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Anotace

Diplomova préace je tematicky sméfovana na téma duralnich nahrad v neurochirurgii.
Cilem préace bylo vyrobit jednovrstvé a dvojvrstvé nanovlakenné materidly z danych
polymeri pro vyuziti jako durdlni substituenty. V teoretické c¢asti je popsana
technologie elektrostatického zvlaknovani, pouzité polymerni materialy a problematika
durélnich substituentii. Experimentalni ¢ast je zaméfena na popis pracovnich postupii

a zpracovani vysledk méteni, ktera byla na jednotlivych vrstvach provedena.

Kli¢ova slova

nanovlakenné vrstvy, elektrostatické zvlaknovani, neurochirurgie, duralni nahrady

Annotation

The thesis is thematically focused on the topic of dural substitutes in neurosurgery.
The aim of the thesis was to fabricate single and double layer nanofibrous materials
from given polymers for use as dural substitutes. The theoretical part describes the
electrostatic softening technology, the polymer materials used and the issue of dural
substitutes. The experimental part is focused on the description of the working
procedures and the processing of the evaluation of the measurements carried out on the
individual layers.
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Uvod

Adhezivita materialti je v medicing dulezitym tématem. V kazdé medicinalni aplikaci je
nutné dopfedu stanovit, zda ma byt material adhezivni (pfilnavy), ¢i anti-adhezivni

(neprilnavy) k lidskym tkanim.

V medicinskych aplikacich jsou anti-adhezivni materidly vyuZivany zejména jako
pooperacni opattfeni. Cilem je zabranit sristani urazem, ¢i chirurgicky zjizvené tkané
s tkdnémi okolnich organli nebo s dalS§imi Castmi lidského téla. Zaroven jsou anti-
adhezivni materidly i jistou ochranou proti infekci, ¢ili jsou ochranou vici bakteriim,
virim a dalSim nezddoucim c¢asticim, které se v lidském téle bézné vyskytuji a jsou
negativnim vlivem pfi regeneraci postizené¢ho mista. Biomateridly, které hraji velkou
roli v prevenci tkanového srastani, ziskavaji na dulezitosti jako struktury vyuzivané pti
chirurgickych zakrocich. Pii téchto zakrocich mohou byt pouzity jedno i vicevrstvé

membrany z nanovlaken, hydrogely ¢i absorbovatelné biofilmy [1, 2].

Urazy a neurochirurgické zékroky obvykle vedou k perforaci nebo odstranéni tvrdé
pleny. Ve vétsiné téchto ptipadi je dura vodotésné zacelena, aby se zabranilo poskozeni
tkani a uniku mozkomisniho moku. V soucasné dob¢ se jako ndhrady tvrdé pleny
pouziva tada materidlli, vcetné autogennich, alogennich, xenogennich grafti
a nebiologickych syntetickych materialti. Idealni nahrada tvrdé pleny by méla adekvatné
obnovit celistvost tvrdé pleny a zabranit Uniku mozkomiSniho moku a zaroven
minimalizovat riziko infekce. Mechanické vlastnosti materialu by mély usnadiovat $iti
nebo lepeni, ale také napodobovat poddajnost piirozené tvrdé pleny, aby bylo mozné
snadno piekryvat tkané. Kromé toho idealni nahrada tvrdé pleny minimalizuje lokalni
zanét tkan€ a prednostné podpofii infiltraci bun¢k a vaskularizaci, aby se urychlila
rekonstrukce nativni tvrdé pleny, aniz by vyvolala nezadouci vysledky fibrozy nebo
tkanovych adhezi [3].
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Teoreticka ¢ast

V nasledujicich kapitolach je popsana technologie elektrostatického zvlakinovani
s materialy, které byly dale pouzity v Casti praktické. Je zde sepsan i drobny Gvod

do problematiky umélych nahrad mozkovych plen.

1 Technologie vyroby nanovlakennych materiali

Nanovlakenné materialy, at’ uz ve formé plosSnych nebo prostorovych struktur, jsou
vysoce porézni svelkym mérnym povrchem. Velice jemna struktura vzniklych
materiald je velmi podobnad strukturam Vv tkanich. V dnesni dobé& existuje fada
technologii, kterymi lze docilit vzniku nanovlaken. V této kapitole bude popsana
technologie elektrostatického zvlaknovani, ktera se fadi mezi nejbéznéjsi proces
pro vyrobu nanovlakennych struktur a byla také vybrana jakozto vychozi technologie

diplomové prace [4].
1.1 Princip metody

Technologie elektrostatického zvlaknovani, jinak nazyvana také jako electrospinning
(Obréazek 1), je jedna z nejcastéji vyuzivanych technologii pro vyrobu nanovlaken.
Z&kladnim principem elektrostatické vyroby nanovldken je vyuziti rozdila elektrickych
potenciali mezi zvlaknovaci elektrodou a kolektorem, na kterém jsou zachytavana
vznikajici nanovlakna. Zvlakiovany poylmer, ktery je ddvkovan na elektrodu se mize
vyskytovat ve formé polymerniho roztoku ¢i taveniny. Béhem procesu je vyuZivano
bud’ stfidavé ¢i stejnosmérné napéti. Pokud je na zvldknovany material aplikovano
dostatecné silné vysoké napéti, dojde k jeho nabiti a elektrostatické pritazlivé sily
pusobici proti povrchovému napéti zptisobi protazeni kapky. Pti dosazeni kritického
bodu, doch&zi k vytrysknuti vznikajiciho vldkna z povrchu zvlakiovaného materialu.
Tomuto jevu se fikd Tayloriv kuzel. Pfi dostatecné soudrznosti materidlu dojde
k vytvofeni stabilniho jadra bez jakéhokoliv pieruseni. Béhem ,,letu” dojde k vyschnuti
trysky z davodu odpateni rozpoustédla. Dale dojde k prodlouzeni a vlivem
elektrostatickeho odpuzovani takeé k usazeni vzniklého vlakna na opac¢né nabitém

kolektoru v nahodilém sméru a vznika tak souvisla vlakenna vrstva [5].

11
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Obréazek 1: Schéma bezjehlového electrospinningu ze struny [6]

Zvlaknovaci elektroda muze byt ve formé tycky, jehly, struny ¢i vale¢ku. V poslednich
letech se jako nejefektivnéjsi a nejvice produktivni forma osvédcila forma struny, diky
které je zvlaknovani provadéno po celé jeji délce a vznikd tedy vice vldken na jednou.
Vedle tvaru elektrody jsou pii vyrobé nanovlaken také dulezité faktory jako viskozita

zvlaknované kapaliny, jeji povrchové napéti a elektricka vodivost [5].

V této diplomové praci bylo vyuzito pro ziskani vldkenné vrstvy bezjehlové
elektrostatické zvlaknovani. Jako zvlaknovaci aparat byla vyuzita struna. Tato metoda
se pouziva predevSim v primyslové vyrobé nanovlakennych vrstev. Princip spociva
na davkovani zvlakiovaciho materidlu pfimo na povrch struny, kde se vytvoii tenky
film. Zvlaknovani probiha po celém povrchu struny a dochézi Kk tvorbé mnoha
Taylorovych kuzelti najednou. Dale dochazi k jejich protazeni a vzniku samotnych
vlaken ukladanych na opa¢né nabity kolektor. Pomoci této metody dojde k vysoké
produktivité. Na tomto principu je zaloZeno napi. zafizeni Nanospider™, které bylo

také pouzito jako vychozi zatizeni [7].
1.2 Parametry ovliviiujici zvlaknovani

Béhem zvlaknovani maji velky vliv na tvorbu vldken jak procesni parametry, tak
parametry samotného materidlu. Tyto parametry ovliviiuji nejenom samotny proces
celého zvlaknovani ale také vysledné vlastnosti vlaken a vzniklé vlakenné vrstvy. Nutné
je st uvédomit, ze parametry piisobi nejen ve vzidjemném souladu ale také proti sobé,

je tedy nutné najit optimalni hodnoty jednotlivych parametrt.
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Procesnimi parametry jsou mysleny veskeré parametry, které miizeme sami ovlivnit
jejich nastavenim na zafizeni. Radi se sem napf. typ spinerety. Dale lze zafadit
naptiklad kolektor, u kterého mizeme ménit jeho vzdéalenost od spinerety. Mezi dalsi
parametry muzeme zafadit také davkovéani zvldknovaného materidlu ¢i nastaveni
okolnich podminek, které hraji velkou roli pfi samotném zvldknovani. Velkou roli hraje
také hodnota pouzitého elektrického napéti a typ pouzitého vysokonapétového zdroje

[7, 8, 9].

Materidlové parametry jsou dany samotnym pouzitym materidlem. At uz se jedna
o roztok ¢i taveninu, je dilezit¢ dbat na vybér polymeru, jeho druhu, slozeni,
molekulové hmotnosti, typu rozpoustédlového systému a mnoho dalSich. Materialové
parametry stejné jako procesni parametry ovliviiuji vyslednou podobu, strukturu

a schopnost zvlaknéni provést [7, 8, 9].
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2 Materialy

V nasledujicich  podkapitolach budou popsany materidly, které byly béhem
experimentalni ¢asti prace pouzity. Konkrétné se jedna o polymery poly-€-kaprolakton,
polyvinyl alkohol a polyvinyliden fluorid.

2.1 Poly-&-kaprolakton

Poly-€-kaprolakton (PCL) je polymerem ze skupiny polyestert a vznikd polymerizaci
€-kaprolaktonu za otevieni cyklu, nebo volnou radikalovou polymerizaci 2-methylen-

1,3-dioxepanu za otevieni cyklu [10]. Strukturalni vzorec PCL lze vidét na Obrazku 2.

O
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Obrézek 2: Strukturalni vzorec poly-&-kaprolaktonu [11]

Jednd se o biodegradabilni a biokompatibilni polymer steplotou tani v rozmezi
59-64 °C. Diky degradacni vlastnosti a kompatibilit€ s Zivymi organismy je snaha
z tohoto polymeru vyrabét rizné tkanovée a lékové nosice v oboru tkanoveho
inZenyrstvi. Semi-krystalicka struktura a nesmacivost spole¢né zajistuji dobu degradace

zhruba 6 mésici v biologicky aktivnim prostiedi [10].
2.2 Polyvinyl alkohol

Polyvinyl alkohol (PVA) je biodegradabilni a biokompatibilni polymer a vznika
hydrolyzou polyvinyl acetatu odstépenim acetatovych skupin. Strukturdlni vzorec PVA
lze vidét na Obrazku 3. Teplota tani PVA v rozmezi zhruba 180-240 °C je vyssi, nez
jeho teplota degradace pii 180 °C [12, 13].
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Obrazek 3: Strukturalni vzorec polyvinyl alkoholu [14]

PVA je bézné pouzivan ve zdravotnickych prostfedcich diky svym vlastnostem nizké

adsorpce proteinti, biokompatibilité, vysoké rozpustnosti ve vodé a chemické odolnosti.

v

Mezi nejéastéjsi Iékarska pouziti PVA patii mékké kontaktni cocky, oéni kapky, bariéry

proti adhezi tkani a umélé chrupavky a menisky [13].

2.3 Polyvinyliden fluorid

Polyvinylidenfluorid (PVDF) je biokompatibilnim, avSak nebiodegradabilnim poly-
merem ze skupiny termoplastii. Teplota tdni tohoto polymeru je zhruba 177 °C, je
nerozpustny ve vét§iné rozpousStédel a vykazuje piezoelektrické vlastnosti [15].

Strukturalni vzorec polymeru je uveden na Obrazku 4.

|
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Obrézek 4: Strukturalni vzorec polyvinylidenfluoridu [16]

n

Inertni PVDF se pouziva jako Sici material v chirurgii, v chemickém a farmaceutickém

prumyslu, nebo naptiklad k vyrobé polovodici v elektrotechnice [15].
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3 Tkanové inZenyrstvi

Pojem tkanové inzenyrstvi popisuje obor, ktery propojuje znalosti inzenyrstvi
a piirodnich véd. Jedna se o rozvijejici se obor, ktery ma do budoucna velky potencidl.
Jeho cilem je pomoci v oblasti mediciny, a to zejména ve vyvoji, pii opravach tkani
¢1 pln¢ funk¢énim nahrazeni napf. tkani, kloubti, za pouziti biokompatibilnich materialt
a bun¢€k. Vznikem tkanového inZenyrstvi dochazi k vyfeSeni situace s nedostatkem
darcu tkani a organd, ktera je v dne$ni dob¢, ale i do budoucna, stale velmi kriticka.
Princip tkanového inzenyrstvi je jednoduse vyobrazen a popsan na Obrdzku 5,

uvedeném nize [17, 18].

Obréazek 5: Zjednoduseny princip tkanového inZzenyrstvi. 1 - pacient, 2 - izolace bunék,
3 - bunécna expanze, 4 - 3D scaffold, 5 - tkarniovy vyvoj, 6 - ristove faktory, 7 - buriky,
8 - implantace [18]

Zakladem je prvotni izolace vhodné bunky, ktera je pro dany typ ndhrady Zadouci.
Buiiky jsou déle kultivovany v kultivaénim médiu v nddobach. Takto pfipravené bunky
jsou diky vhodnému prostiedi schopny rust a dale se mnozit, dochazi k tzv. proliferaci.
Pii dosazeni pozadovaného mmnozstvi bun€k, dochazi k jejich samotnému nasazeni
na piredem vyrobeny tkanovy nosi¢, neboli scaffold. Po adhezi a proliferaci bun¢k
na scaffoldu a za ptispéni rustovych faktorti jsou bunky dale kultivovany. V posledni
fazi je osazeny scaffold implantovan na postizené misto pacienta. Tento zplsob
se vyuziva pii operacich pro nahrazeni napft. kosti, cév, chrupavek a dalSich tkani, které

by nemohly byt jinym zpisobem vyrobeny a pouzity [18].
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Obecné je scaffold prvek, slouzici jako kostra pro naneseni bun¢k na jeho prvek a kde
po urcité dob¢ kultivace je mozné ho usadit a nahradit jim urcitou ¢ast lidského téla,
ktera vyzaduje opravu, ¢i Uplnou ndhradu. Velky diiraz je kladen predevsim na samotné
vlastnosti scaffoldu. Je potieba zajistit, ze material, ze kterého je vyroben nebude nijak
negativné zasahovat do lidského organismu a nebude zpiisobovat zadné zavazné
problémy. Mezi pozorované vlastnosti tadime porovitost, biokompatibilitu,

biodegradaci ale také mechanické vlastnosti ¢i povrchové vlastnosti [18, 19].

Dochazi v podstaté k nahrazeni samotné mimobunééné hmoty. Scaffold ma stejné jako
hmota tvar, strukturu ale i vlastnosti uréené¢ dle typu nahrazované tkan¢. Dle typu
nahrady délime scaffoldy na vlakenné a nevldkenné. Pro vyrobu vlakennych nosica jsou
vyuzivané klasické textilni technologie jako je tkani ¢i pleteni, ale také modernéjsi
a nov¢jsi technologie napi. pro vyrobu netkanych textilii ¢i technologie vyuzivané pro
vyrobu nanovldkennych struktur. Tyto technologie se v poslednich letech vyuZzivaji
nejvice, a to predevS$im k nejvétsi podobnosti vysledného vldkenného produktu

s mezibunéénou hmotou Vv tkanich [17, 18].
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4 Aplikace anti-adhezivnich materiali v mediciné

Tkéanové srusty, coz jsou nezddouci struktury, se objevuji zejména po operacich,
ale i infekei, zranéni nebo i po ozafeni radiaci. Tyto struktury mohou byt definovany
jako nezadouci vlaknité spoje mezi jinak nespojenymi organy a tkdnémi. Tkanové
srusty se mohou projevovat bolestivosti, ¢i omezenou funkci postizeného mista (Slachy

atd.) [3].

Zpusoby prevence tkanové adheze vychazeji bud’ z ptimé péce o poskozené tkan¢€, nebo
z aplikace biomateriali. Metody zalozené na piimé péci o tkané zahrnuji eliminaci
procest tvorby tkanové adheze, konkrétné zmirnéni zanétu a vnitiniho krvaceni tkani,
omezeni ukladdni a srdzeni fibrinu a ochranu povrchu rény pted tfenim. Jednim z cilii
1é¢by je 1 potlatovani fibroblastl, bunék odpovédnych za produkci fibrinu, ktery pak
iniciuje nadmérny rust tkdni. Metody =zalozené na biomateridlech vyuzivaji
pro zabranéni adheze tkani fyzikalnich a chemickych vlastnosti jednotlivych materiala.
Biomaterialy zde ptisobi jako fyzické bariéry nebo bioaktivni latky, které jsou schopné
adhezi potlacit [20].

Tkénové sristy se mohou objevovat zejména po operacich §lach, srdce, orgdnt v dutiné

bfisni nebo mozku a michy (Obrézek 6) [20].

Tendon adhesion Pericardial adhesion Abdominal adhesion Epidural adhesion
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Obrazek 6: llustracni zobrazeni aplikacnich oblasti biomateridli v regenerativni
mediciné (a, b, ¢ — Slachova adheze; d, e, f— perikardialni adheze; g, h — adheze
V dutiné brisni; i, j — epiduralni adheze; k, I, m, n — nitrodélozni adheze) [20]
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5 Moznosti duralni rekonstrukce

Dura mater neboli tvrda plena, je vazivova membrana tvotfena hustou siti kolagennich
vldken s men$im mnozstvim vlaken elastinovych. Spole¢né s pavuénici (arachnoidea)
a omozecnici (pia mater), znazornéné na Obrazku 7, je jednou z vrstev tvoiicich obal
centralni nervové soustavy — mozku a michy. Dura mater je vné&jsi vrstvou tohoto
mozkového obalu. S piou mater a arachniodeou zadrzuji mozkomi$ni mok v okoli
mozku a michy a tim je chrani proti prudkym otfesim a jejich moznému poranéni

0 tvrdou lebecni kost ¢i patef [20].

kost kiZe
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mater
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Obréazek 7: Schéma vyrezu lebecni dutiny se zndzornénymi mozkovymi plenami [21]

Pti neurochirurgickych operacich ptedstavuji duralni poruchy vyznamny problém jak
pro pacienta, tak pro chirurga, protoze nelplné uzavieni muze vést k uniku
mozkomisniho moku a souvisejicim komplikacim. ZhorSené hojeni duralnich defektt
a neuplné uzavieni spojené s rozsdhlymi a opakovanymi neurochirurgickymi zakroky,
jsou obtizn¢ lécCitelné a maji Cetna rizika. Tyto durdlni defekty 1ze rekonstruovat pomoci
fady umélych nebo pfirodnich materiald. Doposud vSak nebyla vyvinuta jednotnd

strategie, pokud jde o techniky pouzivané k uzavirani duralnich defektt [22].
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Na konci 19. stoleti si mnoho chirurgi v§imlo, Ze traumaticka epilepsie zpusobena
jizvami vzniklymi po traumatickém poranéni mozku je odezvou k chirurgické 1écbe.
Poté byly navrzeny rtizné metody vkladani umélych materiali do rany. Nejprve
zkouseli pouzivat drobné platy inertnich kovi, jako jsou zlato, stiibro nebo platina.
Dalsi lidé pouzivali nekovové Stépy, gutapercové nebo celuloidové desticky. Tyto rané
pokusy byly zklamanim, protoze télo odmitalo cizorodé¢ materidly riznymi zpusoby,
napt. destrukci desticek infiltrujici pojivovou tkani a vytvarenim hrubych adhezi mezi

mozkem a piekryvajicimi se tkanémi [23].
5.1 Prirodni materialy

Jiz pred sto lety byly pokusy pouzit biologické materialy jako transplantaty. Freeman
(1908) a Saar (1911) provedli testy na psech a krélicich, kde byl defekt dury mater
uzavien vajecnym filmem. Vysledky odhalily vytvofeni pouzdra pojivové tkané,
histologicky podobné tkani dury mater, které branilo rozvoji adhezi za piedpokladu,
ze spodni membrany a kura zGstaly intaktni. Pokud vSak byly poskozeny spodni
tkanove vrstvy, riziko adhezi se vyznamné zvysilo. Tento cizorody material navic télo

také odmitlo, coz casto vyustilo v infekci [23].

Vyznamny piinos méla technika vyuZiti autolognich materialfi. Pfi tomto ptistupu se do
oblasti defektu transplantuje ¢ast pacientovy vlastni tkané, nejcastéji fascie ¢i okostice,
coz vyrazné¢ pomohlo zabranit odmitnuti implantdtu télem pacienta. OvSem i zde

se objevily komplikace spojené s tkanovou adhezi [23].

Inovace v technikdch uchovani biologickych kadaverdznich tkani (i. e. od zemfelych
pacientl), vyuzivanych jako alogenni nahrady, védcim umoznily sklizet vét§i mnozstvi
materidli pro potencialni plastickou chirurgii a uchovavat je po delSi dobu. Byly
navrZzeny ruzné metody pouzivané k tomuto Ucelu (Uprava formalinem, lyofilizace,
zmrazeni). Mezi nimi byla ke konzervaci kadaver6zni dury nejCastéji pouzivana
lyofilizace. V soucasné dobé se tyto implantaty prakticky nepouzivaji z duvodi
pomérné silné imunitni odpovédi pifijemce, pravnich probléml s odstranénim
kadaver6zni dury mater a moznosti pienosu patogend (HIV, hepatitida, syfilis, prionové
infekce) [23].

Po netspésich a neuspokojujicich vysledcich s alogennimi a autolognimi nahradami

ptiSel vyvoj xenolognich durdlnich nahrad. Ty jsou produkovany ze zviteciho kolagenu
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a upraveny tak, aby u pfijemce nevyvolavaly odezvu imunitniho systému. Nejcastéji
pouzivané transplantity se pfipravuji z hovéziho perikardu, hovézi Achillovy Slachy,
hovézi plodové kuze, tkané¢ tenkého stieva prasete nebo z konského kolagenu.
Xenologni duralni ndhrady umoziuji stimulaci bunécné proliferace a regeneraci
pacientovi vlastni duralni tkané. Existuje vice metod implantace takovéto nahrady a to
Siti, ¢i aplikace tmelt, geld a lepidel. Pouziti kolagenovych §tépti ma tfadu vyhod.
Kolagenovy implantat je jednoduse a snadno pouzitelny, snadno se ptizpusobi povrchu
podkladovych tkéni, coz umoznuje chirurgovi uzaviit defekty jakéhokoli tvaru,
zabratiuje tvorbé duralné-mozkovych jizev, svymi vlastnostmi je velmi podobny vlastni

dufe a je do 6 mésicl nahrazen tkanémi pacienta [23].

K dnesnimu dni existuje velky sortiment kolagenovych transplantati urcenych
k nahradé defektli dury mater, napt. Durepair (Medtronic, USA) [24], DuraGen (Integra
LifeSciences Corporation, USA) [25], Dura-Guard (Baxter, USA) [26], Hypro-Sorb
(Bioimplon, Némecko) [27], Lyoplant (B. Braun, Némecko) [28], Xenodura
(Cardioplant, Rusko) [29], atd. Pro ilustraci kolagennich nahrad je pfilozen Obrazek 8
s produktem Xendura.

Obrazek 8: Ilustracni snimek produktu Xenodura spolecnosti Cardioplant [29]
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5.2 Syntetické materialy

V poslednich letech ve svété vzristd zajem o vysokomolekuldrni syntetické elastické
polymery, které prakticky nezpisobuji akutni télesnou odezvu, a lze s nimi pohodlné
manipulovat. Pouziti téchto materidli pro rekonstrukci dury mater neni spojeno
s dodatecnym chirurgickym zakrokem (ktery je Casto nutny pii odbéru autolognich
nahrad), reakce okolnich tkani na Iékaiské polymery je relativné nizka a kratkodoba,
protoze tyto materialy jsou biochemicky inertni a nepfispivaji k zadné antigenni
nekompatibilité. Polymerni produkty lze vyrdbét v libovolném mnozstvi, v rtiznych
tvarech a velikostech; nevyzaduji zvlastni konzervaci; jsou snadno sterilizovatelné a Ize

je béhem operace remodelovat [23].

V soucasné dobé¢ existuje velké mnozstvi vstiebatelnych i nevstiebatelnych syntetickych
materiald s riznym chemickym slozenim: teflon, polypropylen, polymery s ptidavkem
silikonu atd. Jednim z nejcastéji pouzivanych transplantiti je membrana GORE
PRECLUDE (WL Gore & Associates, USA) [30] a jedna se vicevrstvou membranu
z tazeného polytetrafluoretylenu. GORE PRECLUDE je vSak hydrofobni, nedegra-
dabilni materidl, ktery musi byt upevnén stehy a v duisledku toho se vytraci vodotésnost.
Zustava po neomezenou dobu jako cizi material uvnitt lebecni dutiny, coz samoziejmée
zvySuje riziko srustl a infekce v dlouhodobém poopera¢nim obdobi. Dal§im znaméjSim
materiadlem je membréna Neuro-Patch (B. Braun, Némecko) [31], viz Obrazek 9. Sklada
se z mikroporézniho netkaného materialu vyrobeného z vysoce Cistého poly-

esteruretanu, ktery umoziiuje rychlé proristani pojivové tkané do trans-plantatu [23].
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Obrézek 9: Ilustracni snimek produktu Neuro-Patch spolecnosti B. Braun [31]
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5.3 Porovnani biologickych a syntetickych duralnich ndhrad

Ve vyzkumu MacEwana byla porovnana funk¢nost zesitované kolagenni nahrady
DuraMatrix (Stryker, Inc., USA) a pln¢ syntetické nanovrstvy Cerafix (Acera Surgical,
Inc., USA). Ob¢ ndhrady byly pii samotné operaci vyhodnoceny jako dostatec¢né
efektivni v zakryti durélniho defektu, avsak nanovrstvy byly chirurgy oznaeny jako
tenci, vice poddajné, 1épe splyvajici s podlozni nativni durou a snadnéji suturovatelné,

nez kolagenni produkt [3]. Implantované materialy Ize vidét na Obrazku 10.

Obrazek 10: Implantované duralni ndhrady (A — syntetick& nanovrstva Cerafix; B —

kolagenni ndhrada DuraMatrix) [3]

V priibéhu ctyitydenniho pozorovani pokusnych zvifat (Novozélandsti bili kralici)
nebyly prokdzany zadné vedlejsi G€inky nahrad na chovani, neurologickou funkci ani
obecné zdravi subjektd. Po usmrceni zvifat byl kontrolovan vznik infekce a tnik
mozkomisniho moku. U obou materialii nebyl potvrzen vznik infekce ani unik
mozkomisniho moku. Dadle, z histologické analyzy bylo zjisténo, ze v uplynulé dobé
¢yt tydna doslo k vyssi bunééné proliferaci, vyssi vaskularizaci a podpoie vzniku nové

duralni tkané u syntetickych nano-materialt [3].
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6 Potencialni anti-adhezivni materialy pro tkanové
inZenyrstvi

Velice dobife se ve vyzkumu osvéd¢ily nanovlakenné vrstvy z kopolymeru kyseliny
mlécné a kyseliny glykolové a z PCL. V in vivo testovani se ukazalo, Ze vrstvy z Ko-
polymeru kyseliny mlééné a kyseliny glykolové 1 PCL pomémé dobie, ackoliv
ne Upln¢, zabranuji tkanovym adhezim. Pti pouziti kopolymeru kyseliny mlécné

a kyseliny glykolové vrstvy vykazovaly vzniklé sristy i niz8i uroven zaniceni, nez

u ostatnich pouzitych materialt [32].

Pro tvorbu anti-adhezivnich materialt se vyuzivaji i materialy inspirované ptirodou.
Ptikladem je vytvoifeni kompozitu nanovlaken z PCL s vétvenymi nanocasticemi oxidu
zine¢natého. Po elektrostatickém zvlaknéni vznika struktura podobna trnitému stonku
ruze (Obrazek 11). Tento kompozit zlepSuje mechanické vlastnosti vlakenné vrstvy.
Co vice, tak prostorova struktura rozvétvenych nanocastic oxidu zine¢natého podporuje
i adhezi ke tkanim. Anti-adhezni povaha tohoto materialu spociva ve vyborné

antibakterialnosti, pti¢emz podporuje rist eukaryotnich bunék [33].

Obrazek 11: Snimek z elektronového mikroskopu ukazujici strukturu kompozitu
nanocdstic oxidu zinecnatého a PCL nanovlaken [33]

Utinnym anti-adheznim materiadlem se zda byt hydrogel na bazi derivatu kyseliny
hyaluronové zesitované gluk6zooxidazou a kienovou peroxidazou. Takovato struktura

sama zgelovati pii kontaktu s télesnou tekutinou obsahujici glukozu [34].

Fotozesitujici hydrogel, material vyvinuty na zakladé fotoindukované imin-zesit'ovaci
reakce, se sklada z o-nitro-benzylalkoholu, modifikované karboxymethylcelul6zy

a glykolchitosanu. Za svételného zareni modifikovana karboxymethylceluloza generuje
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aldehydové skupiny, které nasledné reaguji s aminoskupinami distribuovanymi
na glykochitosan, nebo na povrchu tkané za vzniku hydrogelové bariéry, ktera
se kovalentn¢ vaze k povrchu tkané. Tento hydrogel je cytokompatibilni (netoxicky
pro buiky) a vtéle rozlozitelny v prubéhu 14 dnt, pfiCemz nevykazuje zndmky
vedlejSich ucinki na hojeni rany. Pii testech toho materialu byla zjisténa pomérné dobra

anti-adhezivita [35].
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Experimentalni ¢ast

Cilem experimentu byla vyroba a testovani nanovlédkennych vrstev za pouziti PCL,
PVDF a PVA pro neurochirurgicky ucel ndhrady mozkovych plen. Experimentalni ¢ast
prace obsahuje pouzité pracovni postupy a vysledky, kterych bylo dosazeno v ramci
laboratornich méteni. U vyrobenych nanovldkenych vrstev byly hodnoceny priméry
nanovlaken, porozita, smacivost vrstev, adheze vrstev na kolagenni strukturu,
cytotoxicita materidlovych extraktii a bunécna adheze a proliferace na vyrobenych

nanovlakennych vrstvach.

7 Pracovni postupy
V kapitole nize jsou popsdny pracovni postupy, pouzitd zatizeni a chemikalie.

7.1 Priprava polymernich roztokii

Poly-g-kaprolakton (Sigma Aldrich, USA, My 45 000 g/mol) byl rozpustén v systému
chloroform:ethanol:kyselina octova (Penta Chemicals, Ceské republika) v hmotnostnim
poméru 8:1:1. Celkova koncentrace PCL Vv roztoku ¢inila 16 hmotnostnich %. Roztok
byl mi-chan na magnetickém michadle p#i 300 ot./min po dobu 24 hodin za pokojové

teploty do Uplného rozpusténi polymerniho granulatu.

Polyvinyliden fluorid (Sigma Aldrich, USA, My 180 000 g/mol) byl ptipraven v 26%
hmotnostni koncentraci v rozpoustédlovém systému dimethylacetamid (DMAC):aceton
(Penta Chemicals, Ceska republika) v hmotnostnim poméru 8:2. Polymerni granulat
PVDF byl michéan spolecné s DMAC na magnetickém michadle (300 ot./min) po dobu
24 hodin pfi teplot¢ 80°C do uplného rozpusténi polymeru. Bezprostiedné pied
zvldknovanim byl pfidan v pfisluSném poméru aceton a roztok opé&t michan, nyni

po dobu 15 minut do homogenniho smiseni obou slozek.

Polyvinyl alkohol (Sigma Aldrich, USA, Mw 125 000 g/mol) byl ptipraven v 12% hmo-
tnostni  koncentraci rozpusténim v destilované vodé (dH20). Roztok byl michan
24 hodin magnetickym michadlem pfi 250 ot./min za pokojové teploty do kompletniho

rozpusteéni polymeru.
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7.2 Vyroba nanovldkennych vrstev

Pomoci bezjehlového elektrostatického zvlakiiovani na zafizeni Nanospider™ typu NS
1WS500U (Elmarco, Ceské republika) a klimatizaéni jednotky NS AC150/1000/2000
(Elmarco, Ceska republika) byly vyrobeny nanovlakenné vrstvy z ptipravenych roztokt
PCL, PVDF a PVA. Byly vyrobeny jednovrstvé materidlly PCL a PVDF o plo$né
hmotnosti 30 g/m? a dvojvrstvé materidly kombinaci PVDF s PVA a PVDF sPCL.
Vysledna plogna hmotnost téchto dvojvrstev byla 30 g/m?, jako u jednovrstvych variant.
V piipadé dvojvrstev byla vzdy jako prvni vyrobena vrstva z PVDF, ktera byla nasledné
povlaknéna vrstvou PCL nebo PVA.

Pro ovéfeni spravnosti nastaveni zafizeni pro vyrobu pozadovanych plosnych hmotnosti
vrstev, byl vzdy vyiiznut kus zvlaknéného materidlu o plose 100 cm?, ktery byl poté

zvéazen na laboratornich vahach.

7.3 Sterilizace nanovlakennych materiala

Pomoci ethylenoxidu (Anprolene, Velka Britanie) byly sterilizovany vSechny materialy,
které byly nésledné testovany. Procesni doba sterilizace byla 12 hodin pfi teploté 37 °C
a nasledné odvétravani toxickeho ethylenoxidu za pokojovych podminek trvalo jeden

tyden.

7.4 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro potieby prace sledovat vzorky vrstev pomoci SEM bylo vyuzito zatizeni TESCAN
VEGA 3 SB Easy Probe (TESCAN, Ceska republika). Aby bylo mozné vzorky touto
metodou pozorovat, bylo nutné je ucinit vodivymi. K tomuto ucelu bylo vyuZito
zatizeni Quorum QI150R ES (Quorum Technologies, Velkad Britanie), kterym byla
na pripravené vzorky aplikovana vrstva zlata o tloustce 10 nm. Pted pozlacenim byly
malé vzorky sledované materidlové vrstvy piichyceny na ter¢ik pomoci oboustranné
lepici pasky. Pozlacené vzorky byly nésledné sledovany ptfi zvétSenich 100x, 500x,
1000x, 2500x, 3000x, 5000x a 10000x. Pofizené snimky byly vyuZity pii méfeni

pramért nanovlaken, porozity a pro sledovani bunécné proliferace a adheze na vrstvach.

7.5 Smacivost

Sméacivost vyrobenych a ethylenoxidem sterilizovanych nanovldkenych vrstev byla

sledovana meétfenim kontaktniho Uhlu na rozhrani styku materialu, testovaci kapaliny
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a vzduchu. Testovacimi kapalinami byla zvolena destilovana voda (dH20) a simulovany
mozkomisni mok (ACSF; Biochemazone Chemazone Inc., Kanada). Pomoci obou-
stranné lepici pasky byl kpodloznimu skli¢ku piichycen sledovany material.
U dvojvrstev byl material ptilepen tak, aby sledovana vrstva sméfovala vné do volného
prostranstvi. Pipetou se na materidl nanesla kapka testovaci kapaliny o objemu 5 pl,
ktera byla ihned po dosednuti snimana kamerou. Méfeni kontaktniho thlu probihalo
v poditatovém programu See System 7.6 (Advex Instruments, Ceskd republika).
Na kazdém z pofizenych snimki byly oznaceny tii body. Dva z nich v rozhrani tii fazi,
treti pak v nejvyssim misté nanesené kapky. Programem byla z téchto bodi dokreslena
kruZznice, jejiz teCna v bod¢ na rozhrani fazi material-kapalina-vzduch uréuje spole¢né
srovinou materialu hledany kontaktni uhel. Pro kazdou vrstvu bylo provedeno

30 méfeni pomoci dH20 a stejny pocet meteni pomoci ACSF.

7.6 Adheze vlakennych vrstev na kolagenni vrstvu

Pro simulaci mozkovych plen bylo vybrano uzenarské sttivko z kolagenu (Devro s.r.o.,
Ceska republika). Bylo zvaZovano i pouziti nativni mozkové pleny, ale z divodu obav

o ohrozeni bezpecnosti prace s kadaverozni tkani byla tato moznost vyloucena.

Pied pouzitim kolagenniho stfivka bylo nutné jej zbavit mastnoty. Toho bylo docileno
louhovanim v ethanolu. Stiivko pak bylo vysuSeno papirovou utérkou a pfilepeno
oboustrannou lepici paskou ke stolku na méticim zatfizeni LabTest 4.050 (LaborTech
s.r.o., Ceskd republika). Déle byly nastithany vzorky pro kazdou méfenou

nanovldkennou vrstvu o velikosti 50x200 mm. Testovaci uspotfadani Ize vidét

na Obrazku 12.
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Obréazek 12: Testovaci usporadani s nanovlakennou vrstvou upnutou v celisti trhaciho
zarizeni na kolagenni vrstvée
Pred kazdym meéfenim byla kolagenni vrstva potfena simulovanym mozkomi$nim
mokem. Nanovldkenné vzorky byly jednim koncem upnuty do Celisti trhaciho zafizeni
a druhym poloZeny na pfipravenou kolagenni vrstvu, kde byly zlehka pftitlaceny
valeckem. Upinaci délka byla nastavena na 50 mm a pouzitd rychlost pohybu celisti

byla 100 mm/min. Pro kazdou vrstvu bylo provedeno 5 opakovani.

7.7 Cytotoxicita materialovych extrakta

Pro hodnoceni cytotoxicity byly pfipraveny extrakty pouZivanych materiala
v Dulbeccové modifikovaném Eagleové mediu — DMEM (Biosera, Francie). Pred
pfidanim média k materidlu, byl zvaZeny vzorek vloZen do dostatecné velké zkumavky
a sterilizovan. Extrakty byly zhotoveny louhovanim nanovlakenné vrstvy v médiu
o hmotnostn¢ objemové koncentraci 100 mg materidlu na 10 ml média. Louhovani
probihalo na tfepacce 24 hodin pfi teploté 37 °C a otackach tfepacky 60 ot./min. Celé
méfeni probihalo dle normy CSN ISO 10993:5.

Jako zkuSebni bunky byly pouzity 3T3 mysi fibroblasty, pasdz 8. Do 96 jamkové
desticky byla ddvkovadna bun&éna suspenze s poctem 10* bunék na jamku. Buiky
nasazené Vv desti¢ce byly inkubovany po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C. Po uplynuti
inkuba¢éni a extrakéni doby, bylo louhované medium z kazdého materialu pfidano
ke kultivovanym buiikdm. Jako negativni kontrola (NC), slouzilo ¢ist¢ DMEM, které¢

proslo stejnym procesem piipravy, jako materidlové extrakty. Pozitivni kontrolou (PC)
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bylo DMEM s ptidavkem 0,1 % Tritonu-X (Sigma Aldrich, USA), ktery je cytotoxicky
a bunky spolehlivé usmrcuje. Desti¢ka s buitkami v materidlovych extraktech, PC i NC

byla déle inkubovana 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Hodnoceni cytotoxicity probéhlo kalorimetrickym metabolickym testem MTT, jehoz
principem je redukce zlutého rozpustného MTT enzymy zivotaschopnych bunék.
Enzymatickou redukci vznika fialovy nerozpustny formazan v podobé krystalka, které
byly po odstranéni media rozpustény v isopropylalkoholu. Desti¢ka s rozpusténym
formazanem byla vlozena do spektrofotometru, kde byla méfena absorbance pfi zéareni
o vlnové délce 570 nm proti referencni o vinové délce 650 nm. Vysledna absorbance
byla procentudlné pfepocétena na procenta a interpretovana jako zivotaschopnost, neboli
viabilita bunék v materidlovych extraktech. Absorbance NC je povazovana za 100%
viabilitu. Limitem je 70% viabilita a vysledné hodnoty pod touto hranici indikuji

cytotoxicitu extraktu.

7.8 In vitro test bunééné adheze a proliferace

Pro toto testovani byly pfipraveny materidly ve tvaru kolecek o priméru 16 mm, které
byly vlozeny do 24jamkovych desticek a zatézkany sklenénymi krouzky. Nasledné byly
materidly nasazené v desti¢kach sterilizovany dle kroku popsaného v kapitole
7.3 Sterilizace nanovildkennych materialii. Z kazdého materidlu bylo pouzito 8 vzorkl
pro kazdy jeden testovaci den. P&t vzorkl pro metabolicky test CCK-8, jeden vzorek
jako negativni kontrola, ktera nebyla osazena buiikami, jeden vzorek pro fluorescen¢ni
mikroskopii a vypoCet bunck, jeden vzorek pak pro skenovaci elektronovou

mikroskopii.

Po sterilizaci bylo do kazdé jamky s materidlem piidano 10* 3T3 mysich fibroblasti,
pasaz 10, v 1 ml DMEM. Vyjimkou byly jamky urcené jako negativni kontrola, kam
bylo, Kk materidlovym vzorkim, pfiddno pouze <cist¢ DMEM bez bunégk.
Do 24jamkovych desticek pro sledovani v jednotlivych testovacich dnech, bylo pfidano

také pouze samotné DMEM s burikami, jako pozitivni kontrola do tfi prazdnych jamek.

Sledovani metabolické aktivity nasazenych bunék probihalo v ¢asovém tuseku 14 dni,
testy pak byly provadény po 1, 7 a 14 dnech bunétné kultivace v 24jamkovych
destickach.
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7.8.1 Metabolicky test CCK-8
Principem tohoto testu je dehydrogenazova redukce tetrazoliové soli WST-8 obsazené

v CCK-8 (Cell counting kit-8; Sigma Aldrich, USA) na oranzovy WST-8 formazan.
Mnozstvi tohoto formazanového barviva je pfimo imérné poctu metabolicky aktivnich

bunék.

Do pftipravenych 24jamkovych desticek pro dany den, bylo pfiddno 1 ml 10% CCK-8
v DMEM s naslednou inkubaci po dobu 3 hodin pii teplot¢ 37 °C. Po uplynuti
inkuba¢ni doby bylo zkazdé jamky piepipetovano 200 pl media s CCK-8
do 96jamkové desticky. Takto piipravena desticka byla vlozena do spektrofotometru,

kde byla métena absorbance 450nm zateni.

7.8.2 Fluorescencni mikroskopie a pocet bunék

Kazdy testovaci den byly vybrané vzorky oplachnuty fosfitovym pufrem (PBS)
a vlozeny na 15 minut do Iml 2,5% glutaraldehydu v nové 24jamkové desticce
pro fixaci bun¢k na nanovlakenné vrstvé. Pfed obarvenim bunéénych ¢asti bylo nejprve
nutné narusit bunééné stény, aby mohla barviva pronikat k cytoskeletu a jadru. Toho
bylo dosazeno permeabiliza¢nim roztokem slozeného z 10 ml PBS, 0,01 g bovinniho

sérového albuminu a 0,1 % Tritonu-X.

Bunécnd jadra byla obarvena pomoci barviva DAPI (Sigma Aldrich, USA), kdy
ke kazdému vybranému vzorku bylo pfiddno barviciho roztoku 300 pl. Vzorky byly
ponechany 5 minut v tmavém prostiedi. Vedle buné¢nych jader, byly barveny i buné¢né
cytoskelety pomoci phalloidin-FITC (Sigma Aldrich, USA) barviva. Ke kazdému
vzorku bylo pfidano 300 pl roztoku s barvivem. Vzorky byly ponechény v tmavém
prostiedi po dobu 30 minut. Po obarveni bunék byly vzorky v 24jamkovych desti¢kach

nékolikrat proplachnuty PBS a v ¢istém PBS uloZzeny zakryté alobalem do lednice.

Sledovani bunécnych jader, obarvenych modie pomoci DAPI, a cytoskeletd,
obarvenych zelené¢ pomoci phalloidinu-FITC, probihalo za pouziti fluorescen¢niho

mikroskopu Nikon Eclipse-Ti-E (Nikon Imaging, Ceska republika).
7.8.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro sledovani bunék kultivovanych na nanovldkennych vrstvach bylo pouzito nejprve
PBS koplachu vrstev od DMEM a nasledné 2,5% glutaraldehydu k fixaci bunék

na vrstvach. Kpraci ve skenovacim elektronovem mikroskopu bylo nutno vzorky
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dehydratovat, k ¢emuz poslouzila ethanolova fada o koncentracich 60%, 70%, 80%,
90%, 96% a 100% ethanolu. V kazdé koncentraci ethanolu byly vzorky ponechany
po dobu 5 minut a po dehydrataci 100% ethanolem byly vzorky ponechany na parafilmu

k vysuseni. Dalsi postup prace se fidil dle popisu v kapitole 7.4 Skenovaci elektronova
mikroskopie.
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8 Hodnoceni vysledkii

V této kapitole Ize najit poznatky a vysledky z provedenych pracovnich postupt a test.
Grafy s vysledky byly generovany v programu GraphPad Prism 9 (Dotmatics, USA).

8.1 Elektrostatické zvlaknovani

Na zafizeni Nanospider™ typu NS 1WS500U (Elmarco, Ceska republika) byly
elektrostaticky zvlaknény polymerni roztoky PCL, PVDF a PVA. Klimatické podminky
procesu zvldknovani byly regulovany pifesné fizenym klimatizaénim systémem
NS AC150/1000/2000 (Elmarco, Ceska republika). V Tabulce 1 a Tabulce 2 lze vidst
parametry pii zvlakilovacim procesu piipravy jednovrstvych, respektive dvouvrstvych

nanovlakennych vrstev.

Zvlaknovani roztoku PCL vV rozpoustédlovém systému chloroform:ethanol:kyselina
octova bylo pomérné rychlé a bezproblémové pro ob¢ varianty experimentdlnich

materiala.

Pti prvnich pokusech zvlaknit roztok PVDF v rozpoustédlovém systému DMAC:aceton
bylo zjisténo, Ze je lepsi dopliiovat zasobni cartridge zafizeni Nanospider™ v mensich
objemech nez je maximalni kapacita zasobniku, protoze roztok po dobé delSi nez
10 minut v klimatizovaném prostiedi zacal gelovatét a houstnout, coz bylo pfi¢inou
znacného zhorSeni procesu zvldknovani. Zaroven probéhla optimalizace samotné
piipravy roztoku, kdy pfi prvnim pokusu byl pfipraven objem 200 ml do jedné zasobni
nadobky. Po pfidani acetonu do roztoku vSak za urcitou dobu roztok taktéZ zacal
houstnout a zhorsila se schopnost manipulace s nim. V dalsich postupech byly tedy
piipravovany zvlast' tfi az Ctyfi roztoky, kazdy o hmotnosti 50 graml a aceton byl
do PVDF rozpusténém v DMAC pfiddvan az tésné pred vyuZitim toho daného roztoku.
Pii pfipravé jednovrstvého PVDF o plosné hmotnosti 30 g/m? byla pouzita rychlost
odtahu 3 mm/s, kterd se jevila jako limitni s pouzitym zvlakfiovacim zatizenim. Proces
vyroby byl tedy velice pomaly. V kratkych casovych usecich podkladova netkana
textilie prokluzovala na valeccich odvadéciho mechanismu, na coz musel byt kladen

zfetel a cely proces musel byt peclivé hlidan.

Zvlaknovani roztoku PVA rozpusténého v destilované H>O probihalo bez problémi,
ackoliv ptiprava vrstvy o plosné hmotnosti 15 g/m? probihala rovnéz velmi pomalu

pfi rychlosti odtahu podkladove netkané textilie 5 mm/s.
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Tabulka 1: Parametry zvidkrnovani jednovrstvych materiali

Polymer

PCL

PVDF

Rozpoustedlovy systém

dhloroform:ethanol:kyselina
octova (8:1:1)

dimethylacetamid:
aceton (8:2)

Vzdalenost mezi elektrodami

170 175
[mm]
Elektroda 1 -10 -10
Napéti [kV]
Elektroda 2 40 50
Rychlost pohybu cartridge
EMW [mm/s] 480 380
Rychlost ptevijeni o4 3
podkladové textilie [mm/min]
Primér pravlaku [mm] 0,6 0,7
Teplota [°C] 22 22
Relativni vihkost vzduchu
[%] 50 15
Plosna hmotnost vrstvy
[o/m?] 30 30
Tabulka 2: Parametry zvilaknovani dvojvrstvych materidalii
Polymer PCL PVDF PVA
chloroform:ethanol dimethvlacetamid:
Rozpoustédlovy systém :kyselina octova y 82 " | destilovana H,O
(8:1:1) aceton (8:2)
Vzdalenost mezi elektrodami 170 175 160
[mm]
. Elektroda 1 -10 -10 -5
Napéeti
[kV] Elektroda 2 40 50 40
Rychlost pohybu cartridge
EMW [mm/s] 400 380 30
Rychlost ptevijeni
podkladové textilie [mm/min] 60 16 S
Primér pravlaku [mm] 0,6 0,7 0,6
Teplota [°C] 22 22 22
Relativni vihkost vzduchu 50 15 62
[%]
Plosna hrnotnzost vrstvy 15 15 15
[9/m7]
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8.2 Charakterizace vyrobenych nanovlakennych vrstev

Procesem bezjehlového elektrostatického zvlakiovani byly piipraveny celkem Ctyfti
materialy — jednovrstvy PCL a PVDF o plosnych hmotnostech 30 g/m? a dvojvrstvy
PCL/PVDF a PVA/PVDF. Pii jednotlivych méfenich je u dvojvrstev hvézdickou (*)
oznaceno, ktera strana je zrovna popisovana. Tedy, pii oznaceni PVA/PVDF* je u této

dvojvrstvy zrovna testovana strana s nanovlakny PVDF.

8.2.1 Morfologie nanovlakennych vrtev

Na Obrézcich 13, 14 a 15 lze vidét morfologické snimky vyslednych vrstev
(30 g/m7) ze skenovacicho elektronového mikroskopu. Vldkna vSech polymert byla
randomizované orientovdna. Vrstva nedegradabilniho PVDF obsahuje patrné kapkovité

defekty, které jsou typické pro bezjehlové elektrostatické zvlakinovani tohoto polymeru.

PCL; 500x PCL; 3 000x PCL; 10 000x

Sk 2 ” ,gﬁ}‘@é
ot
e T

Obréazek 13: SEM snimky pripravenych jednovrstev PCL a PVDF
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PCL*/PVDF; 500x PCL*/PVDF; 3 000x

PCL*/PVDF; 10 000x

Obréazek 14: SEM snimky pripravené dvojvrstvy PCL/PVDF

PVA*/PVDF; 500x PVA*/PVDF; 3 000x

2R

PVA*/PVDF; 10 000x

K

Obréazek 15: SEM snimky pripravené dvojvrstvy PVA/PVDF
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8.2.2 Prumér nanovlaken

Pomoci analytického programu ImageJ bylo na snimcich ze SEM o zvétSeni 5000x
méfeno 500 praméri vlaken zkazdé materialové vrstvy. V Tabulce 3 lze najit
aritmetické praméry a smérodatné odchylky danych méfeni. Na Obrazku 16 je mozné

vidét grafické znazornéni naméfenych dat.

Nejveétsi primérnou hodnotu namétenych dat maji nanovladkna PVDF na dvojvrstvé
PVA/PVDF. Vzhledem Kktomu, ze vrstvyy PVDF pro materidlové kombinace
PCL/PVDF a PVA/PVDF byly zvlakiiovany prvni a za stejnych podminek, jedna
se nejspiSe o chybu méfeni pti vybéru jendotlivych vldken. Dal§i moznosti je velika
variabilita priméri vldken diky defektnim mistim, kterd vznikaji ndhodné pii
zvlaknovani tohoto polymeru. Obecné se vsSak primérné hodnoty naméfenych

vlakennych primért pohybuji v rozmezi od 200 nm do 300 nm.

Tabulka 3: Aritmetické priméry namérenych nanovlakennych priuméri a smérodatné

odchylky

Vrstva Primér £ SD [nm]

PCL 224,41 + 143,46
PVDF 230,21 + 121,45
PVA*/PVDF 261,17 + 103,01
PVA/PVDF* 287,97 + 145,36
PCL*/PVDF 238,88 + 179,23
PCL/PVDF* 238,41 + 93,75

Pramér nanovlaken

2.09

-
w
1

Pramér [um]
-
(=]
1

o
K
H v -
L B

0.0 | | | 1 1 |

Obrézek 16: Krabicové grafy namérenych priumérii vidken, Tukey, n=500
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8.2.3 Porozita nanovlakennych vrstev

Porozita, neboli prostor nezaplnény vlakny, byla méfena pomoci analytického programu
ImagelJ. Snimky ze SEM pofizené pii zvétSeni 10000x bylo nutné transformovat
prahovanim na binarni obraz. Na binarnim obraze se pak vlakna jevi bile, prazdné
plochy cerné. Dalsim krokem bylo zméfeni plochy zaujaté cernymi misty, k Cemuz
poslouzilo vykresleni elips pravé do téchto Cernych mist. Programem byla nasledné
vypocitana procentudlni ¢ast, kterou zaujimaly vnitini plochy elips v celkové plose
snimku. Na Obrazku 17 lze ilustra¢né vidét ptivodni SEM snimek vrstvy PVA*/PVDEF,

binarni obraz tohoto snimku a snimek vykreslenych elips.
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Obrazek 17: Zobrazeni méreni porozity PVA*/PVDF nanovldkenné vrstvy; vlevo —
puvodni SEM snimek, uprostied — binarni obraz SEM snimku, vpravo — snimek
vykreslenych elips
V Tabulce 4, ktera je uvedena nize, jsou zapsany naméfené hodnoty. Podle nich jsou
nejvice porézni vrstvy PVA*/PVDF a PCL*/PVDF. Nejméné porézni je jednovrstvy
materidl z PVDF nanovlaken. Vysledky jsou vSak jisté zkresleny celkovou metodikou
a daji se brat spiSe jen pfiblizn€. Problémy u této metody hodnoceni porozity jsou
napiiklad subjektivita pfi tvorbé binarniho obrazu a fakt, ze elipsy nevypliuji prazdné

prostory dokonale.

Tabulka 4: Hodnoty namérené porozity vyrobenych nanovldkennych vrstev v procentech

PVDF ‘PVA*/PVDF PVA/PVDF* PCL*/PVDF PCL/PVDF*

Porozita [%] | 38,860 26,201 45,192 36,217 42,274 33,980

8.2.4 Smacivost nanovlakennych vrstev

Smacivost vyrobenych nanovlakennych vrstev byla hodnocena metodou méieni

kontaktniho Uhlu s méfici kapalinou. Kazda z vrstev byla podrobena testu pomoci dH.O
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a ACSF (Biochemazone Chemazone Inc., Kanada). Pokud je kontaktni Ghel na rozhrani
mezi kapalinou a pevnou latkou mensi nez 90°, je pevna latka povazovana za smacivou.
V piipadé kontaktniho uhlu vyssiho nez 90°, je latka kapalinou nesmaciva. Pro kazdou

z vrstev bylo provedeno 30 méieni.

Vrstvy PVDF byly v kazdém ptipad¢ nesmacivé, at’ uz se jednalo o jednovrstvu, nebo
0 dvojvrstvou variantu s jinym polymernim materidlem. Vrstva PVA byla velice dobie
smacena dH,O i ASCF. Jednovrstva PCL o plo$né hmotnosti 30 g/m? byla ob&ma
kapalinami nesmadena, avsak u hmotnostni varianty 15 g/m? ve dvojvrstvé kombinaci
s PVDF doslo k pomérné silnému smaceni dH>O i ACSF. Primérné hodnoty
kontaktnich Ghlid a smérodatnych odchylek jsou k nalezeni v Tabulce 5. Grafické

znazornéni naméfenych hodnot je mozné najit v Obrazku 18.

Tabulka 5: Primeérné hodnoty a smérodatné odchylky namérenych kontaktnich whlu
mezi testovanymi nanovlakennymi vrstvami a dH»O, resp. ACSF

Testovaci
. PCL PVDF PVA*/PVDF PVA/PVDF* PCL*/PVDF PCL/PVDF*
kapalina
dH20 126,98° +7,48° | 115,69°+13,46° | 39,24°+844° | 119,17°+8,54° | 55,31°+9,56° | 122,04° +4,95°
ACSF 118,23° £8,27° | 125,16°+4,63° | 30,99°+7,75° | 120,45°+7,48° | 44,65° +4,48° | 122,27°+5,08°

Smacivost vrstev

150
= 100+ ? $
5 90 -
=
,g 504 % [ ACSF
- ]

R\ <
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Obrézek 18: Krabicové grafy namérenych kontaktnich vihlii, cervena linie zobrazuje
hranici ne-/smacivosti 90°, Tukey; n=30
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8.2.5 Adheze vldkennych vrstev na kolagenni vrstvu

Pro méfeni adhezni sily mezi vlakennymi vrstvami a kolagenni vrstvou byla zvolena
metoda peel testu. Nanovldkenné vrstvy byly nastithany vzdy do péti vzorki
0 rozmérech 50x200 mm. Takto piipravené vzorky byly nasledné kladeny a véaleckem
pfitlateny na pfipravenou kolagenni vrstvu. Pomoci laboratorniho zatizeni LabTest

4.050 pak byly naméfeny maximalni adhezni sily mezi vrstvami kolagenu a nanovlaken.

Vzhledem k pouzitému 5N siloméru a jeho 5% odchylkou se maximalni hodnoty pod
0,025 N nedaji povazovat jako relevantni, protoZe mohly byt zptisobeny chybou méteni.
Proto valna vétSina dat musi byt z hodnoceni vyfazena a jediné relevantni hodnoty
se objevuji u méfeni s jednovrstvym PCL. Pii méfeni PVA ve dvojvrstvé s PVDF sice
jedna z maximalnich hodnot pfesahla danou hranici 0,025 N, ostatni hodnoty jsou vSak
od této namétené sily pomérné vzdaleny a muize se tedy jednat pouze vyznamngjsi
chybu méfeni. I u jiz zminéného jednovrstvého PCL jsou hodnoty velmi blizko hranici
a spolehlivost téchto vysledkii by musela byt ovefena citlivéjSim silomérem. VSechny

naméfené hodnoty jsou zaneseny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Jednotlivé namérené maximalni adhezni sily v Newtonech mezi kolagenovou
a nanovlakennou vrstvou, cervené hodnoty pod hranici spolehlivosti mériciho zarizeni,
zelené hodnoty nad hranici spolehlivosti mériciho zarizeni

PCL ‘ PVDF PVA*/PVDF  PVA/PVDF* PCL*PVDF = PCL/PVDF*
0,017 N 0,006 N 0,042 N 0,013 N 0,008 N 0,012N
0,029 N 0,013 N 0,020 N 0,004 N 0,017 N 0,008 N
0,041 N 0,004 N 0,009 N 0,014 N 0,012 N 0,012 N
0,021 N 0,006 N 0,012 N 0,013 N 0,008 N 0,014 N
0,030 N 0,011 N 0,013 N 0,012 N 0,009 N 0,010N

8.3 Cytotoxicita materialovych extrakti

Me¢feni cytotoxicity je metodou, jejiz pomoci je mozné ur€it, zda jsou materialy viibec
vhodné k bunééné kultivaci. Pfipravené materialové extrakty byly pfidany k linii bunék
3T3 mysich rakovinovych fibroblasti. Doba inkubace bunék s extrakty byla 24 hodin.
Pomoci metabolického kalorimetrického testu MTT byla hodnocena viabilita bunék.
Viabilitou je rozuména schopnost danych bunék pfezit v urcitém prostiedi a je

zapisovana Vv procentech. Hodnota viability 70 % je dle normy CSN EN 1SO 10993:5

40



brana jako hrani¢ni a zivotaschopnost pod touto hranici znaci, ze kultivaéni prostiedi je

pro buiiky toxickeé.

Jako 100% hranice viability slouzi vzorek negativni kontroly (NC), coz jsou bunky
V oby¢ejném médiu. Pozitivni kontrola (PC) jsou buiiky v médiu usmrcené Tritonem-X.
Vsechny pfipravené materidly jsou, dle vysledku testu, pro buiiky netoxické. Grafické

znazornéni viability bun€k v jednotlivych extraktech je na Obrazku 19.

Cytotoxicita

150 -

-

=

o
1

Viabilita [%]

5 =l
=] (=]
1 1

Obrazek 19: Viabilita pozitivni kontroly (PC), negativni kontroly (NC)
a materidlovych extraktii, cervena linie zobrazuje 70% hranici viability dle
CSN EN ISO 10993:5, n=5

8.4 In vitro test bunécné adheze a proliferace

V rozmezi ¢trnacti dni byla sledovana metabolicka aktivita a pocet 3T3 mySich
fibroblastil na nanovladkennych vrstvach. Hodnoceni bylo provedeno po jednom, sedmi

a ¢trnacti dnech kultivace bunék na vrtvach.

Metabolicka aktivita byla hodnocena metabolickym CCK-8 testem a vysledky jsou
zobrazeny jako absorbance elektromagnetického zafeni o vlnové délce 450 nm
v Obréazku 20. Po jednom dni kultivace byla metabolicka aktivita na vSech testovanych

vrstvach nizka, ale relativné stejna. Prvni rozdily se projevuji po sedmi dnech bunécné
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kultivace. Nejnizs$i aktivita, dokonce lehce niz§i oproti dni jedna, byla naméfena
na jednovrstvém PCL materidlu. Nejvyssi aktivita pak byla méfena na obou stranach
dvojvrstvy PCL/PVDF. Velmi podobny trend lze vidét i po ¢trnacti dnech kultivace.
Jednovrstvy PCL materidl vykazoval nejniz$i podporu bunécného rastu, dvojvrstva

PCL/PVDF podporu nejvyssi.

Metabolicka aktivita

5_
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E T mm PVDF
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S 4 mm PVA*/PVDF
m -
% == PVA/PVDF*
g T . PCL*/PVDF
4]
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=]
<
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Den1 Den7 Den 14

Obrézek 20: Metabolicka aktivita bunék na nanovlakennych vrstvach po 1., 7. a 14. dni
kultivace; n=5

Pocet bunck v jednotlivych testovacich dnech byl spocitan pomoci programu MatLab
ze snimkl bun€k na nanovldkennych vrstvach pofizenych fluorescencni mikroskopii.
Snimky z fluorescen¢ni mikroskopie s modie obarvenymi bunéénymi jadry a zelené

obarvenymi cytoskelety Ize vidét na Obrazku 21.
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Obrazek 21: Snimky porizené fluorescencnim mikroskopem s modie obarvenymi

bunecnymi jadry a zelené obarvenymi bunécnymi cytoskelety, méritko 50 um
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Na Obréazku 22 je mozné vidét zprimérované hodnoty po¢ti bunék na nano-vlakennych
vrstvach v jednotlivych testovacich dnech. Trend pomérné dobie kopiruje vysledky
metabolického CCK-8 testu. Rozdilem proti vysledkim z metabolického CCK-8 testu je

zdanliveé vyssi bunécny pocet 7. den testovani u jednovrstvého PVDF.

Pocet bunék na 1 mm?
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= T W W= PVA*/PVDF
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Obrazek 22: Priimérny pocet bunék na plose materialu 1 mm? po 1., 7. a 14. dni
kultivace; n=10

Nanovlakenné vrstvy porostlé 3T3 mysimi fibroblasty byly také snimany pomoci SEM.
Jako reprezentacni byly vybrany snimky obou stran dvojvrstvy PCL/PVDF ze sedmého
a ¢trnactého dne testovani, u kterych je z vysledkl vyse patrny silny trend riistu bunék.

Vybrané snimky pii zvétseni 3000x 1ze vidét v Obrazku 22.
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PCL*/PVDF

PCL/PVDF*

Obrazek 22: Snimky proliferace 3T3 mysich fibroblastit nanovlakennymi strukturami
ze 7. a 14. dne sledovani, porizené SEM; zvétseni 3000x, méritko 20 um
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9 Diskuze vysledki

Vybér polymeri do této diplomové prace nebyl ndhodny. Biodegradabilni PCL a PVA
i nebiodegradabilni PVDF jsou hojné vyuzivany a zkoumany v riznych oblastech
tkanového inZzenyrstvi. Dvojvrstva kombinace degradabilnich PCL a PVA byla pouzita
napiiklad v praci Klicové (2020), kde byla ovéfena schopnost bunck adherovat
a proliferovat skrz takovyto dvojvrstvy material [6]. Polymer PVDF ve formé
nanovlaken byl vyuzit Klapstovou (2020) jako drendzni implantat pro 1écbu o¢niho
glaukomu. Pouzitim PVDF bylo docileno zamezeni ristu bunék a fibrotizace tkané

v misté aplikace [36].

Bagherzadech (2023) vyuzil kombinaci nanovldken PCL a PVDF k tvorb¢ scaffoldu
pro kostni regeneraci. Ve své praci zvlaknoval polymery zv1ast' i ve spole¢né kombinaci
z jednoho roztoku s riznymi poméry slozek. Jako zvlaknovaci metodu pouzil jehlové
elektrostatické zvlakniovani. Na zavér porovnaval mimo jiné homogenitu vrstev
i praméry vlaken. Stejné jako v jeho vyzkumu i v této diplomové préaci byly vyrobeny
homogenni nanovlakenné vrstv s nahodnou orientaci vlaken. Dle vysledku
Bagherzadecha méla v priméru jeho nanovldkna samostatné zvldknovaného PCL
pruméry kolem 50-150 nm, u PVDF pak 250-350 nm [37]. V porovnani s témito
hodnotami jsou pak primérné hodnoty nanovldkennych primért diplomové préce
pro v8echny zvlaknéné vrstvy v rozmezi 200-300 nm. Data jsou velmi podobna i pies

to, ze byly pouzity rozdilné metodiky pii zvlaknovani.

Pi#i méfeni smacivosti metodou kontaktniho thlu na pfisedlé kapce byla ovétfena
nesmacivost PVDF ve vSech variantach. Naméfené kontaktni thly s dH2O v priméru
dosahovaly 115-122° a s ACSF rozmezi 120-125°. U PCL vsSak doSlo ke zméné
smacivosti v zavislosti na tom, zda byl samotny, nebo v kombinaci s PVDF. Jako
samotny V jednovrstvé varianté dosahl primérné hodnoty 126,98° (+ 7,48°) pti méteni
dH.0 a 118,23° (x 8,27°) s ACSF. Ve dvojvrstvé verzi v kombinaci s PVDF v8ak
vyrazné vzrostla jeho ochota se smacet obéma kapalinami s primérnymi kontaktnimi
uhly 55,31° (£ 9,56°) pro dH.O a 44,65° (= 4,48°) pro ACSF. Méfenim kontaktniho
uhlu u PVA byla potvrzena je dobra smacivost s prumérnymi thly 39,24° (+ 8,44°)
pro dH20, respektive 30,99° (£ 7,75°) pro ACSF.

Me¢teni adhezni sily mezi nanovldkennymi vrstvami a kolagenni vrstvou, ur¢enou
puvodné pro potravinaifsky primysl, nebylo pfili§ uspésné. Prevazna vétSina hodnot
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byla naméfena pod hranici spolehlivosti SN siloméru. U PCL jsou sice 4 z 5 hodnot
vyssi, ale 1 tak jsou pomérné blizko této hranici. Pokud by bylo zamySleno méteni
opakovat, bylo by vhodné pouzit citlivéjsSi méfici zafizeni a piipadné diskutovat

1 pouziti skute¢né dury.

Testovanim cytotoxicity materialovych extrakti na 3T3 mySich fibroblastech bylo
ovéteno, ze zvlaknéné materidly je vhodno vyuzit pro tkanové scaffoldy podporujici
bunécny rast. VSechny cCtyfi materidly byly cytokompatibilni. To bylo nasledné
potvrzeno i metabolickym testem CCK-8 pro test bunécné adheze a proliferace
a pocitanim bunék pomoci fluorescenéni mikroskopie. Zde bylo v testovacim obdobi
14 dnt zjisténo, ze nejlepsi podptrné vlastnosti vykazuje jednovrstvy PVDF
nanovladkenny material a dvojvrstva z PCL a PVDF. Jednovrstvé PCL bylo v méfenich

nehorsi, 1 kdyz jistou podporu bunééné aktivity také poskytuje.

Pti dalsich pokusech by mohlo byt otestovano rtiznych plosnych hmotnosti. Pokud by
byla snizena pozadovana plo$na hmotnost na 20 g/m?, snizila by se ¢asova naro¢nost
na zvlakiovani nanovlakennych vrstev, zejména pak vrstvy PVDF. U té byl pravé také
problém srychlosti odvadéciho zafizeni, kdy pii odtahové rychlosti dochazelo
Kk pozastavovani odtahu. Toto Ize sice eliminovat rozdélenim procesu na dvé zvlaknéni
prvni vrstvy o poloviéni ploSné hmotnosti s naslednym povldknénim druhou vrstvou
S tou samou plosnou hmotnosti, ale tento postup pak zna¢né zvysi ¢asovou naro¢nost.

Dale je tfeba moznd inkorporace antibiotik pro prevenci bakterialnich infekci.

vvvvv

PCL, PVA a PVDF vybrany MUDr. Pavlem PoczoSem z neurochirurgické kliniky
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Za ukol bylo vytvofit nanovldkenné vrstvy
o plosné hmotnosti 30 g/m? zmaterial, které budou podporovat novotvorbu
a regeneraci dury mater, pfi¢emz zaroven zamezi vzniku tkanovych sristl mezi
regenerujici se durou a kryci mékkou tkéani, ptfipadné samotnym mozkem. Forma
materiald jako nanovldken byla vybrana take z predpokladu snaz$i manipulace
a suturace pii neurochirurgickém zakroku. Snimky z in vivo implantace vyrobenych

materiall 1ze spatfit na Obrazku 23.
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Obréazek 23: Fotografické snimky z chirurgické implantace jedné z vyrobenych
nanovlékennych vrstev; A — odhalend mozkova tkan, B — nanovlakennd vrstva
po implantaci do lebecni dutiny [38]
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Zavér

Cilem diplomové préace bylo vyvinout nanovlakenné jednovrstvy a dvojvrstvy z poly-
meru poly-E-kaprolakton (PCL), polyvinyl alkohol (PVA) a polyvinyliden fluorid
(PVDF) o plo$né hmotnosti 30 g/m? Tyto vrstvy jsou zamyslené pro potieby
neurochirgie, konkrétn¢ jako ndhrada dury mater a pro prevenci tkanovych sristt mezi
durou a okolnimi tkdnémi. Nahrazovat duru mater je potieba v ptipadé, ze dojde
K jejimu nevratnému poskozeni z divodu silného zanétlivého onemocnéni, fyzického
duru zamérné poskodit, ¢i pifimo odebrat. Tkanové srusty, jinak také adheze, pak
vznikaji diky zvysené bunécné aktivité v misté rany a télo se ji snazi zahojit. Adheze

vvvvv

zakrok k odstranéni adhezi.

Teoreticka cast diplomové prace popisuje princip bezjehlového elektrostatického
zvlaknovani, pouzité polymery a tkanové inzenyrstvi. Dale je zde i kratka reSerSe

na téma duralnich ndhrad a anti-adhezivnich materialu.

V experimentalni ¢asti se nachdzi pracovni postupy, vyhodnoceni vysledkl a jejich
diskuze. Byly tedy vytvofeny Ctyfi nanovldkenné materidly, specificky vybrané
neurochirurgem z praxe. Konkrétné se jednalo o jednovrstvé nanovldkenné materialy
zPCL, respektive PVDF a dvojvrstvé nanovldkenné materidly v kombinacich
PCL/PVDF a PVA/PVDF. Pro vyrobu téchto vrstev bylo pouzito zatizeni Nanospider™
pro bezjehlové zvlaknovani ze struny. Materidly néasledné byly pro dalsi potieby prace
sterilizovany ethylenoxidem. Vrstvy byly déale pozorovany snimkovaci elektronovou
mikroskopii a na pofizenych snimcich pak byly méfeny priméry nanovladken a také
porozita. U nanovlakennych vrstev byla také ovéfovana jejich ne-/smacivost
destilovanou vodou a simulovanym mozkomisnim mokem. Byl proveden i pokus
o méfeni adhezni sily peel testem mezi nanovlakennymi vrstvami a kolagenni vrstvou.
Tento pokus ovSem nebyl pfili§ uspesny, kdyz vétsSina vysledku vysla pod hladinou
spolehlivosti méticiho zatfizeni. V pfipadnych dalSich pokusech by tedy bylo vhodné
pouziti citlivéj§iho siloméru. Materialové extrakty v DMEM byly testovany na cyto-
toxicitu, tedy zda nahodou nebudou zabijet nasazené bunky, metabolickym testem
MTT. Jako bunéfny materidl pro biologické testovani byly zvoleny 3T3 mysi

fibroblasty. Po ovéfeni, ze materidly jsou cytokompatibilni byla testovana adheze
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a proliferace bun¢k na nanovlakennych vrstvach. K tomu byl proveden metabolicky test
CCK-8 po jednom, sedmi a ctrnacti dnech inkubace bunék od jejich nasazeni
na vyrobené nanovlakenné vrstvy. Spektrofotometrii vzdy byla vyhodnocena
absorbance, ktera odpovidd bunécné viabilité, tedy Zivotaschopnosti. Z kazdého dne
sledovani byly také ptipraveny vzorky pro sledovani bunécné proliferace vrstvami

pomoci skenovaci elektronové mikroskopie a mikroskopie fluorescenéni.

Z vysledkt biologickych méfeni vyplyva, Zze vybrané a vyrobené nanovlakenné vrstvy
splituji pozadavky pro vyuziti v tkafiovém inzenyrstvi. Cast vyrobenych vzorkd byla
také pfedana do medicinské praxe a implantovdana do lebe¢ni dutiny pro testovani

materiall in vivo. V této chvili vSak jesté nejsou vysledky zvefejnény.
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