bez nasazené bunécné pasize)

Vysledky metabolického testu CCK-8
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Graf 17 - Absorbance vzorki lamindti s nasazenymi bunkami, n=>5

NK - negativni kontrola (absorbance materidlu bez nasazené bunécné pasize)

Fluorescen¢ni mikroskopif byly pozorovéany nejcastéji bunky zakulacené, bez typického
vzhledu bun¢k fibroblastového typu. Snimky jsou zobrazeny v Priloze 1, fazené podle dni
na Obrazcich 31-34 (modte jsou zobrazeny jadra pomoci DAPI, cytoskelet bunck zelené
barvivem FITC). Bylo pozorovano, Ze se zdkladni vrstvy také barvi fluorescencnimi bar-

vivy, coz znesnadnuje kvalitni nasnimani adherovanych bunck.

Prvni den byla na vzorcich PUR, PUR P, blend, pozorovana mista s adherovanymi bunkami.
Na lam, lam PI a blend P se fluorescencné obarvené bunky vyskytovaly minimdlné nebo

viibec. Nejvyssi pocet bunék na 1 mm” materidlu byl zaznamenéan na vrstvé PUR (Graf 18).
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Treti den byly bunky pozorovany, ale jednalo se 0 minimdlni mnozZstvi. Sedmy den byly
buiiky pozorovény na viech vrstvach. Ctrnacty den bylo na adovanych vrstvach pozorovano
minimum jednotlivych bunék, z nichz nékolik bylo zachyceno na vrstvé lam PI. Na zéklad-
nich materidlech (bez aditiv) byla proliferace bunck vyraznéjsi, predevsim na vrstvée PUR a
Lam.

Grafy 18, 19 a 20 zobrazuji pocet bunéénych jader na 1 mm?* vzorku materidlu. Pro nézor-
nost jsou zvoleny jind méritka os poctu bunék, aby bylo mozné pozorovat hodnoty u mate-

ridli, protoze vysledek 14. dne vzorku PUR byl vysoky a znemoznuje tak detaily ostatnich

vzorku. U vrstev s aditivy nebyla pozorovédna vyraznd adheze, ani proliferace bunck.

Pocet bunék na mm? materidlu

PUR, PUR P blend, blend P
2500 } o L
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m1D m3D m7D m14D m1D m3D m7D m14D

Graf 18 - Pocet bunécnych jader (DAPI) nal mm?  Graf 19 - Pocet bunécnych jader (DAPI) na 1 mm?
material PUR a PUR P, n=10 material blend a blend P, n=10
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Graf 20 - Pocet bunécnych jader (DAPI) na 1 mm?
materidl lam a lam PI, n=10
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3.9 Diskuze

Material vyvijeny v této préaci nabizi potencidl v zakryti rdny, poskytnuti podpory pri hojeni
a oddéleni od okoli. M¢l by zajist’ovat proces optimdlniho hojeni po dostatecnou dobu, bez
narusovani rany vyménou az do biodegradace materidlu, tedy vstrebani télem pacienta. Tato
préce se zabyva zejména technologickym reSenim vyroby takového kozniho krytu. Nanovla-
kenné vrstvy byly zvoleny, protoze imituji mezibunécnou hmotu tkané.

P1i vyrobé byly feSeny také problémy vyvstavajici z pouzivani novych, dosud nevyzkouse-
nych materidli. Bohuzel dochézelo k omezeni experimentalni ¢ésti vzhledem k mimoradné

epidemiologické situaci.

Vyroba kompozitnich nanovlakennych vrstev

Elektrostatické zvlaknovéni je technologie pro vyrobu nanovldkennych vrstev, jejichz pouziti
je voblasti tkdnového inZzenyrstvi pithodné. Bezjehlové zvldknovéani pomoci stroje Na-
nospider je technologie, kterou je mozné pouzivat v pramyslovych kapacitdch, naptiklad pro
vyrobu schvaleného produktu, coz je velkou vyhodou, protoZze nebude potreba prevadéni

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

Vybrané materidly, PUR a hydrofilni PVP, by svou kombinaci mohly poskytovat poZadované
vlastnosti koZniho krytu. GP-PUR je novy biodegradabilni materidl, elastomer a je jiz pouzi-
telny pro medicinské tcely. PVP je inertni materidl, dobré adhezivum, velmi hydrofilni, v

mediciné jiz pouzivany polymer, ktery se dobre zvlaknuje.

Ve fézi vyroby nanovldkennych vrstev byly pripravovany roztoky v raznych rozpoustédlech,
s polymery a také s aditivy. Povedlo se nalézt takové podminky, za kterych jsou polymerni
roztoky zvldknitelné. Zvlaknovanim vznikla prvotni morfologie vrstvy, charakterizovana
v této préci, vlakna byla bez vyrobnich vad, jejich praméry nebyly nijak fizeny. Pro budouci
aplikaci je dokonce vhodné, Ze se obcas vyskytuji i mikronova vlakna, kterd zvysuji soudrz-
nost vrstvy, navic smés ruznych pramera vldken muze byt pro proliferaci priznivé, naptiklad

podle studie Bacakové et al. [84].

Pti vyrob¢ roztoka byl pozorovan zajimavy jev, ktery je popséan v kapitole 3.3.3, jednd se o
rozpoustédlovy systém a interakce stejného polymeru (PVP) o dvou ruznych molekulovych
hmotnostech. Ackoliv se jedna o chemicky stejnou strukturu, k solubilizaci stejnymi roz-

poustédly nedochazi totozné.
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Prostor pro vyvoj je zde v nahrazeni rozpoustédla (chloroform) za netoxické. Rozvoj by si
zaslouzilo i zvldknovéani PUR, které ma za nalezenych podminek nizkou vyrobnost. Zde pro

to vzhledem k mnozZstvi casu, polymeru a jeho cen¢ nebyl prostor.

Smésovani polymeru, tj. vyroba blenduy, je vyroba jednokrokova. Je potreba zajistit rozpous-
tedlovy systém, ktery vyhovuje obéma polymerum, coz se v této préci povedlo. Vyhodou je
potom rychlost vyroby kompozitu. Byl vyroben blend v poméru hm. koncentraci 5:6 pro
PUR:PVP s velmi dobrymi vysledky morfologie vrstvy. Pfesné stanoveni poméru je mozné
zjistit naprostym vysusenim, poté vymytim PVP, napt. vodou a opétovnym vysusenim. Zde
byl proveden pouze jednoduchy test, kdy byla vysledna vrstva ponotfena do vody a sledovéana.
Nedoslo k poruseni vrstvy, coZ dokazuje homogenni a Zddané smiseni obou komponent. Je
nezbytné zajistit dostatecnou plosnou hmotnost PUR, ktery tvori ochrannou vrstvu krytu.
Bylo zjisténo, Ze i po uvolnéni PVP se s vrstvou dobre manipuluje a velmi snadno se prizpu-

sobuje povrchu.

Druhy tspésny pristup k vyrobé kompozitu byla laminace. Laminace se v mediciné zatim
prilis nepouzivd, ale je to jednoducha technologie, bez pouziti chemikalii (coz je velmi za-
dané). Je nutné docilit spojeni dostatecnych plosnych hmotnosti vrstev, ktera jsou pred la-
minaci lehce stanovitelnd a kontrolovatelnd. Poté je dulezitd teplota (je nezbytné
nepresdhnout teplotu tani a degradace), zde mé¢l PUR nizsi teplotu tani, a tlak pojeni. Na-
sledna kontrola morfologie prob¢hla pomoci SEM, z obou stran je potreba zjistit, zda nedo-
chédzi knechténé vyrobé folie. Malou nevyhodou je pridani technologického kroku pfi
vyrobé. Nejdrive dochézi k vyrob¢ jednotlivych vrstev a nasledné az k jejich spojovani, obé
technologie jsou ale kontinudlni. Z hlediska manipulace je vrstva tuzsi, po kontaktu s vod-
nym prostredim dochézi k rozpusténi PVP, s dusledkem zvySeni adheze k ran¢.

Metod pro vyrobeni kompozitu existuje vice, muZe to byt prostor pro dalsi experimenty.
Z hlediska testovani by bylo vhodné dale zkoumat mechanické vlastnosti, prilnavost k rane,

porozitu a to vCetné zmén v Case, protoZe se jednd o biodegradabilni material.

Aditiva

Pridavani aditiv je zajimavou oblasti jak zvysit terapeutické ucinky, zvlast’ u zvirat, kdy je
vyzadovéno rychlé a presné osetreni. Zde bylo nastinéno vzorovani, které by si zaslouzilo
navazani a vétsi prostor. Pro dalsi testovéni vrstev zde byla zvolena pouze jedna pilotni kon-
centrace vybraného aditiva, coZ je maélo, ale v této diplomové préci nebylo tolik prostoru a
nabizi se navazani dalsich praci.

64



Koncentrace byly zvoleny pro jéd 5 hm. %, coZ je koncentrace s vhodnymi terapeutickymi
ucinky, také je detekovatelnd pouzitymi metodami (EDS, Ramanova spektroskopie). Vyssi
koncentrace jodu jsou predevsim z dlouhodobého hlediska nevhodné, protoze zpusobuji
poskozeni kuze [53]. Autorka doporucuje vyrobu povidon jodu, ktery bude bezpecnéjsi
z hlediska uvolnovani jédu. U 5 hm. % koncentrace elementarntho jédu nebyly pri bézné
manipulaci pozorovéany problémy. Také je mozné pouzit dostupny povidon jod a vyrdbét
smes s PVP.

Priprava propolisu byla provadéna autorkou, jednd se o extrakt z chloroformu s etanolem
z homogenizovaného pevného vzorku. Prostor je zde i pro vytvoreni extraktu z jinych roz-
poustédlovych systému. Koncentrace priddvaného propolisu byla zvolena 20 hm. %, pro
prokézané podporujici t¢inky pouzité v predchozich studiich a lepsi identifikaci aditiv. Kim
et al. a Stojko et al. [59, 66] provadeli in uitro testy a dosdhli podporujicich vysledki i s 30%
koncentraci propolisu, jako nejperspektivnéjsi vyhodnotili, dokonce v in wito testech, koncen-
trace 5 a 10 %, které zde nebyly pouzity z duvodu predpokladu nedostatecné detekovatel-
nosti (FTTR). Usudek byl spravny, u blendu byla nizsi koncentrace detekované o poznani
hare. Duvodem je rozlicnost latek propolisu, které maji tim padem mensi zastoupenti a jejich
signdl se proto zeslabuje. V blendu byla koncentrace propolisu 20 hm. % k polymeru PUR,
ktery je nosnym materidlem, kdezto PVP se ihned rozpousti. Pro kompletni vrstvu je poca-
tecni koncentrace propolisu 9,1 hm. %, pfi vyplaveni PVP se koncentrace ,zvySuje” na
20 hm. %. Uvolnovéni propolisu nebylo zkouméano.

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

tek by mohlo byt predmétem dalstho zkoumani.

Biologicka testovani

O pouZitelnosti vyrobenych materidli pro biomedicinské aplikace rozhoduji raznd biolo-
gicka testovani. V experimentalni ¢asti byly provedeny prvotni experimenty vyvijeného ma-
teridlu, coz prineslo mnohd zjisténi pro navazujici testovani. Provedeny test cytotoxicity
extrakti materidlu ukazal, Ze vrstva PUR adovana 20 hm. % s propolisem v koncentraci 5 i
10 mg/ml média je cytotoxickd pro bunky NIH3T3, na rozdil od vrstvy zdkladni. Prestoze

cytotoxicita materidlu znamena vyrazeni z dalStho testovani, zde byly vrstvy zahmuty.

Zajimavé pri testech cytotoxicity bylo pouziti dvou bunécnych linif. Mysi fibroblasty jsou
urceny normou, testovani s bunécnou linif HaCaT, keratinocyty, davd smysl pro budouci
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aplikaci pro kozni kryty. Ukazalo se, Ze tyto buiky lépe snasely propolisové aditivum, které
pro né v nizsi koncentraci 5 mg materidlu/ml média nebylo cytotoxické. PVP nebylo cyto-
toxické ani s pridanim jodu, coz byl priznivy vysledek, jelikoz bunky byly v kontaktu primo
s rozpusSténym materidlem v médiu a nebyly zaznamenany zédné problémy s metabolickou

aktivitou bunék.

In vitro testovani s bunécnou linif NIH3T3 bylo tplné prvotni testovani daného materidlu,
pficemz je nutno zminit, Ze se li§i od PCL, pro ktery byla vytvorena stavajici a provadéna
laboratorni metodika. PVP je vodorozpustny polymer, tudiz ho nelze podle klasické meto-
diky testovat, nebot’ se uvoliuje do média a nelze na ném pozorovat rust bunck. Samotny
PVP byl tedy testovan v blendu a v laminétu, kde doslo k rozpusténi do média, a byl odsét s
médiem pri jeho vymeéné. PUR je elastomer, coz také vede k odlisnému zpusobu piipravy
vzorkua oproti praci s PCL. V etanolu bobtnd, proto nebyly vytvoreny vzorky pro skenovaci

elektronovou mikroskopii, kde se vyuziva etanolova rada pro vysusovani vzorku.

Vrstvy s pridavkem propolisu se v biologickém testovéni projevily nepriznivée a cytotoxicky.
Duvody mohou byt dva. Prvnim je zvolend koncentrace, nabizi se proto pouZit nizsi kon-
centraci. Cytotoxicita muZze byt také zpusobena rezidui rozpoustédel ve vrstvé, které mohou
byt ovlivnény interakcemi s aditivy. Bylo by vhodné tuto skutecnost ovérit. V této préci se
proto nepodarilo prokdzat priznivy efekt propolisu, ktery uvadi napt. Santos et al. [61].

Zékladni materidly PUR, laminét a blend byly osidleny buné¢nou kulturou. V adovanych
vrstvach dochazi k rozpusteni PVP, ktery zejména v prvnich dnech muze ovliviiovat bunky
svou pritomnosti v médiu. V prvnich dnech PVP mohl mit vliv adhezi bunc¢k na materil,
ale z provedeného testu nelze fici, zda pozitivni nebo negativni. Proliferace bunck se v expe-
rimentu vyraznéji projevila az 14. den. Pro kvalitnéjsi zhodnoceni je doporucovano zopako-
véni testu a v pripad¢ prokazané nevhodnosti PVP ndhradu vhodnéjsim polymerem. Také
by bylo vhodné se zaméfit na vliv vysoké molekulové hmotnosti PVP na organismus, zda

napiiklad nedochézi ke kumulaci, a ptipadné na tuto skutecnost reagovat.
Bylo zjisténo, Ze material neni prili§ homogenni, coz vytvérelo problémy s interpretaci vy-
sledka v biologickém testovani. Nehomogenita materidlu muZe byt zpusobena novym po-

stupem vyroby, malymi sériemi vyroby i nezkuSenosti autorky. Materidly jsou ovsem

perspektivni a jejich spojovani (blend a laminace) 1ze prohlasit za tGspésné.
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4 Zaver

Préce se zabyvéa biomedicinskym tématem koZniho kryti z technologického hlediska. V teo-
retické Casti jsou predstavena témata kuze, hojeni, dosavadni 1écby ran ve veterinarni medi-
ciné, koznich kryti, tkdnového inZenyrstvi a pouziti nanovldken. Poté jsou popsany

pouzivané materidly, elektrostatické zvldknovani a moznosti funkcionalizace nanovlaken.

V praktické casti byly pomoci bezjehlového elektrostatického zvldknovani pripraveny nano-
vlakenné vrstvy technologii Nanospider, kterd umoZznuje pramyslovou vyrobu, coz je vy-
hodné pro budouci produkci s jiZ nalezenymi parametry.

Cile préace vytvorit potencionalni kompozitni biodegradabilni kozny kryt z nanovldkennych
vrstev, ktery obsahuje jak hydrofobni ochrannou vrstvy, tak adhezivni hydrofilni cést, byly
spnény pomoci biokompatibilnich polymerd PUR a PVP. Kompozit byl vyroben v jednom
kroku (v pripadé blendu, smési) a druhé tspésné reSeni spocivalo v priprave jednotlivych
nanovldkennych vrstev s néslednou laminaci. Je nezbytné zajistit, aby nedoslo k znehodno-
ceni vldkenné struktury priliSnym natavenim, u zékladnich vrstev se priméry vlaken nezme-
nily. Priprava kompozitu pomoci soucasného zvldknovani ze dvou roztoku nebyla tspésna,

dochézelo k oddélovani vrstev.

PUR je biodegradabilni materidl, ktery ma docasné prebirat ochrannou funkci ve formeé na-
novlédkenné vrstvy, vyrobené bez vyraznych defektu s typickou strukturou. Vrstva z PVP méa
zajist’ovat lepsi adhezi ke spodiné rany diky vysoké hydrofilnosti. Vyrobené vrstvy neobsa-
hovaly vyrazné defekty a vldkna jsou hladka.

Postupy vyroby kompozitu (blend a laminace) byly také pouZity pro vyrobu vrstev s aditivy.
Byla pouzita jedna pilotni koncentrace, j6d byl priddvan k PVP v koncentraci 5 hm. %, pro-
polis k PUR v koncentraci 20 hm. %. Vrstva s jodem ma niZsi prameéry vldken, pridanim
propolisu se zvysil pramér vldken v porovnani se zakladni vrstvou PUR, u blendu nedoslo
ke zméné¢. Pri laminaci doslo ke zvySeni praméru vlaken. Obsah latek ve vrstvé byl dokazan
pro jéd Ramanovou spektroskopii a EDS analyzou, propolis byl detekovan pomoci FTIR.

Biologické testovani cytotoxicity vyluhu materidlu prokazalo, Ze PUR i PVP nejsou cytoto-
xické. Ani pridani jodu do vrstvy nemélo negativni vliv na bunky. Vrstvas 20 hm %. propo-
lisem je cytotoxicka pro mysi fibroblasty, bunky NIH3T3, ale pro lidské keratinocyty, bunky

HaCaT, neni cytotoxickd v koncentraci 5 mg/ml.
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Provedeny in uitro test vyrobenych materidlu s bunécnou linit NIH3T3, ktery byl hodnocen
1.,3.,7. a14. den, vypovida o nebiokompatibilité¢ vrstev s propolisem. Po 14 dnech prolife-
rovaly bunky na zakladnich vrstvach PUR, také se vyskytovaly na blendu a laminatu.

V soucasné dobe je pripravovano dalsi testovani a nasledné pripadny veédecky clanek, k jehoz

experimentdlnim vysledkim vyznamné prispéla tato diplomova préce.

Pro dalsi experimenty je zde prostor pro analyzu vlivu aditiv na morfologii a biokompatibilitu
vyslednych vrstev. Vhodné by bylo provést skalovani pro posouzeni téchto vliva. Autorka
doporucuje experimenty s povidon jédem namisto elementarniho jédu, predevsim z duvodu
stability. Zejména pro vrstvy adované propolisem by bylo vhodné testovani rezidui rozpous-
tédel, vzhledem k jejich moznému vyskytu. Pro testovani in vitro by bylo vhodné vytvorit
metodikuy, kterd by vyhovovala specifickym vlastnostem novych materiala. Vysledny material
by bylo vhodné podrobit degradacnim a mechanickym zkouskam pro zjisténi parametri de-
gradace pro budouci aplikaci ve veterindrni mediciné, s vyhodou pro sniZeni traumatické za-

téze zvirat.

Pro schvéleni materidlu pro aplikaci kozniho krytu musi prob¢hnout biologické a klinické
testovani, na jehoZ vysledky muZe technolog reagovat vyvijenim poZadované idealni kombi-

nace materialu.
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Obrézek 31 - Fluorescencni mikroskopie, 1. den, métitko 100 pm
A-PUR,B-PURP,C-blend, D -blend P, E - Lama F - Lam PI
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Obrézek 32 - Fluorescencni mikroskopie, 3. den, métitko 100 pm
A -PUR, B -PURP, C-blend, D - blend P
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Obrézek 33 - Fluorescencni mikroskopie, 7. den, métitko 100 pm
A -PUR, B -PURP, C-blend, D - blend P
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