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Abstrakt

Polykaprolakton (PCL) je velmi vhodnym materidlem pro tkanové inzenyrstvi. VétSina
rozpoustédel pouzivanych pro elektrické zvlaknovani PCL je vSak toxicka s ostatnimi je obtizné
pfipravit nanovldkna. V této praci byla vyvinuta technologie piipravy nanovlakenného
polykaprolaktonu s pouzitim alternativnich rozpoustédlovych systémii. Do roztoku PCL
v chloroformu a etanolu bylo pfiddno malé mnozstvi (20-120ul) kyseliny octové a mravenci.
Zvlaknénim PCL z tohoto netoxického rozpoustédla se podafilo pfipravit nanovlakna o
primérech 158 nm pro kyselinu octovou a 256 nm pro kyselinu mravenci. FTIR testy ukézaly,
ze vlakna neobsahuji zadné stopy zbytkového rozpoustédla. PCL byl dale zvlaknén technologii
stiidavého elektrického zvladknovani. Byly pfipraveny cévni tkadiiové nosice o priméru 6 mm s
praméry vlaken 490 nm, 870 nm a 1,57 pm. Diky rotujicimu kolektoru se podatilo dosdhnout
orientované vlakenné struktury, ktera je vhodna pro riist hladkych svalovych bunék. Kombinace
téchto dvou technologii by mohla do budoucna slouzit ke konstrukci vicevrstvych cévnich

tkanovych nosicu.

Klicova slova: tkanové inZenyrstvi, tkanovy nosi¢, maloprimérové cévni nahrady,

polykaprolakton, stiidavé elektrické zvlaknovani



Abstract

Polycaprolactone (PCL) is a very useful material for tissue engineering. Unfortunatelly
almost all solvents that are used for PCL electrospinning are toxic and the rest of them is not
suitable for nanofiber production. In this work a technology for PCL nanofiber production with
alternative solvent system was developed. A solution of PCL in chloform:ethanol was prepaired
and a little amout (20-120pl) of acetic and formic acid was added to the solution. Nanofibers
with average diameter of 158 nm were produced using acetic acid and fibers of average diameter
256 nm were achieved using formic acid. FTIR test showed that there is no harmful solvent left
inside samples. Then PCL was electrospun using alternating current electrospinning
technology. Scaffolds with inner diameter of 6 mm were produced with average fiber diameters
0f 490 nm, 870 nm and 1,57 pm. Thanks to the rotating collector an oriented fibrous structure
favorable for smooth muscle cells growth was achieved. Combination of these two techniques

can be very useful for future scaffold construction.

Keywords: Tissue engineering, scaffold, small diameter vascular graft, polycaprolactone,

alternating current eletrospinning
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1. Uvod

Cévni onemocnéni jsou dnes jednim z nejrozsifenéjSich divodi umrti [1]. Pfestoze na
trhu existuje fada implantat pro ndhradu cév o priméru vétSim, nez 6 mm, pro cévy o nizsim
praméru jsou soucasné technologie zcela nedostatecné. V podstaté jedinou redlnou moznosti
jsou autotransplantaty [1]. Pokrok v této oblasti je tedy velmi zasadni. Je tfeba vyrobit
implantat, ktery bude spliiovat vSechny potiebné funkce ptvodni cévy. Musi byt tolerovan
organismem, jeho vnitini povrch by mél umoziiovat proudéni krve bez tvorby krevnich srazenin

a zaroven je tteba, aby mél vhodné mechanické vlastnosti.

Jednou z velmi nadéjnych cest je tkanové inzenyrstvi. Cilem tohoto postupu je vyroba
implantatu, ktery je tvofen Zivymi buiikami pacienta. Takovy postup ma tu vyhodu, Ze vysledna
céva je schopna se velice kvalitné integrovat do organismu, je schopna regenerace a tim
zajistuje dlouhodobou funk¢nost. Pfestoze nékterym vyzkumnym tymiam [5] [7] [8] se jiz
podarilo vyrobit takovou Zivou cévni nahradu in vitro a prokazat jeji funk¢nost in vivo u lidi,
metoda vyroby takové cévy je znacné€ zdlouhava (fddoveé mésice). Dalsi vyzkumné tymy (Lee
a kol. [42], He a kol. [43], Yalcin a kol. [10] a dalsi) se snazi zkratit tuto dobu vyuZitim tzv.
tkanovych nosici — struktury, ktera funguje jako docasna opora pro rist bunék. Tkanovy nosic¢
muze sam slouzit jako implantat a poskytnout organismu ¢as na regeneraci tkani. V takovém
pfipad€ maji materidlové a strukturni charakteristiky tkanového nosice zcela zasadni vliv na

chovani bunék i na to, zda bude organismem vibec pfijat [1].

Védci se shoduji na tom, Ze tkanovy nosi¢ by svou strukturou mél co nejvice pfipominat
extracelularni matrix (ECM) a tim zajiStovat buitkam co nejvice ptirozené prostiedi [46]. ECM
je sit’ na Grovni nanometrQ tvofena proteiny a glykosaminoglykany. Tato komplexni struktura
buitkam poskytuje signaly, podle kterych se buniky fidi. Interakce mezi buiikami a extracelularni
matrix muze vést k riznym bunéénym aktivitam, jako je migrace, proliferace, diferenciace,
genova exprese, pripadné vylucovani riznych hormonti [46]. To vSe klade vysoké naroky na
strukturu a chemické sloZeni tkanového nosice, ktery svou funkci zastupuje extraceluldrni

matrix.

v rw

Jednou z nejrozsifenéjSich technologii pro vyrobu cévnich tkanovych nosicu je
elektrické zvlaknovani. Tato technologie umoznuje vyrobu nanovldkennych materialt, které
maji diky své unikatni struktuie pozitivni vliv na bunécny rtst a ptipominaji svou strukturou
extracelularni matrix. Tato technologie je velice univerzalni, umoziuje zvlaknéni mnoha

biokompatibilnich polymert a je i cenové dostupna [46].
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Tato prace se zaméfuje na elektrické zvlaknovani polykaprolaktonu (PCL) — polymeru,
ktery je velice vhodny pro biologické aplikace, véetné vyroby tkaiiovych nosicti a ma i vhodnou
rychlost biodegradability [13]. Pro jeho zvldknéni byly pouzity dvé rizné technologie —
stejnosmeérné (DC) elektrické zvldknovani a stiidavé (AC) elektrické zvlakiovani. Pokud
nebude tfeba bezprostiedni rozliSeni téchto dvou technologii, bude v dal§im textu stejnosmérné
zvlaknovani oznaovano tak, jak je zvykem — tedy elektrické zvldknovani. Cilem bylo pfipravit
nanovldkenné vrstvy s vhodnou strukturou, které by mohly slouzit jako jednotlivé vrstvy

nanovlakenného tkanového nosice.

Prvni polovina prace ma formu literarniho prizkumu. Popisuje technologii tkdnového
inzenyrstvi, snazi se zachytit vlastnosti, které by mél nanovlakenny tkanovy nosic¢ spliiovat a
shrnuje poznatky od dalSich autorti z oblasti vyroby cévnich tkanovych nosict elektrickym
zvlakiiovanim a také popisuje technologii sttidavého elektrického zvlaknovani. Experimentélni
cast prace je pak rozdelena na dva oddily, prvni se zaméfuje na stejnosmérné elektrické
zvlaknovani PCL s pouzitim alternativnich rozpoustédlovych systému, druhy na vyrobu

cévnich tkanovych nosicu stiidavym elektrickym zvlaknovanim.

Strucny prehled

Teoreticka Cast

Céva a jeji charakteristiky:

Popis cévy, jeji struktura, chemické a biologické sloZeni a jeji vlastnosti

Tkanové inZenyrstvi cévnich implantati
Vysvétleni technologie tkanového inzenyrstvi, jejich moznosti a urovné soucasnych

znalosti.
Nanovlakenné tkanové nosice

Co je to tkanovy nosi¢ a charakteristika riznych aspektii z hlediska struktury,

mechanickych vlastnosti a chemického slozeni.
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Cévni tkanové nosice pripravené elektrickym zvlaknovanim
Popis vyroby cévnich tkanovych nosicli elektrickym zvlaknovanim, rizné varianty
elektrického zvlaknovani, uréené pro dosazeni orientované vlakenné struktury a vliv takové
struktury na chovani bun¢k. Kapitola dale obsahuje studie, které popisuji piipravu

nanovlakennych cévnich tkanovych nosicti a jejich testovani in vitro a in vivo.

Stiidavé elektrické zvlaknovani
Popis jevu AC elektrického zvldknovani a aparatury a zvlakinovani PCL touto

technologii

Experimentalni ¢ast

Alternativni rozpoustédlovy systém pro elektrické zvlaknovani PCL
Elektrické zvldknovani PCL rozpusténého v roztoku chloroformu a etanolu s pfidanim

malého mnozstvi kyseliny octové a kyseliny mravenci. Charakterizace ptfipravenych vzorkl

Priprava nanovliakenného tkanového nosice AC zvlakiiovanim
AC elektrické zvlaknovani roztoku PCL v kyselin€ octové s malym mnoZzstvim octanu
sodného pro zvySeni vodivost roztoku. Charakterizace morfologie a mechanickych vlastnosti

vzorku.
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2. Teoreticka cast

Vyroba tkanovych nosicii pro cévni implantaty je komplexni zélezitosti. V ramci teoretické
casti diplomové prace se budu zabyvat riznymi aspekty této problematiky. PopiSu strukturu
cévy, dale se budu zabyvat tkdniovym inzenyrstvim cévnich implantatd a vlastnostmi klicovymi
pro cévni tkanové nosice. V dalSich kapitolach se pak budu vénovat vyuziti elektrického
zvlaknovani pii vyrobé cévnich tkanovych nosicli. Zamétim se na vyrobu tkanovych nosict
s orientovanou vladkennou strukturou. Nakonec popiSu technologii stfidavého elektrického

zvlaknovani, kterd by mohla byt pro vyrobu cévnich tkanovych nosict klicova.

2.1.  Céva a jeji charakteristiky

Pfirodni céva neni jen obyc¢ejna pasivni trubice, kterd vede krev. Ma schopnost ménit své
rozmeéry a to jak z kratkodobého hlediska, tak i z hlediska dlouhodobého. To je dtlezité pro
zachovani adekvatnich podminek pro proudéni krve a zachovéani prichodnosti cévy.
Maloprimérové cévy navic hraji dilezitou roli pii regulaci proudu krve. Stahuji se a roztahuji

na zéklad€ nervové, ¢i hormondlni stimulace, pfipadné na zdkladé samoregulace. [1]

Vnitini vrstva se nazyva tunica intima. Intimu tvofi jednovrstva plocha endotelu. Jedna se
o ploché bunky uspofadané ve sméru toku krve. Intima poskytuje hladky povrch a zabranuje
adhezi krevnich desticek a bilych krvinek k povrchu cévy. Soucasné pies tuto vrstvu probiha
transport latek, a to aktivn€ 1 pasivné. Endotelialni buiiky také dokaZzi reagovat na podminky
uvnitt cévy a vyluCovat signaliza¢ni molekuly a tim tok krve regulovat. Od stfedni vrstvy je
odd€lena membrénou (tzv. bazalni laminou) tvofenou kolagenem typu 1V, lamininem a
fibronectinem. [1]

Stiedni vrstva (tunica media) tvoti nejtlustsi ¢ast stény cévy a je odpovédnd za vétSinu
mechanickych vlastnosti. Je tvofena n¢kolika vrstvami hladkych svalovych bunék, kolagenem
typu I a III, vlakny elastinu a rGznych proteoglykant. Diky elastinu je céva pruzna, zatimco
kolagen zabrafiuje pfiliSnému natazeni. Buiiky a mimobunécnd hmota (extraceluldrni matrix)
jsou uspotadany v soustfednych vrstvach a tak tvoii komplexni strukturu, kterd umoziuje
zachovat prisvit cévy 1 pfi jejim ohybu [2]. Tato vrstva je také odpoveédna za regulaci proudéni
krve prostfednictvim stahovani a uvoliiovani na zaklad¢ interakce s endotelidlnimi bunikami.

Vnéjsi vrstva (tunica adventitia) se sklada z fibroblastii, ndhodné uspotadanych vldken

13



kolagenu (typ 1), elastinu, a nervli. Také se podili na mechanickych vlastnostech, prevazné
ukotvenim k okolni tkani [1].

Tepny maji oproti zildm znacné vyvinutéjsi tunicu mediu. Tepna se tlakem rozsifi a az poté
vypudi krev dal. Diky tomu je proud krve rovnomérny, ptestoze srdce mezi jednotlivymi stahy
odpoéiva. Zily maji tenéi sténu a jsou méné pruzné a na rozdil od tepen maji chlopng, které
brani zpétnému toku krve. Nejtlustsi tepnou je aorta, kterd dosahuje priméru az 30 mm. Pramér

ostatnich velkych tepen se pohybuje kolem 8-10 mm a jejich vétve maji pak od 3 do 5 mm. [3]

ARTERIE | VENA

[I] tunica intima
[ tunica media
[l tunica adventitia

Obrazek 1: Schématicka struktura cévy. Céva se sklada ze 3 vrstev. Vnitini vrstva je tunica
intima. Je nejtenci a zajistuje kontakt s krvi. Stiedni vrstva, tunica media zajistuje mechanické
viastnosti cévy. Sklada se predevsim z hladkych svalovych bunék, orientovanych
v soustrednych vrstvach. Vnéjsi vrstva je tunica adventitia. Je sloZena prevazné z fibroblastu
a zajistuje hlavné ukotveni k ostatnim tkanim. Dale obrazek ukazuje rozdil mezi strukturou
tepny a zily. Na obrazku muzeme videt, Ze intima media u zily je vyrazné tenci, nez u tepny.
Zily maji navic chlopné. [50]
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2.2.  Tkanove inZenyrstvi cévnich implantatt

Vyvoj cévnich implantatt na principu tkdniového inZenyrstvi se v poslednim desetileti velmi
rychle rozviji a to zejména kviili potfebé nizkoprimérovych cév. Naptiklad jen ve spojenych
statech zptisobuji asi 20 % vSech tmrti onemocnéni koronarnich tepen. Kazdy rok je provedeno
asi 500 000 operaci a kazda vyzaduje jednu malopriimérovou tepnu [1]. Bohuzel, ne vzdy je
k dispozici ndhradni céva, kterou by bylo mozné pouzit a syntetické implantaty jsou pro tepny
o priméru nizSim nez 6 mm nepouzitelné. Dochazi v nich ke srazeni krve diky nevhodnému
vnitinimu povrchu a také kvili nevhodnym mechanickym vlastnostem [1]. Je tedy tieba

vyvinout novy cévni implantat a to predevsim praveé pro maloprimérové cévy.

Idedlni cévni implantat by se mél podobat co nejvice biologické cévé. Biologickd céva je
pomérné komplikovana a pfesné napodobeni je zatim prakticky nemozné. Je to vSak idedl, ke
kterému je tfeba se priblizovat, snazit se zachytit jeji zadkladni charakteristiky a ty
zakomponovat do implantatu. Zakladem nahrady je, aby méla vhodné mechanické vlastnosti —
je tfeba, aby vydrzela tlak krve, zachovavala si prusvit pfi ohybu a bylo mozné ji nasit na
puvodni cévu. Zaroven by vSak méla mit podobnou pruznost jako ptirodni céva — implantaty
selhdvaji Casto proto, Ze rozdily mezi mechanickymi vlastnostmi na rozhrani mezi pivodni
cévou a implantatem jsou piili§ velké [24]. Dilezity je také vnitini povrch cévni ndhrady. Ten
se u pavodni cévy sklada z endotelidlnich bunék. Ty tvoti velice hladkou, dlazdicim podobnou
souvislou strukturu, kterd je v kontaktu s krvi. Je tedy tieba, aby byl i vnitini povrch implantatu

co nejhladsi. Samoziejmé je také nutné, aby implantat nevyvolaval zanétlivé reakce. [1]

Cilem tkanového inzenyrstvi je vyroba zivého organu tvofené¢ho bunikami pacienta. Takovy
organ se muZze pfipravit in vitro. V tom piipad¢ se bunky péstuji na tzv. tkdflovém nosici
(scaffoldu) a nasledné se organ implantuje do pacientova téla. Schlidnost tohoto postupu
v ptipadée cévnich tkdnovych implantati dokazal Shin’oka a kol. [5] [7] a H’eureux a kol. [8],
kdy byly implantovany cévni ndhrady pfipravené tkanovym inZenyrstvim lidem. Tento postup
je funkéni, jeho nevyhodou vsak je ptiliSnd zdlouhavost (pfiprava nahrady trva asi 3 mésice [5]

a 4-5 mésicu [8]).
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Zakladni princip tkanového inzenyrsvi

Jednovrstva bunécna
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Obrazek 2: Zakladni princip tkanového inZenyrstvi: Buiiky se odeberou od pacienta (tzv.
biopsie), napéstuji se in vitro, poté se nanesou na tkanovy nosic. Vznikly implantat muze
byt voperovan zpét do téla pacienta. [51]

Druhou variantou, ktera je pro cévni implantity vhodné&jsi, je implantace samotného
tkanového nosice. V tomto piipade se ocekava, ze organismus sam bude zdrojem bunék. Postup
vyZaduje, aby tkanovy nosi¢ docasné plsobil jako cévni ndhrada a poskytnul organismu ¢as na

regeneraci tkang. [1]

V kazdém pfipadé je ziejmé, Ze céva piipravena technologii tkanoveého inzenyrstvi bude
idedlnim implantatem. Je to ziva struktura, tvofena buitkami pacienta. Muze se velice dobie
spojit s okolnimi tkdnémi a také ma schopnost regenerace a miiZze vykonavat i funkce, jako je
latkovd vymeéna, coz je u syntetickych implantatl zcela nemozné. Dokonce, jak dokézal
H’eureux [5], v ptipad¢ détskych pacientli ma implantat schopnost pfizpiisobit se rastu — promeér
cévy se postupné zvétSuje. Diky t€émto vlastnostem mutzeme povazovat takovou ndhradu za
trvalé feSeni problému. Po implantaci takové cévy neni tfeba zddnych dalSich zasaht, cozZ je

vyhodné predevs§im pro pacienta, ktery pak nemusi podstupovat dalsi zakroky. [1]
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2.3.  Nanovlakenné tkanové nosice

Tkanovy nosi¢ slouzi jako docasnd nahrada extracelularni matrix. Poskytuje buikdm
trojrozmérnou strukturu, ke které se mohou pfichytit a rozvijet se. V organismu je vétSina bunek
v kontaktu s extracelularni matrix (ECM) — sit¢ na Grovni nanometrii tvofené proteiny a
glykosaminoglykany. Tato komplexni struktura buitkdm poskytuje signdly/informace, podle
kterych se bunky fidi. Interakce mezi buiikami a extracelularni matrix mize vést k riznym
bunéénym aktivitam, jako je migrace, proliferace, diferenciace, genova exprese, piipadné
vyluovani rGznych hormonii. To vSe klade na tkanovy nosic, ktery svou funkci zastupuje
extracelularni matrix, vysoké naroky z hlediska jeho struktury a chemického slozeni — je

ziejmé, Ze je tfeba, aby tkanovy nosi¢ co nejvice pripominal extracelularni matrix. [46]

Jednou z nejvhodnéjsich metod vyroby cévnich tkanovych nosici je elektrické zvlakiiovani.
Jedna se to technologii snadnou a cenové dostupnou (ve srovnani s fazovou separaci, ¢i
samouspoiadadvanim) [46]. Umoziiuje vyrobu scaffoldu se strukturou vzdjemné propojenych
pért a praméry vlaken fadové v nanometrech. Dale je mozné touto technologii zvlaknit fadu
polymerti, véetné mnoho biodegradabilnich [46]. Protoze se tato prace zaméfuje praveé na
vyuziti elektrického zvldkilovani, budou dal$i casti zaméfené na nanovldkenné nosice

ptipravené elektrickym zvldknovanim.

Zakladnim predpokladem pro tkanovy nosi¢ je biokompatibilita. Implantat nesmi
v organismu vyvolavat nepratelskou reakci, musi byt schopen se do organismu integrovat.
Scaffold by mél svoji architekturou pfipominat co nejvice extracelularni matrix. Dalsi klicové
vlastnosti jsou porozita a velikost porti, mechanické vlastnosti a chemické sloZeni vhodné pro

buniky. Témto aspektim se tedy budu vénovat v dalSich podkapitolach.

2.3.1. Chemicke slozeni

Pti vyrobé cévnich tkadnovych nosict se obvykle pouzivaji biodegradabilni materidly. Tento
koncept vyuzil poprvé Bowald a kol. [22] v roce 1979. Spociva ve vyuziti materidlu, ktery plni
docasné mechanickou funkci, ale organismus material postupné rozklada a jeho misto zaujimaji
buiiky a vlakna mimobunécné hmoty. Nakonec organismus material vstieba tpIné a zbyde zivy
organ (bunky a extracelularni matrix), ktery je schopen samostatn¢, plnohodnotné funkce [1].
Samoziejm¢e je snahou najit material (nebo kombinaci materialt), ktery co nejvice podporuje

bunécnou proliferaci.
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Z biologickych materidlti se nejvice vyuzivaji kolagen, gelatin, chitosan, pfipadné rizné
polysacharidy. Ze syntetickych material to jsou nejcastéji kyselina polyglykolova (PGA) a
polymlécnéd (PLA), polykaprolakton (PCL), polyuretany (PU) a polydioxanon (PDS).
Podrobné¢jsi charakteristiky téchto polymert je mozné najit naptiklad zde: Hutmacher [13] a

Gunatillake [12].

2.3.2. Struktura tkanového nosic¢e

Extracelularni matrix ma vyznamny vliv na chovani bunék tim, ze zajistuje jejich
organizaci v prostoru [46]. Jiz v roce 1963 bylo doloZeno [38], Ze nanostruktury maji vliv na
bunécné chovani. Je tedy tfeba pochopit, jak se buiiky chovaji ve vztahu k nanovldkniim a déle
vyuzit téchto poznatkd.

To, jak moc jsou bunky schopny proniknout do scaffoldu je zna¢né zavislé na jeho
porozité a velikosti port. Tyto vlastnosti maji tedy znacny vliv na funkci celého implantatu.
Oteviena struktura vzajemné propojenych port je zdsadni pro proliferaci a migraci bunék, ale
také rozvod Zivin. Porézni povrch také umozituje mechanické uchyceni scaffoldu v okolnich
tkanich a tim zajist'uje jeho stabilitu. [17]

Nanovlakna se vii¢i buikdm chovaji pomérn¢ poddajné. Boland a kol. [16] ve své studii
ukézal, ze bunkky mohou infiltrovat i strukturu s primérnou velikosti porti pouhych 1,5 pm.
Tento vysledek dale konfrontuje s informaci, Ze pro infiltraci bun¢k do béZznych poréznich
materiali je vzhledem k jejich velikosti tfeba port o velikosti minimalné 10 pm. Z toho
vyvozuje, ze buiiky jsou schopné jednotlivd vlakna odstrkovat — nanovlakna se tedy chovaji
poddajné.

Lowery a kol. [18] zkoumal vliv velikosti port mezi vldkny na chovani bun¢k u PCL
nanovlakennych vrstev. Uvadi, Ze nejvétsi vliv na proliferaci bun¢k se projevuje u primérné
velikosti pori mezi 6 a 14 um. MensSi pory omezuji migraci bunék. U pora velikosti mezi 20 a
36 um uz zmény nejsou pozorovany — buiiky se mohou volné pohybovat a migrovat. V pifipadé
vyrazné vétSich pord se Zivotnost bun€k snizuje, nejspiS proto, ze buiky nejsou schopné
efektivné pfemostit pfili§ velké mezery. Déle uvadi, ze pro vytvoreni bariéry, kterou bunky
nedokdzi ptekonat, je tfeba porit o rozmérech mensich nez 1 pm. Lowery tedy uvadi idedlni
velikost port mezi 6 a 20 um. Jako obecné pravidlo udava, Ze je tieba, aby se velikost pora

pohybovala mezi + 50% velikosti bun¢k.
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Szentivanyi a kol. [17] ve svém c¢lanku na zaklad¢ studii ostatnich autorti tuto hranici
potvrzuje. Jako ideédlni udava rozméry 5 az 50 um. To odpovida velikosti bun¢k mezi 10 a 25
um. Vyjimku z tohoto pravidla tvoii endotelidlni bunky. Ty jsou schopné pfemostit pory o
pruméru az 20 um. Szentivanyi a kol. [17] dale ve své praci dochazi k zavéru, ze vzhledem
k zavislosti velikosti porii na priméerech vldken bude pro vldkna o priiméru mensim, nez 0,25
pum dochazet k migraci a proliferaci bun¢k predev§im na povrchu tkanového nosice, zatimco
vlakna o priméru 2 pm a vice jiz zddnym vyraznym zptusobem chovani bun¢k nebrzdi.

Dalsim aspektem jsou praméry vlaken scaffoldu. Chen a kol. [19] studoval vliv pramérta
vlaken na bunky u vysoce porézniho PCL s velikosti pora nad 50 pm. Ve své studii zkoumal
vlakna od primért 100 nm az po 1,6 um. Ukazuje se, ze pro submikronova vldkna plati, ze
rychlost proliferace stoupa s klesajicim prumérem vlaken. Vyjimka nastava pouze u vlaken
s koralky, které proliferaci znacné brzdi a také maji nezadouci ti¢inek na bunécnou morfologii.
Na druhé strané, pro vldkna s primérem nad 1 pum rychlost proliferace roste s rostoucim
pramérem. Svym vyzkumem to potvrzuje i Del Gaudio a kol. [28]. Tento trend byl dale ovéien
i pro vlakna s vétSimi prameéry, az do 5,5 um [18], [21].

Na submikronovych vldknech se builky zachytavaji 1épe. To Chen a kol. [19] vysvétluje
tim, Ze nanovldkna maji vyrazné vétsi specificky povrch a diky tomu dokdzi mnohem lépe
adsorbovat proteiny.

Dal§im zasadnim aspektem, ktery ovliviluje chovani bunék na scaffoldu je vlakenna
orientace. Xu a kol. [39] zkoumal chovéani hladkych svalovych bun¢k na orientovanych
vldknech kopolymeru kyseliny polymlééné a PLC. Autor uvadi, Ze buiky se k vlaknim
prichytavali ve sméru jejich osy a také podél nich migruji. Buiikky péstované na orientovanych
vlaknech déle zaujimaji pfirozeny protahly tvar, na rozdil od bunck péstovanych na ndhodné
orientovanych vlaknech, které se pfichytavaji na vice vlaknech soucasné a zaujimaji
pyramidalni tvar s ndhodné orientovanymi aktinovymi vlakny. Autor dale uvadi zvysSenou
schopnost adheze a proliferace buné€k. Zhu a kol. [27] ve své praci ukazuje, Ze podobny vliv na
hladké svalové buniky maji 1 mikrovlédkna o priméru 10 pm. K podobnym vysledkiim dochazi

i Li a kol. [45] na vldknech PCL.

Lee a kol.[26] ve své studii tykajici se orientovanych polyuretanovych nanovldken
uvadi, Ze bunky péstované na orientovanych vlaknech vykazuji vyrazné vétsi (az

dvojnasobnou) produkci kolagenu, nez buniky péstované na vldknech s ndhodnou orientaci.

Orientovana nanovlakenna struktura dale vykazuje anizotropni mechanické vlastnosti

oproti ndhodn¢ orientovanym vldkntim. To dokazuje Li a kol. [45], ve své studii. Uvadi, Ze
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pokud jsou vldkna pfi vyrob¢ vystavena mechanickému tazeni, jako naptiklad pfi navijeni na
rotujici kolektor pfi vysSich rychlostech, dochdzi k ovlivnéni jejich krystalické struktury.
Krystaly ve vladknech se orientuji ve sméru osy vldkna a tim se mechanické vlastnosti vlaken
jeste posiluji. Pokud je vzorek namahéan ve sméru orientace, sila se mize rozlozit rovnomérné
mezi viechna vlakna. U rotujiciho kolektoru je navic mozné uréit hustotu vlaken. Cim vyssi
rychlost rotace je aplikovana, tim vyssi je hustota nanovlakenné vrstvy a mensi prostor mezi

jednotlivymi vldkny. [19]

2.3.3. Mechanické vlastnosti tkdfiovych nosict

Mechanické vlastnosti jsou klicovym parametrem, ktery pfedurcuje, zda je scaffold mozné
pouzit k implantaci. Je zfejmé, ze musi byt dostatecné pevny, aby dokazal odolavat tlaku krve.
Pevnost v protrzeni je tedy jednou ze zakladnich charakteristik. Déle je tfeba, abych bylo mozné
scaffold nasit na piivodni cévu (méfeni pevnosti Svu). Syntetické ndhrady pak Casto (predevsim

v dlouhodobém €asovém horizontu) selhavaji kviili nedostatecné pruznosti materialu. [9]

vvvvvv

scaffoldu. Obecné je uvadéno, ze tato hodnota by méla byt vyssi, nez 2000 mm Hg. Na druhou
stranu je nutné si uvédomit, ze tlak pfi roztrzeni je linedrné zavisly na primeéru scaffoldu. Pri
zachovani stejné tloustky stény bude tlak potfebny pro prasknuti scaffoldu o vnitinim priméru

2 mm 2x vétsi, nez u scaffoldu o vnitinim priméru 4 mm. [9]

Pevnost $vu je dalsi dilezitou charakteristikou pro cévni implantat. Konig [9] uvadi hodnotu
pro piirodni cévu 138 £ 50 g/cm? (oboustranna vnitini mamarni tepna), oviem dodava, Ze pii
pouziti cévnich implantati pfipravenych procesem tkanového inZzenyrstvi (jedna z mala studii
zahrnujici lidské pacienty) byli pouzity implantity s hodnotou vyrazné nizsi (75 g/cm?) a
nedoslo k Zadnym opera¢nim ani pooperacnim komplikacim. Konig za hrani¢ni hodnotu uvadi

50 g/cm? s odfivodnénim, Ze chirurg ma moznost pouZiti stehii riznych typti a hustoty.

Poslednim parametrem pro cévni implantat je jeho pruznost. Podle Nerema [11] nevhodna
pruznost implantatu mize vést k selhani nadhrady po del§i dobé — neprojevi se tedy okamzité.
Tento parametr je v pfipadé cévnich implantath ptipravenych tkanovym inzenyrstvim, jak
dokazuje Konig [5], nejméné¢ dilezitym, jelikoz se plisobenim bunék charakteristika implantatu

meéni s ¢asem a prizptisobuje se podminkdm. Ve své praci uvadi pruznost oboustranné vnitini
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mamarni tepny 11,5 %/100 mm Hg. Céva pfipravena technologii tkanového inZenyrstvi méla
pred implantaci pruznost 3,4 %/100 mm Hg. Sest mésicti po implantaci se tato hodnota zvedla

na 8,8%.

24. Cévni tkanové nosiCe pripravené elektrickym
zvlaknovanim

Elektrické zvlaknovani je technologie velice vhodnd pro piipravu cévnich tkanovych
nosic¢l. Umoziuje vyrobu vlaken o primérech od desitek nanometrt do jednotek mikrometri a
také zvlaknéni znacného mnozstvi polymerti vhodnych pro biologické aplikace. Vldkna
ptipravend elektrickym zvladknovanim tvoii porézni strukturu, kterd pfipomind mezibunécnou
hmotu. Navic je mozné vldkna sbirat na valcovy kolektor a tim ziskat tvar cévy. Valcovy

kolektor souc¢asné umoziuje vyrobu orientované struktury. [46]

Nasledujici ¢ast shrnuje poznatky o ptipravé cévnich tkanovych nosict riznych materialt
a struktur. Zahrnuje technologii vyroby cévnich tkanovych nosict elektrickym zvldknovanim,
rizné varianty elektrického zvlaknovani vedouci k dosaZeni orientovanych vlaken, kterd mohou
mit velmi pozitivni vliv na vlastnosti tkdniového nosice [39] a déale vyzkumy na téma

mechanickych a biologickych vlastnosti téchto materiali.

2.4.1. Aparatura pro vyrobu cévnich tkanovych nosict

Pro vyrobu nanovldkennych cévnich tkanovych nosict elektrickym zvldknovanim se
obvykle pouziva aparatura pro elektrické zvldknovéani s valcovym kolektorem. Diky rotaci
kolektoru jsou vlakna sbirana rovnomérné a zaujimaji tak trubicovity tvar. Pro malopriimérové

tkanové nosice se pouzivaji kolektory o priiméry menSim, neZ 6 mm.

Na obrazku 3 je schématické znazornéni aparatury pro vyrobu cévnich tkanovych nosict.
Aparatura je slozena z injekéni stiikacky (Obrazek 3 a), ve které je umisten polymer.
Zvlaknovani probiha z kovové jehly (Obrazek 3 b), ktera je pfipojena na zdroj napéti (Obrazek
3 ¢). Vldkna jsou sbirdna na valcovy rotacni kolektor (Obrazek 3 d), ktery je pfipojen na
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pohonnou jednotku (Obrazek 3 e), kterd zajiStuje rotaci. Davkovaci pumpa (Obrazek 3 f)
zajistuje rovnomérny piisun polymeru. Dale je vhodné regulace vlhkosti okolniho prostiedi,

ktera mize mit znacny vliv na proces zvlaknovani. [46]

Pohonna jednotka (e)

Zvldkiovaci jehla (b)
Injeként strikacka (a) L Uzemnény vdlcovy

Dadvkovaci pumpa (f) kolektor (d)

=> :=—=

Zdroj napeéti (c)

Obrazek 3: Aparatura pro vyrobu nanovidkennych cévnich tkanovych nosici elektrickym
zvlakinovanim. Polymer je uloZen v injekcni strikacce (a) a zvlaknovani probiha z kovové jehly
(b), kterd je pripojena na zdroj napéti (c). Vlakna jsou sbirana na valcovy rotacni kolektor (d),
ktery je pripojen na pohonnou jednotku (e), ktera zajistuje rotaci. Davkovaci pumpa (f) zajistuje
rovnomeérny prisun polymeru. [46]

2.4.2. Vyroba cévnich tkanovych nosicli s orientovanou nanovldkennou

strukturou

Orientovana vldkenna struktura miize byt pro vyrobu cévnich tkanovych nosicii velice
zasadni. Jednim z dvodi je napiiklad to, Ze 1 stfedni vrstva cévy (tunica media) je tvofena
orientovanou strukturou bunék a extracelularni matrix [1]. Nasledujici ¢ast pojednava o tom,
jakymi metodami je mozné takovou strukturu ptipravit a také jaké vyhody cévnim tkanovym

nosiciim orientovand vldkna ptinaseji.
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Jednou z metod ptipravy vlaken orientovanych jednim smérem je vyuziti kolektora riiznych
tvarti, pfipadné kombinace vodivych a nevodivych ¢asti.[28], [30], [31], [32]. Dalsi variantou
je sbirani vlaken na kolektor ve tvaru rotujiciho disku [33], [34], [35], [36]. Jedna se o metodu,
slouzici k piiprave velice dobfe orientovanych vlaken, jednak diky tomu, Ze hrana disku je uzka
a jednak kvili deformaci elektrického pole. Piestoze se tyto metody pfili§ nehodi pfimo
k ptipraveé nanovldkennych tkanovych nosici, je mozné takto ptipravené nanovldkenné vrstvy

zkoumat a ziskavat informace o jejich vlastnostech.

Na druhé stran¢ pro vlastni vyrobu cévnich tkanovych nosicl je ideédlni cestou pouziti
valcového rotacniho kolektoru. To pfedevSim z toho divodu, Ze nanovrstva ziskana timto
postupem zaujimd piimo trubicovity tvar, jehoz vnitini primér je definovan primérem
kolektoru. Edwards a kol. [37] pracoval s valcovym kolektorem o priméru 3,2 cm a délce 9,2
cm. Ve svych pokusech zkoumal vliv rychlosti otaceni kolektoru na strukturu vldken PCL.
niz8i obvodové rychlosti (asi do 2 m/s) dochazi pouze k ¢aste¢né orientaci a vlakna nejsou nijak
deformovana. Pii vysSich rychlostech otaceni jiz dochazi k mechanickému tazeni vldken, které
vede k jejich uspofadéani. Tazenim dochézi také ke snizovani primért téchto vlaken a soucasné
ke zméné krystalické struktury polymeru. Pfi rychlostech nad 5 m/s jiz dochazi
k mechanickému posSkozovani vlaken, trhaji se. Jako ideélni rychlost otdCeni pro vyrobu

orientovanych vlaken autofi uvadi 2,5 m/s.

Jelikoz hlavnim cilem je pfiprava maloprimérovych scaffoldd, je tfeba sbirat vlakna na
véalcovy kolektor s primérem 6 mm a méné. Orientace vldken je moZzné dosdhnout pfi
dostate¢nych otackach kolektoru [23], [10], pfestoze je to technologicky pomérné obtizné jak
dodava Wu [23], jelikoz s klesajicim prumérem kolektoru rostou otacky potifebné k dosazeni

kvalitni orientace.

Presto existuji studie, které posupuji touto cestou. Jednu z nich vypracoval Vaz a kol. [23]
Uspé&sné piipravil dvouvrstvy scaffold zvldkiiovanim na rotujici valcovy kolektor o priméru 6
mm a délce 6 cm. Prvni vrstva byla pfipravena z nahodn¢ orientovanych vlaken PCL, druhou
vrstvu tvofila orientovana vlakna PLA. Tloustka stény scaffoldu byla asi 600 um. K dosazeni
vlakenné orientace byla pottebna tthlova rychlost 6,8 m/s. Priméry takto pfipravenych vldken

se pohybovaly od 800 nm do 3 um.

Yalcin a kol. [10] pfipravila scaffold s orientovanymi PCL vlakny o priméru 6 mm. Ve

studii byly pouzity ota&ky od 250 (0,075 m/s), 5 000 (1,5 m/s), 10 000 (3 m/s) a 15 000 (4,5
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m/s) RPM. Pti pouziti ota¢ek 15000 RPM bylo dosazeno jiz velmi dobfe orientovanych vlaken.

Wu a kol. [24] navrhuje novou metodu vyroby orientovanych vldken pro
maloprimérové cévni scaffoldy. Orientovanych PCL vldken dosahl pouzitim 2 kovovych
desek, ptipojenych na zdroj negativniho napéti, které fungovaly jako protielektrody. Jejich
postavenim rovnobézné s kolektorem, vyrobenym z nevodivého teflonu, mohl dosdhnout velice
kvalitni orientované struktury na kolektoru o priméru 4,5 mm i pii velice nizkych otackach (do
300 RPM). Navic, pfi otackach kolem 50 RPM, pokud byly desky umistény kolmo ke
kolektoru, bylo mozné dosahnout axialn¢ orientované nanovlakenné struktury. Autor ve své

praci navrhuje, ze axialné orientovana vlakna by mohla byt pouzita pro vnitini vrstvu scaffoldu.

Grasl a kol. [36] pouziva pro vyrobu uspotfadané vlakenné struktury velice univerzalni
metodu vyuzivajici 2 paralelnich ptidavnych elektrod, na néz je privadén stfidavé potencial o
frekvenci 40 Hz. Vlakno je tedy stiidavé pfitahovano k jedné z ptidavnych elektrod, coz vede
k vytvofeni orientované struktury. Autor uvadi, Ze s touto technologii je mozné dosahnout

libovolné orientace vlaken.

2.4.3. Biologicke vlastnosti tkanovych nosict

Abychom mohli zhodnotit jednotlivé technologické postupy a pouzité materidly, je tieba
se podivat na to, jak se v praxi osvédcily po osazeni bunikami. V této sekci se tedy podivame na

konkrétni studie in vitro a jejich vysledky.

Xu a kol. [39] pfipravil nanovlakennou vrstvu tvofenou orientovanymi vlakny PLCL
(kopolymeru PLA a PCL v poméru 75:25). Strukturu tvofila vlakna o priméru kolem 500 nm.
Byla testovéana interakce téchto vlaken s hladkymi svalovymi buiikami. Jako kontrola slouZila
vrstva PLCL a polystyrenové desti¢ky pro tkanové kultury. Buiikky vykazuji pozitivni reakci,
prichytavaji se a proliferuji rychleji, neZ na vrstvé a srovnatelné s destickami pro tkanove

kultury. Béhem 7 dn pocet bunék vzrostl 4 nasobné.

Lee a kol. [41] pfipravil sérii scaffoldli z riiznych materiali. Smés se vzdy skladala ze
45 % kolagenu, 15 % elastinu a 40 % biodegradabilniho syntetického polymeru — kyseliny
polymlécné (PLA), kopolymeru kyseliny mlécné a glykolové (PLGA) polykaprolaktonu (PCL)
a kopolymeru kyseliny mlé¢né a kaprolaktonu (PLCL). Scaffoldy byly tvofeny nahodné

orientovanymi vlakny o primérech od 477 do 765 nm. Synteticky polymer mél za tkol
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piedevsim prizptisobeni mechanickych vlastnosti scaffoldu, aby co nejvice odpovidaly ptirodni

céve. Autor ve studii pouze uvadi, ze hladké svalové bunky migrovaly do scaffoldu a jako

vvvvvv

Vaz a kol. [23] vyrobil dvouvrstvy scaffold. Vnitini vrstvu scaffoldu tvorila nahodné
orientovana mikrovlakna PCL (1,5-6 um) s velikosti p6rt asi 15 pm. Struktura vlaken obsahuje
koralky. Vnéjsi vrstvu tvoii orientovand vlakna PLA o priimérech od 800 nm do 3 pm a velikosti
port do 10 pm. Na téchto scaffoldech byly péstovany fibroblasty. Po 1 tydnu buiiky zacinaji
proliferovat a po 2 tydnech nékteré bunky pronikaji dovnitt scaffoldu. Po 30 dnech pokryvaji
jiz cely povrch. Bunky se nechaji vést strukturou vldken, ovSem drzi se spiSe u povrchu

scaffoldu.

Ju a kol. [25] zvlaknoval smés (1:1) PCL a kolagenu na kolektor o praiméru 4,75 mm.
Ve své praci ptipravil 4 druhy scaffoldl o riznych primérech vlaken (od 0,27 do 4,45 pm) a
zkoumal chovéani bunék na téchto strukturdch. Autor uvadi, ze nanovldkna jsou vhodna na
pestovani bun€k, ov§em zamezuji jejich pronikani do scaffoldu, mikrovldkna infiltraci naopak
umoznuji. Dale se zamétuje na morfologii endotelidlnich bunék a ukazuje, ze endotely
pestované na nanovldknech maji 1épe vyvinuty cytoskelet a fokdlni adhezi, nez endotely
pestované na mikrovlaknech. Proto nasledné ptipravil dvouvrstvy scaffold, jehoz vnitini strana
se skladd z nanovldken vhodnych pro endotely a sou€asné tvoii bariéru pro hladké svalové
bunky. Vnéjsi vrstva se skladdala z mikrovlaken, kterd umoznuji pronikdni hladkych svalovych
bunék do scaffoldu. Tento scaffold byl osdzen hladkymi svalovymi buitkami a endotelidlnimi
bunkami. Pokus dokazuje, Ze hladké svalové buniky pronikaji do scaffoldu, zatimco endotely se

drzi na povrchu nanovldkenné vrstvy.

He a kol. ve své praci [43] pouzil k vyrobé scaffoldu b&zny postup elektrického
zvlakiiovani a pfipravil scaffold z vlaken PLCL (70:30). Vldkna byla ndhodné orientovana,
jejich priméry nejsou v praci uvedeny. Z ptilozenych snimkil Ize usuzovat, ze se jednd o vlakna
od 0,5 do 1 pum. Vldkna byla dale potazena vrstvou kolagenu, pro =zajisténi lepsi
biokompatibility. Vnitini vrstva scaffoldu byla dale posdzena endotely. Studie ukazuje, ze jiz
prvni den se vétSina bun€k uchytila na povrchu vldken a vytvofila nerovhomérnou vrstvu.
Bunky béhem 7 dni pokryly cely povrch scaffoldu rovnomérnou vrstvou. Navic nedoslo k zadné

infiltraci bun€k do scaffoldu, coz je u endotelii Zadouci.

Tillman a kol. [5] testoval nanovldkenné scaffoldy ptipravené ze smési PCL a kolagenu.

Na scaffoldech byly kultivovany endotelidlni buniky (na vnitini stén¢) a hladké svalové bunky
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(na vngjsi stén¢) po dobu 9 dni. Kultivace probihala v reaktoru, ktery zprosttedkovaval
pulzujici, proudici prostfedi. Endotely vytvofily rovnomérnou vrstvu na povrchu scaffoldu. U
scaffoldll byla testovana odolnost jejich povrchu proti adhezi krevnich desti¢ek. Testy ukazuji,
ze scaffoldy s vrstvou endotelii (na rozdil od scaffoldi neosazenych) vykazuji naprosto
minimalni adhezi. Scaffoldy byly ddle implantovany kralikiim na dobu 1 mésice. VSechny cévni
nahrady si zachovaly priichodnost i primér a jejich mechanické vlastnosti zlstavaji i 1 mésic
po implantaci srovnatelné s vlastnostmi ptirodni cévy. Vzorky nevyvolavaji zddnou zanétlivou

reakci, piestoze infiltrace bun¢k po jednom mésici je zcela minimalni.

He a kol. [43] implantoval scaffold pfipraveny z nanovldken PLCL kralikim. Po 7
tydnech si zachoval strukturni integritu i prichodnost. Organismus vSak na implantat reagoval
jako na neptatelskou tkan a nedoslo k zaddné bunééné infiltraci. Na lumenu nedoslo k zddnému
srazeni krve po celych 7 tydnQ, implantaty si zachovaly prichodnost. Test dale ukazuje, ze

scaffold bylo mozné bez problémill napojit na ptivodni cévu a nedochazelo k prusaku krve.
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2.5. Stridavé elektrické zvlaknovani

Béhem posledni dekady vzniklo na toto téma jen pomérn¢ malo praci, v porovnani
s pracemi na téma stejnosmérného zvlaknovani. Piesto se jedna o velmi zajimavou technologii,
ktera by mohla byt v budoucnu velice uzitecna. Autorem jedné z prvnich praci, které se zabyvaji
pfimo stfidavym zvldknovanim je Kessick a kol. [13]. Kessick provedl srovnani
stejnosmérného (DC) a sttidavého (AC) elektrospinningu pii zvlakiiovani polyethylenoxidu
z jehly s pouzitim standartniho kolektoru, tak jak je to bézné pro DC zvlaknovani. Kessick zde

upozornuje na vyrazn¢ zredukovanou oblast bicujici nestability.

Maheshwari [15] ve své praci popisuje AC zvlédknovani z jehly s kolektorem (opét,
podobné usporadani, jako u DC elektrického zvlakinovani). Uvadi, ze vznika vlakno, které neni
ke kolektoru nijak pfitahovano, ani neni nijak ovliviiovano jeho tvarem. S vlaknem se da ru¢né
manipulovat, ptfipadn¢ navijet. Toto vldkno je slozeno z rtzné propletenych nanovldken.
Maheshwari se dale zamétuje na zévislost procesu na hodnotach frekvence a napéti. Uvadi, ze
pii zvySeni napéti se vlakno rozsifuje a nartistd pocet jednotlivych nanovlaken. Frekvence ma
presné opacny efekt. Pro zvldknovani byly pouzity jen velice nizké hodnoty napéti — asi do 5

kV.

Pokorny a kol. [4] pfispél k vyrazné inovaci této technologie, nahrazenim jehly
zvlaknovaci elektrodou v podobé kovové tycky, do které je polymer davkovan spodem ze
zasobniku v podobé injekéni sttikacky. Pro zvlaknovani dale pouzil vyrazné vyssi napéti nez
pfedchozi autofi. Jako optimalni zvldknovaci napéti pro polyvinyl butyral a polyakrylonitril
uvadi hodnoty kolem 30 kV. Dale zcela vyfazuje elektricky aktivni kolektor —uvadi, Ze kolektor
nema na proces zvldknovani zadny vliv. Autor zavadi hypotézu existence virtualni elektrody,
kterad se opakované tvoii v naprosté blizkosti zvlaknovaci elektrody a sklada se z elektricky

nabitych nanovlakennych segmentt. To je zndzornéno na obrazku 5c)

Pomoci vysokorychlostni kamery se podafilo zachytit vznik trysek i chovani samotného
procesu. Autor zde uvadi hustoty trysek v fadu jednotek na mm2, coz je o ad vice, nez u DC
elektrospinningu. Tomu také odpovida objem polymeru dodavaného na elektrodu, ktery je ve

srovnani s DC elektrospinningem opét asi o fad vyssi.[4]

Nanovldkenna vlecka (obrazek 5d) je undSena od kolektoru plisobenim elektrického
vétru. Ten brani, aby nove¢ vznikla vldkna béhem opacné nabité pulviny, kdy ziské elektroda

opacnou polaritu, byla opét pritdhnuta ke kolektoru. Naboj vldken misto toho zrekombinuje s
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nabojem vlaken z predchozi ptlviny. Vldkna jsou odnasena pry¢ elektrickym vétrem rychlosti
asi 0,25 az 0,6 m/s. Tento mechanismus zajistuje kontinuitu celého procesu. Jelikoz jsou
vyrobena vldkna elektricky neutrdlni, autor navrhuje staceni do pfize, nebo navijeni na

valcovity kolektor. [4]

2.5.1. Aparatura pro stiidavé elektrické zvlaknovani

Obrazek 4 znédzoriiuje schéma aparatury pro AC zvldknovani podle Pokorného [4].
Aparatura se sklada ze zvlaknovaci elektrody (3) - jako zvlaknovaci elektroda slouzi hlinikova
tycka s kandlkem pro pfivod polymeru. Polymer je davkovan z injekéni stiikacky, ktera je
ovlddana pomoci hydraulického pfevodniho systému (5), ktery zajistuje izolaci davkovaci
pumpy (2). Pfevodni systém tvoii 2 injekéni stiikacky uchycené v polykarbonatovém drzaku,
postavené pisty naproti sobé. Jedna z injek¢nich stfikacek je naplnéna polymerem a pfipojena
na zvlaknovaci elektrodu. Druha je naplnéna vodou a je piipojena hadickou k davkovaci pumpé.
Zvlaknovaci elektroda je pfipojena vodi€em na zdroj vysokého napéti - transformator (1) a
variabilni transformdtor (4). Autor uvadi, Ze tato sestava generuje maximalni efektivni napéti

30 kV o frekvenci 50 Hz. Aparatura pracuje bez elektricky aktivniho kolektoru.
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Obrazek 4: Schéma (a) a snimek (b) aparatury pro stridavé elektrické zviaknovani. Aparatura se
sklada ze zvidkiovaci elektrody (3), na kterou je davkovan polymer z injekcni stiikacky. Ta je
ovladana pomoct hydraulického systemu (5), ktery zajistuje izolaci davkovaci pumpy (2). Zvidkiovaci
elektroda je pripojena vodicem na zdroj vysokeho napéti - transformator (1) a variabilni
transformator (4), ktery umoznuje regulaci napéti. Obrazek (c) ukazuje zonu tvorby nanovidken.
Nanovldkna se tvori mezi zvlaknovaci elektrodou a virtuadlni protielektrodou (6). Obrazek (d) ukazuje
nanovlakennou vlecku, ktera vznika pri AC elektrickem zvidkiovani.[4]
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2.5.2. Stridavée elektrické zvlaknovani pro biologické aplikace

Vzhledem k tomu, Ze AC elektrospinning je zatim jesté relativné nova technologie, bylo
s ni zvldknéno jen velice omezené mnozstvi polymerd. Stejné tak existuji zatim jen velice
omezené znalosti o vlastnostech zvlaknénych materialti a dalSich moznostech této technologie.

Tuto mezeru je tedy tieba vyplnit a ziskat dalsi informace.

Lawson a kol. [44] touto technologickou cestou jako prvni zvldknil biodegradabilni
polykaprolakton. Pouzil alternativni rozpoustédlovy systém - kyselinu octovou jako
rozpoustédlo a acetdt sodny pro zvysSeni vodivosti roztoku. Z roztoki PCL o rtznych
koncentracich pfipravil vlakna s priméry od 150 nm do 2 pm. Ukazuje zde linearni zavislost
prumért vlaken na napéti a koncentraci a dulezitost vodivosti roztoku, kterou zde

zprosttedkovava acetat sodny o rtiznych koncentracich.
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3. Experimentalni ¢ast: Alternativni rozpoustédla pro

elektrické zvlaknovani PCL

Polykaprolakton je semikrystalicky linearni hydrofobni polymer se Sirokym uplatnénim
v biomedicinskych aplikacich. Ve srovnani s ostatnimi polyestery (PLA, PLG, PLGA) je
rychlost jeho degradace zna¢né nizsi. Diky tomu je PCL jednim z nejvice preferovanych
syntetickych polymeri pro biomedicinské aplikace. Biokompatibilita a dlouhodoba stabilita po

implantaci jsou klicové aspekty vedouci k jeho pouziti pro nanovldkenné cévni tkanové nosice.

Prestoze existuje mnoho riiznych rozpoustédel pro PCL, mnoho z nich je toxickych
(dimetylformamid, tetrafluoretylen, metylen chlorid, dichloretan, pyridin). Jednim
z nejpreferovanéjsich rozpoustédel, je chloroform a to pravé diky jeho nizké toxicité. Na druhou
stranu zvlaknovanim roztoku PCL v chloroformu je mozné pfipravit pouze mikrovldkna od 2
do 5 pm [10]. Proto je tfeba prozkoumat dalsi rozpoustédlové systémy, které by umoznily
vyrobu nanovliken bez ztraty biokompatibility tohoto materidlu. Tato ¢ast se tedy zamétuje na
pfipravu nanovléken elektrickym zvldknovanim roztokti PCL ve smési chloroformu, etanolu,
kyseliny mravenci a octové a jejich cilem je pfipravit nanovlakenny polykaprolakton, ktery by

bylo mozné pouzit jako vnitini vrstvu cévnich tkdiiovych nosici.

3.1. Materidly a metody

3.1.1. Chemickeé latky a roztoky

Polykaprolakton (PCL, Mn 45000, Sigma Aldrich) byl rozpustén v roztoku chloroformu
(Sigma Aldrich) a etanolu (Sigma Aldrich) v poméru 9:1 v koncentracich 14, 16, 18 s 20 w/w%.
Dale byly pfipraveny roztoky 18 w/w% PCL v chloroformu a etanolu v poméru 9:1, ke kterym
bylo zv1ast’ pfidano malé mnoZstvi (20 pl, 40 pl, 80 ul a 120 pl) kyseliny mravenci (FA, 99%,
Sigma Aldrich) a kyseliny octové (AA, 99,98%, Sigma Aldrich). Nakonec byl ptipraven 18%
roztok PCL v kyselin€¢ mravenci a PCL v kyselin¢ octové. Roztoky byly michdny 8 hodin a poté
zvlaknény, aby nedoSlo k degradaci PCL [10]. Etanol v roztoku zpomaluje vypatovani
chloroformu a zlepSuje zvldknitelnost [10]. Piehled vSech ptipravenych vzorka je zobrazen

v tabulce 1.
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Tabulka 1: Prehled zvlaknénych roztokii PCL s ruznymi rozpoustédlovymi systémy

Oznaceni | PCL/chloroform: etanol (9:1 — | Pfidavek | Pridavek FA AA

vzorku w/w%) FA AA [wiv [w/v
[wiw %] [p] [ul] %ol %l

C14 14

C16 16

C18 18 ) ) ) )

C20 20

C18FA20 20

C18FA40 18 40 ] ) ]

C18FAS80 80

C18FA120 120

C18AA20 20

C18AA40 18 ] 40 ] ]

C18AAS80 80

C18AA120 120

FA18 - - - 18 -

AA18 - - - - 18

3.1.2. Elektrické zvlaknovani

Zvlaknovani na aparatute pro elektrospinning (Nanospinner, Inoveso, Turecko, obrazek
5) probihalo horizontalnim sméru. Vzdalenost mezi zvlaknovaci elektrodou a kolektorem byla
20 cm a primér zvlakinovaci jehly 0,8 mm. Déavkovani, napéti a doba zvlakiovani se
pohybovaly v rozmezi 0,4 — 1 ml/h, 12-15 kV a 10-20 minut, v zavislosti na pouzitém

rozpoustédle.
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Obrazek 5: Aparatura pouzita k elektrickému zvidknovani.

3.1.3. Charakterizace vzorka

Viskozita roztokli byla métena na viskozimetru HAAKE RotoVisco 1 (Thermo
Scientific) sparovaném se softwarem Rheowin 4 Job Manager a Rheowin Data Manager.
Me¢éteni probihalo pfi teploté 24°C pii otackach od 10 do 4000 RPM pro dobu 90 sekund.
Vodivost vzorkli byla méfena pomoci konduktometru (Chromservis, Eutchen Instruments,

NOC 510) se sklenénou sondou vhodnou pro méteni téchto roztokt.

Pro charakterizaci morfologie vzorkid byl pouzit elektronovy mikroskop ZEISS EVA,
MOI10. Priméry byly méfeny z minimdlné¢ 100 vlaken pro kazdy z 5 snimki. Technikou
prahovani (program ImageJ) byla dale zméfena porozita vzorkd. FTIR (Perkin Elmer,
Spektrum Two Model FTIR) analyza byla provedena pro ovéteni pifitomnosti zbytkového

rozpoustédla.
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3.2. Vysledky

3.2.1. Vlastnosti roztoka

Vodivost roztokt je ur¢ena piredevsim typem polymeru, rozpoustédla a ptitomnych soli.
Vodivost samostatnych rozpoustédel pouzitych v této praci byla 0,00 uS/m, 0,00 uS/m, 0,65
uS/m a 230 uS/m pro chloroform, kyselinu octovou, etanol a kyselinu mravenéi. Z literatury je
také znamo, ze kyselina octova ma velice nizkou polaritu, tedy je nevodiva, pokud neni smisena
s vodou, nebo jinou vodivou latkou. Na druhou stranu, kyselina mravenci je siln€ polarni [41].
Graf 1 ukazuje zéavislost viskozity roztokd na koncentraci PCL. Vodivost téchto vzorkl byla

0,00 pS/m.

Zavislost viskozity koncentraci PCL

1,00
3
= % 0,658
©
=
N
5 050 % 0,494
<
9
>

$ 0,173

$ 0,121
0,00
PCL14 PCL16 PCL18 PCL20
Vzorky

Graf 1: Zména viskozity roztoku v zavislosti na koncentraci PCL

Ptidanim kyseliny octové do roztoku nedoslo ke zméné vodivosti roztoku, na rozdil od
kyseliny mravenc¢i (Graf 2). Pfiddnim kyseliny mravenci ani kyseliny octové do roztoki

nedoslo ke zméné¢ viskozity roztoku. (Graf 3).
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Elektricka vodivost a viskozita 18% PCL rozpusténého v AA a FA byly 0,00 a uS/m a
88,9 uS/m, 0,142 Pa-s a 0,041 Pa-s. Zvlaknitelnost roztoktt AA18 a FA18 byla velmi $patna,

nepodafilo se dosahnout vlakenné struktury. Divodem muize byt nizké viskozita roztoki [40].

3.2.2. Morfologie vldken

Snimky SEM vlakennych vrstev piipravenych z roztoki C14, C16, C18 a C20 ukazuje
obrazek 6. Obrazky 7 a 8 zobrazuji snimky PCL pfipravené z roztoku, do kterych byla ptidana
AAaFA.

Obrazek 6: SEM snimky viakennych vrstev pripravenych pri ze vzorku C14, C16, C18, C20.
Meritko odpovida 3 um.
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Obrazek 7: SEM snimky vzorkii a) C184A420, b) C184A440, c¢) C184480 a d) C184A120.
Meritko odpovida 3 um.

Obrazek 8: SEM snimky vzorkit a) C18FA20, b) C18FA40, c) C18FA80 a d) C18FA120.
Meéritko odpovida 3 um.
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3.2.3. Vysledky méteni praméra vldken

Vldkenné vrstvy ptipravené z PCL v chloroformu a etanolu vykazuji mikrovlakennou
strukturu, kromé& C14. Pfestoze vzorek C14 je sloZen z nanovlaken, obsahuje také koralky
(obrazek 6a). Graf 4 ukazuje, ze prumér vladken se zvysuje se zvysujici se koncentraci PCL. U
nekterych vzorkli byly zastoupeny 2 skupiny pramérit vldken — to je divodem vysoké

smérodatné odchylky.

Z4avislost prameérd vlaken na koncentraci
PCL

Cl4 Cl6 C18 Cc20

Vzorky

Umeéry viaken (um)
[ = N N w
o » o w ©°

o
U

Pr

o
=)

Graf 4: Zavislost primeru viaken na koncentraci PCL

Graf 5 zobrazuje zavislost priméra vlaken vzorkti 18% PCL na mnozstvi AA a FA.
Vysledky ukazuji v obou pfipadech snizovani primért vldken. Nejjemnéjsi vlakna obsahuji
vzorky AA4 a AA6 (196 nm; 158 nm). Vzhledem k tomu, Ze nedoslo k zddné zméné viskozity
ani u jednoho ze vzorkd, zda se, Ze divodem sniZzovani priméru vlaken u kyseliny octové mize
byt zpiisobeno snizenim povrchového napéti. Tento predpoklad je tieba ovérit dalsim métenim.

U vzorktli s FA ma vliv také zvySeni vodivosti roztoku.

38



*07Zavislost priuméra viaken PCL na mnozstvi AA a

FA v roztoku

2500
€
£ 2000
S
3
® 1500
S
= |
)]
g 1000 l 1
o3
S
a.
500 | N

C18 C18AA20-C18FA20 C18AA40-C18FA40  C18AA80-C18FA80 C18AA120-C18FA120

Vzorky

Graf 5: Zavislost prumeéru vidken na mnozstvi A4 a FA v roztoku

Ze snimki SEM vzorkli CI8AA20, C18FA20, C18AA40 a C18FA40 je dale vidét,

ze

struktura obsahuje riizné vladkenné skupiny (nanovldkna a mikrovldkna), coZ potvrzuje i1

obrazova analyza. To se pak silné€ projevuje u smérodatné odchylky. Proto byly toto dvé skupiny

vyhodnoceny zvlast. Ve vzorku C18AA20 jsou tedy zastoupend nanovlakna (196 nm) a
mikrovlékna (2,05 pum). Pro vzorek C18FA20 je to 153 nm and 1,92 um. Pro vzorek C18 AA40

jeto 246 nma 1.57 pm a pro C18FA40 160 nm/1,16 um. Vysledky znézorfiuje graf 6.
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% Zobrazeni vzorkt obsahujicich 2 skupiny vldken
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Graf 6. Zobrazeni priumerovych skupin vidaken u vzorkiit C184A20, C184A440, CI8FA20 a
18FA40

3.2.4. M¢éfteni porozity a velikosti pora

Snimky SEM a jejich prahovani ukazuje obrazek 9 a 10. Primérnou velikost pora a porozitu
zobrazuje tabulka 2. Podle tabulky 2 1ze fici, Ze velikost port zavisi na primérech vlaken. To
odpovida 1 literatufe [17]. Vysledna velikost port pro vzorek C20 je témé&f 100 vétsi, nez u
vzorkl, ke kterym byla pfidana kyselina. Podobnou tendenci ma i porozita. Nutno poznamenat,

ze technika prahovani ma tendenci udavat vyssi hodnoty pro vzorky s vétsimi primery.

=3 H )
= "o Y
AR

Obrazek 9: Snimky vzorkii C14, C16, C18 a C20 a jejich prahovani. Snimky jsou
porizeny pri zvetSeni 5000x.
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Tabulka 2: Porozita a priimérna velikost poru

Obrazek 10: Sem snimky pro CI8AA20 — C184A120 (a, b, ¢, d) a snimky C18FA20 —
CI8FAI20 (e, f, g h) a jejich prahovani. Snimky jsou porizeny pri zvetseni 5000x.

Oznaceni Priameérna velikost Porozita
vzorku pora [um?| [Y%]

C20 20.38+4,01 56.82+4,74
C18 10.21+5,12 56.69+2,63
C16 5,74+1,56 44.243,04
Cl4 0,38+0,02 33.82+2,09
C18FA20 1.21+0.19 33.84+2,01
C18FA40 0.34+0.02 31.52+0,05
C18FAS80 0.23+0.03 20.60+1,69
C18FA120 0.26+0.03 23.49+1,18
C18AA20 2.58+0,35 42.52+6,05
C18AA40 0.38+0,01 23.83+1,02
C18AAS80 0.21+0,04 24.20+0,09
C18AA120 0.29+0.02 24.34+0,02
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3.2.5. FTIR analyza

Graf 7 ukazuje vysledky FTIR analyzy. Podle grafu 7a je vidét, ze C18 ma velice
podobnou charakteristiku, jako PCL granulat a rozdilnou od chloroformu. Obrazek 7b ukazuje,
ze vzorky C18 a C18AA120 maji podobny charakter. Neni tedy pfitomno zaznamenatelné
mnozstvi kyseliny octové. Stejné tak nebyly nalezeny zadné piky charakteristické pro

chloroform.
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Graf 7: FTIR analyza vzorkii. Na grafu a) je zobrazen vzorek C18 (cerna kiivka), chloroform (cervena kiivka), PCL
ve formé granulatu (modra kiivka). V grafu b) je vzorek C184A120 (Cerna kirivka) a vzorek C18 (fialova kirivka).
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4. Experimentalni c¢ast: Priprava nanovlikenného

tkanového nosice AC elektrickym zvlaknovanim

Stridavé elektrické zvlakiovani je stale jesté pomérné nova technologie. Zacala se rozvijet
teprve v poslednim desetileti. V oblasti tkanového inzenyrstvi ma tato technologie jasny
potencial. Divodem je predevSim to, ze vldkna tvofena touto technologii tvoii volné;si
strukturu, nez vlédkna ptipravend DC elektrospinningem. Teprve nedavno se vSak podatilo touto
technologii zvlaknit biodegradabilni PCL (Lawson, 2016, [44]). Je tedy ziejmé, Ze je tieba tuto

technologii dale rozvijet a vyuzit jeji potencial v oboru tkaniového inzenyrstvi.

Tato ¢ast popisuje vyrobu nanovlakennych tkanovych nosicii touto technologii. Pro vyrobu
vzorkd byl pouzit PCL a jako rozpoustédlovy systém kyselina octova a octan sodny [44].
Vzorky byly sbirany na rota¢ni kolektor pro trubicovitého tvaru a také pro dosazeni orientované
vldkenné struktury. U vzorkl byla déale provedena obrazova analyza a testy mechanickych

vlastnosti.

4.1. Materialy a metody

Polykaprolakton (PCL, Sigma Aldrich) byl rozpustén v bezvodé kyselin€ octové (Sigma
Aldrich), v koncentracich 10, 15 a 20 % w/v a dale byl pfidan octan sodny (NaAc, LACHEMA)
o koncentraci od 0,5 do 3 %. Roztoky byly michany pies noc pfii teploté 40 °C. U roztoki byla
dale zmétena viskozita na viskozimetru HAAKE RotoVisco 1 firmy Thermo Scientific, ktery
byl sparovan se softwarem Rheowin 4 Job Manager a Rheowin 4 Data Manager. Vzorky byly
méteny pii rychlosti 1000 RPM po dobu 120s.

Zvlaknovani probihalo na aparatufe pro stiidavé zvlaknovéani (ktera je podrobné
popsand v kapitole 2.5.1, ptipadné [4]) pii vlhkosti od 61 do 82 % za pouziti napéti od 20 do
38 kV. Déavkovani polymeru se pohybovalo od 3 do 8 ml/min, v zavislosti na vlastnostech
pouzitych roztokd. Pro zvlaknovani byla pouzita zvlaknovaci elektroda o vnéjSim primeéru 6
mm a vysce 5 cm, do které byl ptivadén polymer z polypropylenové injekéni sttikacky. Vznikla
vlakna byla manudlné sbirdna na rotujici nerezovou ty¢ku o priméru 6 mm, uchycenou ve

vrtatce (Makita 6270D) pfi rychlosti rotace 0,37 m/s ve vySce asi 1 m nad zvldknovaci
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elektrodou.

Takto ptipravené vzorky tkanovych nosicti byly dale charakterizovany. Vnitini struktura
vzorkll byla zanalyzovana pomoci elektronového mikroskopu (VEGA3 SEM, Tescan) a
obrazova analyza byla provedena pomoci programu NIS-elemements (LUCIA). Pro urceni
prumért a jejich orientace bylo zahrnuto vice nez 250 riznych vlaken ze tii riznych oblasti
vzorku. Mechanické vlastnosti vzorkti byly méfeny trhackou typu LabTest 4.050 firmy
LaborTech. Pro testovani byly pfipraveny vzorky o rozmérech 1x1 cm. Vzdalenost Celisti
trhacky byla nastavena na 0,5 cm a rychlost posuvu Celisti 2 mm/min. Z kazdého scaffoldu bylo
takto ptfipraveno 6 vzorki. Tt byly méfeny po sméru orientace vlaken a dalsi 3 kolmo ke sméru
vlaken. Pro méfeni tloustky vzorka bylo pouzito mikrometrické métidlo (Nova Technology

S.1.0.).

4.2.  Elektricke stridavé zvlaknovani roztoku

Pti zvldknovani se objevuje typickd nanovlakenna vlecka, kterou je mozné navijet na
kolektor. Vzorky s nizs8i koncentraci NaAc jsou zvlaknitelné hlife, produkce vlaken je nizsi a
nedochazi k dostate¢nému odpateni rozpoustédla, takze jsou vysledné vzorky vlhké a obsahuji
vice ¢i mén¢ defektd (obrazek 9). Divodem Spatné zvlaknitelnosti je nizka vodivost roztokl
[44]. U roztoki s koncentraci 10 % se dale ukazalo, ze 1ze dosédhnout lepsich vysledka pfi
pouziti niz§itho napéti. Pfi vyS$Sim napéti opét nedochazelo k dostate¢nému odpafovani
rozpoustédla, coZ mélo negativni vliv na kvalitu vzorki. Prehled zvlaknénych roztokii ukazuje

tabulka 2. Na obrazku 9 je snimek tkanovych nanovlakennych vrstev.
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Tabulka 2: Prehled zviaknénych roztoku

Oznaceni Koncentrace PCL | Koncentrace NaAc | Viskozita Pa-s | Napéti
vzorku

PCL10/1 10% 1% 0,31 +0,05 22 kV
PCL10/1,5 10% 1,5% 0,35+0,05 22 kV
PCL10/2 10% 2% 0,39+0,01 22 kV
PCL15/0,75 15% 0,75% 1,29+0,16 38 kV
PCL15/1,5 15% 1,5% 1,36 £ 0,12 38 kV
PCL15/2,25 15% 2,25% 1,52 £ 0,06 38 kV
PCL20/1 20% 1% 3,12+0,22 38 kV
PCL20/2 20% 2% 3,31 +0,08 38 kV
PCL20/3 20% 3% 3,41 +0,1 38 kV

Obrazek 11: SEM snimek defektu vzniklého nedostatecnym odparenim rozpoustédla
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4.3.  Vysledky

4.3.1. Morfologie vldken

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno se vzorky PCL10/2 (obrazek 10 a, b), PCL15/2,25
(obrazek 10 ¢, d) a PCL20/3 (obrazek 10 e, f). Vzorek ptipraveny pii 10 % (obrazek 10 a, b)
obsahuje velké mnozstvi koralkli o velikostech od 1 do 15 pm s primérnou hodnotou 3,8 + 2
pum. U ostatnich vzorkl se koralky objevuji spiSe vyjimeéné. Vzorky PCL10/2 a PCL15/2,25
obsahuji pfevazné€ nanovlakna a primérech 0,49 = 0,21 um a 0,87 £ 0,51 um. Vzorek PCL20/3

obsahuje mikrovldkna o primérech 1,57 + 0,87 um. Stfedni hodnoty primért vldken prehledné

zobrazuje graf 8.

7] 0 pm e <) P SRS 100 pm

Obrazek 12: SEM snimky vzorkit PCL10/2 (a, b), PCL15/2,25 (c, d) a PCL20/3 (e, f)
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Graf 8: Priméry vidken vzorkui pripravenych z roztokit PCL10/2, PCL15/2,25 a PCL20/3. Ukazuje, Ze
se stoupajici koncentraci polymeru dochazi z vyraznému rustu prumeériu vidaken. Podobnych vysledkii
dosahl Lawson a kol. [44].

4.3.2. Orientace vlaken

Nanovlakenna vlecka vznikajici pfi stfidavém zvldkiovani je tvofena mnoha vzajemné
propletenymi vldkny a tvofi tedy spletitou, neusporadanou strukturu [4]. Soucasné, jak je mozné
vidét na obrazku 10, vldkna pfipravend AC elektrospinningem jsou charakteristicky zkadetfena.
Presto z obrazku 10 mizeme vidét, Ze vlakna sbirana na rotacni kolektor maji orientovanou

strukturu. Pfesto je zfejmé, Ze si vzorky zachovavaji volnou porovitou vldkennou strukturu.
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elektrickym zvlaknovanim
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Graf 9: Orientace vidken vzorkii sbiranych na rotacni valcovy kolektor. Graf ukazuje,
Ze vSechny takto pripravené vzorky vykazuji podobny stupen orientace vldken.

4.3.3. Mechanické vlastnosti

Graf 10 ukazuje vysledky mechanickych zkousek pro vzorky PCL10/2, PCL15/2,25 a
PCL20/3 ve sméru orientace vlaken a ve sméru kolmo k orientaci vladken. Vzhledem k malému
poctu testovanych vzorkl a tedy vysoké chybé méteni, jsou vysledky spiSe orientacni. Presto
lze usuzovat, Ze orientace vladken ve vzorcich mé vliv na jejich mechanické vlastnosti —
pfedev§im na modul pruZnosti materialu a mez pevnosti v tahu (Graf 10 a, b). Nejznatelné;si
rozdil je u vzorka PCL15/2,25 a PCL20/3. U vzorku PCL20/3 je ovSem pravdépodobné, ze
doslo k nevhodné manipulaci pfi sunddvani z kolektoru a tim k poskozeni jeho mechanickych
vlastnosti. Obecné se d& usuzovat, Ze modul pruznosti a mez pevnosti vzorktit PCL10/2 a PCL

15/2,25 je srovnatelnd s hodnotami ptirodni cévy [48], [49].

48



Modul pruznosti v tahu a) Mez pevnostiv tahu b)

1,20

(o
B
(=]

B Po sméru vidken

-
(<]
=]

®
% 1,00 E m Po sméru vlaken
= ® Kolmo k vidknim S it
3 Al M Kolmo k vidknGm
E 0,80 ’F:
> « 080
e >
& 060 2
g %00
N c
3 040 ]
g ® 0%
3 P
B 020 S 020
E —

0,00 - 0,00

PCL10/2 PCL15/2,25 PCL20/3 PCL10/2 PCL15/2,25 PCL20/3
Taznost (%) c)

B Po sméru vidken

m Kolmo k vldkn&m

PCL10/2 PCL15/2,25 PCL20/3

Graf 10: Mechanické vlastnosti vzorkii pro riizné orientace vidken.

4.4. Navrh a konstrukce aparatury pro stiidave elektrické
zvlaknovani

Na zékladé¢ pfedchozich méteni byla navrZena a vyrobena aparatura (Obrazek 11), ktera

umoznuje rovnomérny sbér vldken pfipravenych stfidavym elektrickym zvladkinovanim.

Aparatura je vybavena pneumaticky pohanénym modulem (1), ktery umoznuje horizontalni

pohyb. Na tento modul (2) je mozné pfipevnit zvlakiiovaci elektrodu. Na obrazku je déle vidét

kolektor (3) o délce 50 cm. Vzdalenost kolektoru od zvldknovaci elektrody je mozné nastavit

od 0 do 50 cm. Jako pohon (4) kolektoru slouzi bruska (Narex EBK 30-8), kterd umoziiuje
rychlost otac¢eni 0 az 61 000 RPM. Pro lepsi stabilitu rotace je kolektor pohédnén z obou stran.

Na aparatuie byly provedeny piedbézné testy. Jako testovaci polymery byly pouZity
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polyvinyl butyral a PCL. Bylo potvrzeno, ze je mozné dosdhnout stabilni produkce v kombinaci
s horizontalnim posunem zvléknovaci elektrody. Pi horizontalnim posunu nedochazelo k trhani
nanovlakenné vlecky a vldkna tvofila na kolektoru rovnomérnou vrstvu. Rychlost rotace

kolektoru je mozné velice pfesn¢ nastavit tak, ze je mozné urcit charakter sbiranych vlaken.

Obrazek 13: Fotografie zkonstruované aparatury. Aparatura je slozena z hlinikové konstrukce o
sirce 50 cm. Je vybavena pneumatickym pohonem (1), ktery umoznuje horizontalni pohyb pro
plastovy modul (2), ktery slouzi pro uchyceni zvldkitovaci elektrody. Nad elektrodou je umisten
kolektor. Vzdalenost kolektoru od elektrody je nastavitelna az do 50 cm. Rotacni pohyb kolektoru je
zajistén bruskou (4), a mize dosahnout otacek od 0 do 61 000RPM.
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5.Zavér

Béhem prace se podafilo pfipravit nanovldkenné vrstvy z polykaprolaktonu (PCL)
technologii elektrospinningu s pouzitim rtznych alternativnich rozpoustédlovych systémil.
Pfidanim n¢kolika kapek (20 — 120 pl) kyseliny mravenci, ptipadné kyseliny octové do roztoku
PCL (rozpoustédlovy systém chloroform:etanol 9:1) se podafilo vyrazné snizit primery vlaken
a soucasné zachovat biokompatibilitu tohoto materialu. Pfidanim kyseliny octové se podafilo
snizit priméry vlaken z 2,2 um az na 158 nm a v pfipad¢ kyseliny mravenc¢i na 256 nm. To lze
povazovat za zasadni uspéch, vzhledem k tomu, ze chloroform jako rozpoustédlo je pfijatelny
pro pouziti v medicing, ovSem sam o sobé umoznuje vyrobu pouze mikrovlaken PCL, coz je
pro aplikace limitujici. Vzhledem k tomu, Ze tato vlakna jsou pfipravena z netoxického roztoku,
mohou byt uplatnéna, mimo jiné, v tkanovém inzenyrstvi. Jednd se o submikronova vlakna,
tedy vladkna podporujici adhezi bunék [20]. Soucasné primérna velikost pord je mensi, nez 1
um. To znamend, ze tato vrstva je vhodna pro adhezi buné€k, ale soucasné je pro né zcela
neprostupna [17]. Diky tomu muze byt pouZita jako vnitini vrstva cévniho tkdilového nosice
slouzici k adhezi endotelti a souc¢asné branici hladkym svalovym buiikdm v naruseni endotelové

VIStvy.

Déle byly ptipraveny PCL tkanové nosi¢e technologii stfidavého -elektrického
zvlaknovani. Jako rozpoustédlovy systém pro PCL byla pouZita bezvoda kyselina octova a
octan sodny pro zvySeni vodivosti roztoku. Vldkna PCL byla sbirana na rotujici kolektor o
praméru 6 mm. Byly pfipraveny vlakenné vzorky s priméry vldken 490 nm, 870 nm a 1,57 um.
Obrazova analyza ukazala, ze vSechny vzorky vykazovaly orientovanou vlakennou strukturu.
U vzorkt byly ddle méfeny mechanické vlastnosti. PfestozZe je toto méfeni zatiZzeno zna¢nou
nejistotou, z vysledkil se d4 vyvozovat, Ze modul pruznosti a mez pevnosti pfipravenych
materiali jsou tfadoveé srovnatelné s vlastnostmi ptirodni cévy [48], [49]. Na zéakladé
predchozich pokusii byla také navrZzena a sestrojena aparatura vybavena horizontalnim
posuvem zvlaknovaci elektrody. Tato aparatura bude slouzit ke sbéru vldken pfipravenych
sttidavym elektrickym zvlakiiovanim a umoZni vyrobu homogennich vzorkl. Nanovladkna
pfipravena elektrickym stfidavym zvldknovanim se jevi jako nadény material pro vytvoieni
druhé vrstvy cévniho tkdnového nosice, prestoze je stale tieba vyhodnotit jeho biologické

vlastnosti a také porozitu vzorki s riznymi priméry vlaken.
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