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Abstrakt

Pouziti mechanické bariéry ve form¢ nanovlakenné vrstvy s antiadhezivnim povrchem
jeslibnou  metodou pro  prevenci vzniku  nezddoucich  pooperativnich
adhezi v gastrointestinalni chirurgii. Adheze jsou zadvaznou komplikaci, ktera nastava
v 55-66% operaci, mohou mit dozivotni nasledky, a dokonce byt i pficinou smrti
pacienta. Morfologie vyvinutého materialu byla inspirovana lotosovym efektem, ktery
se podafilo napodobit kombinaci bezjehlového elektrospinningu a elektrosprayingu
poly-e-kaprolaktonu. Hydrofobicita povrchu byla dale podpofena modifikaci studenym
plazmatem metodou chemické depozice z plynné faze pomoci hexamethyldisiloxanu,
kdy doslo kuspéSnému snizeni smadcivosti povrchu. Vytvoifeny material byl
charakterizovéan z hlediska morfologie skenovaci elektronovou mikroskopii, smacivosti
metodou prisedlé kapky achemického slozeni FTIR analyzou. Tyto vlastnosti
byly pozorovéany po dobu Sesti mésict za ¢elem sledovani pripadnych zmén, ¢imz byla
ovefena stabilita Gpravy. Dale byla zjiSténa absorpce vrstev s destilovanou vodou
a simulovanou stfevni tekutinou. Cytokompatibilita byla ovéfena in vitro na 3T3 mySich
fibroblastech dle normy CSN EN ISO 10993-5. In vitro byla také zjistovana bunééna
adheze a proliferace po 4, 7 a 14dnech pomoci MTT testu a fluorescenéni mikroskopie.
Adheze byla hodnocena pomoci peel testu 90° s modelem tkanég, u kterého modifikovany

material s hydrofobnim povrchem vykazoval nizsi adhezi oproti neupravenému.
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Abstract

Mechanical barrier as nanofibrous patch with antiadhesive surface is a promising method
for preventing formation of undesirable postoperative adhesions in gastrointestinal
surgery. The adhesions are a severe complication which occurs in 55-66% operations,
they can cause lifelong consequences and they can potentially be the cause
of patient’s death. Morphology of the developed material was inspired by the lotus effect
which was mimicked by combination of needless electrospinning and electrospraying
technology of poly-e-caprolactone. Surface hydrophobicity was enhanced by cold plasma
modification using the chemical vapour deposition method with hexamethyldisiloxane,
which led to successful decrease of surface wettability. Morphology of the fabricated
material was characterised by scanning electron microscopy, wettability was obtained
using the sessile drop method and chemical composition was determined by FTIR
analysis. Mentioned properties were observed for a period of six months in order to track
possible changes, the obtained results verified stability of the modification. Furthermore,
the uptake of water and simulated intestine liquid was measured. Cytocompatibility was
verified in vitro with 3T3 mouse fibroblasts according to Czech norm CSN EN ISO
10993-5. Cell adhesion and proliferation were assessed in vitro by MTT assay
and fluorescence microscope after 4, 7 and 14 days. Adhesion was evaluated by peel test
90°with model tissue, modified material with hydrophobic surface had lower adhesion

in comparison with untreated one.
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Uvod

Vyvoj za poslednich sto let v gastrointestinalnich chirurgii pfispél k vyznamnému snizeni
mortality, ale i piesto stile dochazi k zdvaznym, Zivot ohroZujicim poopera¢nim
komplikacim. Mezi nejvyznamnéjsi obtize vznikajici po chirurgickém odstranéni nadoru
tlustého stfeva patii peritonealni adheze. K tvorbé nezadouciho spojeni s okolnimi
tkanémi dutiny biisni dochazi v 55-66% operaci. Adheze mohou byt pfic¢inou pacientovi
chronické bolesti bficha, stfevni nepriichodnosti, neplodnosti u Zen a mohou byt pfi¢inou

pooperativni mortality.

Momentalné nejsou komeréné dostupné materidly, které by efektivné a bezpecné fesily
pooperacni adheze. Tato zdvaznd komplikace se nevyskytuje pouze u abdominalnich
operaci, ale také naptiklad u zdkrokl gynekologickych a v oblasti panve. Proto je vyvoj

antiadhezivniho materialu velmi zadouci.

Pouziti mechanické bariéry ve formé nanovlakenné vrstvy s antiadhezivnim povrchem je
velmi slibnou metodou pro prevenci tvorby pooperativnich adhezi. Hlavni mySlenkou
vyvoje nového materialu bylo vytvofeni scaffoldu, jehoz strany budou mit odlisné
vlastnosti. Rubni strana pfilne ke stfevni tkani a zajisti zpevnéni stfevni anastomoézy.
Licni strana materidlu naopak ma antiadhezivni vlastnosti, aby zabranila adhezi bungk,

proteintl, formaci fibrinu, a tim i vzniku abdomindlnich adhezi.

Na zéklad¢ vysledkti z pfedchozi in vivo studie na prase¢im modelu byla zvolena
vychozim materidlem nanovldkenna vrstva z poly-e-kaprolaktonu. Pro zvyseni
antiadhezivnich vlastnosti licni strany materialu byl inspiraci lotosovy efekt. Lotosovy
list mé diky své hierarchické struktuie superhydroféobni povrch, tento efekt byl
napodoben kombinaci elektrostatického zvlaknovani a elektrosprayingu. Pro zvyseni
hydrofobicity povrchu byla vrstva ddle modifikovana studenym plazmatem pomoci
hexamethyldisiloxanu. Upravou byly vytvofeny tii vrstvy s odlinou dobou expozice
plazmatu, 1, 2 a 3 minuty. Smécivost vytvofenych vrstev byla hodnocena zméfenim
kontaktniho twhlu, dale byla zjiStovana absorpce materialli s destilovanou vodou

a simulovanou stfevni tekutinou. Pomoci in vitro testii byla ovéfena cytokompatibilita
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a schopnost adheze a proliferace my$ich fibroblastli na vlakennych vrstvach. Pro zjisténi
chovani material se stfevni tkani bylo zvoleno testovani adhezi mechanickou zkouskou,
peel testem 90°. Jako model tkdné byla pouzita tenkd stfeva zprasete. Diky
tomuto experimentu bylo mozné ziskat rychly odhad efektivity vytvotfené antiadhezivni
vrstvy v laboratornich  podminkach, bez nutnosti implantace materidlt in vivo

do modelovych zvifat.
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Teoreticka Cast

Prvni kapitola teoretické ¢asti obsahuje ndhled do oboru tkanového inzenyrstvi. Druha
kapitola nastifluje problematiku stfevni anastomo6zy a pooperativnich komplikaci
s ni spojenych. Posledni c¢ast literarnitho piehledu se vénuje moznostem vyroby

antiadhezivnich materialu.
1 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inZzenyrstvi je multidisciplinarni obor, ve kterém se uplatiiuji znalosti pfedevsim
z inzenyrstvi, pfirodnich véd a mediciny. Klade si za cil vyvoj materiald, které mohou
nahradit, opravit ¢i regenerovat funkci posSkozené tkdné nebo organu.
Tkanové inzenyrstvi pracuje s 3D poréznimi biomateridly, scaffoldy neboli tkanové
nosice, které funguji jako leSeni pro podporu regenerace a tvorby nové tkan¢. Tkanové
nosi¢e mohou byt osazeny buikami, popfipadé do nich mohou byt pfidany
rastové faktory nebo biochemické latky. Rastové faktory jsou signalizaéni molekuly,
které napiiklad ovliviiuji bunéénou proliferaci (opakované mnozeni bunék),
zhojovani implantatu a mohou optimalizovat regeneraci rany. Uvolnéni aktivnich latek
ze scaffoldu mize byt fizené, naptiklad na zaklad¢ teploty nebo pH prostredi.
Pravé scaffoldy, buniky a ristové  faktory  jsou zakladnimi piliti  tkénového

inzenyrstvi. (Lanza et al. 2020, O’Brien 2011, Lee et al. 2011)

Aby tkanovy nosi¢ mohl byt pouzivan v klinické praxi, je nutné, aby byl materiél
charakterizovéan, otestovan a schvalen. Standardné je zdravotnicky prostiedek nejprve
testovan v laboratornich podminkach s bunéénymi kulturami (in vitro), kde je zjistovana
odezva bun€k na material, napiiklad je sledovana aktivace, adheze k materidlu,
proliferace a diferenciace bunck. Poté se provadi testovani na modelovych zvifatech
(in vivo), u kterého je pozorovana reakce organismu jako celku, tvorba a organizace
extracelularni hmoty (ECM), adaptace aregenerace opravované tkané a poptipadé
degradace scaffoldu. Po uspéSném testovani in vitro a in vivo nésleduje klinické

testovani (in situ). (Lanza et al. 2020; Rather et al. 2013)
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Experimenty na zvifatech jsou jiz dlouho pfedmétem diskuze. Nejedna se pouze o otazku
etiky, testovani na zvifatech ma i mnoho nevyhod. Cely proces je Casové i financné
naro¢ny. V souvislosti s minimalizaci experimentd na zvifatech dochazi k vyvoji

alternativnich metod testovani. (Doke a Dhawale 2015, Wilson-Sanders 2011)

Mezi alternativni metody napiiklad patii pocitacové modely neboli testovani in silico
(Lang et al. 2018; Goh et al. 2015). Déle mikrofluidni systémy organs-on-a-chip,
které simuluji lidské orgéany in vitro (Kimura et al. 2018, Bein et al. 2018, Huh et al.
2012). Zkoumaji se i moznosti experimentll na jinych organismech, které nemohou
testovani na savcich nahradit, ale maji potencial snizit jejich kvantitu pii pouziti
v prvotnich experimentech. Vhodné se zdaji byt ryby danio pruhované (zebrafish), které
jsou malé a maji témét transparentni télo, tudiz je jejich pozorovani snazsi. Dale byli pro
testovani vyuziti 1 bezobratli Zivo¢ichové, naptiklad octomilka obecnd. Zkoumany jsou

1 experimenty na prokaryotech, naptiklad na Escherichia coli. (Doke a Dhawale 2015)

Uplatnéni scaffoldt tkanového inzenyrstvi je Siroké a studované aplikace pokryvaji
témef cely lidsky organismus. Napiiklad byly vyvinuty scaffoldy pro nervovy
a kardiovaskularni systém, kosterni soustavu kosti i chrupavek, svaly a pokozku.

(Lanza et al. 2020, Rather et al. 2013; Vasita a Katti 2006)

1.1 Tkanovy nosic¢
1.1.1 Vlastnosti scaffoldu

Vlastnosti vysledného tkanového nosice jsou urceny pouzitym materidlem, technologii
vyroby a dalSimi upravami. Scaffoldy se lisi z hlediska svych mechanickych vlastnosti,
vstiebatelnosti, topografie povrchu a dalSich fyzikélnich a chemickych charakteristik.
Pozadavky na scaffoldy jsou specifické pro konkrétni aplikaci. (O ’Brien 2011; Bacakova
et al. 2011; Dhandayuthapani et al. 2011)

Materidly urcené pro klinickou praxi musi byt sterilizovatelné, dale je nezbytné, aby byly

biokompatibilni. Pokud se jedna o biodegradabilni material, je nutné, aby i produkty jeho
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degradace byly netoxické. Tkanové nosice by mély byt snadno reprodukovatelné.

(O’Brien 2011; Dhandayuthapani et al. 2011)

Vlastnosti tkanovych nosict Ize rozdélit na povrchovy charakter materidlu a tzv. bulk
(objemové) vlastnosti. Mezi objemové charakteristiky patfi vnitini architektura scaffoldd,
které byvaji navrhovany tak, aby svou strukturou pfipominali ECM. Porozita a velikost
port jsou diilezitymi parametry, které ovliviiuji interakci materidlu s bunkami. Pfedevsim
proristani tkanovych nosi¢ii buiikami, jejich adhezi k materidlu, proliferaci, tvorbu
ECM a regeneraci tkané. Idedlni velikost port scaffoldu, pro jeho uspésnou kultivaci

bunkami, byla zjiSténa experimentalné a odpovida 20 um. (Rather et al. 2013)

Fyzikalni a chemické vlastnosti povrchu scaffoldu jsou diilezitymi faktory pro bunécnou
adhezi. Chemické slozeni povrchu materidlu ovliviiuje jeho povrchovou energii, polaritu
a smacivost, které maji vliv na interakci s buitkami. Napftiklad kyslikové funkéni skupiny
zvySuji smacivost (snizuji kontaktni thel), energii, polaritu a podporuji adhezi bunck
na povrchu. Experimentalné byla prokdzana vétsi adhezivita bunék a proteint
ke smacivym materialim, které maji kontaktni thel pod 90°. Déile ma na interakci
s bunikami vliv morfologie povrchu nebo také hrubost, drsnost povrchu. Reakce bunék
je odlisnd podle métitka hrubosti, miize byt rozliSovana na makrohrubost, mikrohrubost
a nanohrubost. Hrubost v makro a nano méfitku neomezuje rist a adhezi bungk.
Povrchova mikrohrubost ovliviiuje chovani bun€k (adhezi, miru rozprostfeni atd.)

negativng, stejné vysledky byly pozorovany u hladkych povrchi. (Bacakova et al. 2011)
1.1.2  Vyroba scaffoldu elektrostatickym zvlaknovanim

Tkanovy nosi¢ je mozné vyrobit vicero technologiemi, které mohou byt déleny naptiklad
podle struktury vysledné scaffoldu na vldkenné a nevldkenné (netextilni). Mezi
technologie pro vyrobu nevlakennych nosict patii naptiklad vymyvani ¢astic, odpatrovani
rozpoustédla, vyroba hydrogell, zpénovani, fAzova separace, lyofizace a vyroba pomoci
3D tisku nebo biotisku. Vlaknité struktury lze docilit textilnimi technologiemi, tkanim,
pletenim a technologiemi pro vyrobu netkanych textilii, mezi které patii i elektrostatické

zvlaknovani neboli elektrospinning. (Rather et al. 2013; Ma 2004, Hutmacher 2001)
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Pomoci elektrospinningu je mozné vytvofit 3D nanovlakennou strukturu, kterd mimikuje
EMC. Vyhodou nanovlakennych vrstev je vysoka porozita a velky mérny povrch. Mezi
nevyhody patfi minimalni moznost kontroly mikrostruktury materidlu a u zvlaknovani
z polymernich roztokii pfitomnost rozpoustédel. Pomoci elektrospinningu je mozné
zvlaknovat Siroké spektrum pfirodnich i syntetickych materidli. Popiipadé je mozna
i inkorporace 1é¢iv pro drug delivery systém (cilené dodavani lé¢iv) nebo jinych
aktivnich latek. Volbou kolektoru 1ze ovlivnit tvar vysledného implantatu,
mimo planarnich vrstev je naptiklad mozné vyrobit tubuldrni scaffoldy, které mohou byt
pouzity jako cévni implantaty nebo pro regeneraci nervové tkan€. (Ding et al. 2019; Chen

etal. 2017; Seunarine et al. 2006)

Nanovldkenné scaffoldy nachédzeji uplatnéni v mnoha biomedicinskych aplikacich,
predevsim v tkanovém inzenyrstvi, drug delivery systémech a pro 1é¢bu rakoviny.
Nanovlakenné vrstvy jsou v tkanovém inzenyrstvi aplikovany pro regeneraci srdecni,
nervové, svalové tkané, kGze a hojeni ran. Déle se nanovldkenné implantaty
pouzivaji k vytvofeni cévnich implantatdh nebo jako scaffoldy pro obnovu kosti

a chrupavky. (Ding et al. 2019)

Nanovlakenné tkanové nosice je mozné vyrobit pomoci elektrostatického zvlaknovani
z jehly, které ale umoziiuje vyrobu pouze v laboratornim méfitku. Pro primyslovou
vyrobu nanovldkennych vrstev byl vyvinut stroj Nanospider™, na némZ je mozné
zvlaknovat bezjehlovym zptsobem. Zvlaknovaci elektrodou mlze byt naptiklad valec
nebo struna. Schéma stroje Nanospider™ se zvlakiiovaci elektrodou v podobé
struny zobrazuje Obrazek 1. Elektroda a kolektor jsou opacného naboje a mezi nimi
vznika elektrické pole. Polymerni roztok je nanaSen na strunu pomoci pohybujiciho
se zasobniku. Ve chvili, kdy dojde k ptekondni povrchového napéti elektrostatickymi
silami, zacne se polymerni roztok zvlaknovat a rozpoustédlo se odpafovat. Vytvoiena
vladkna se ukladaji na podkladovou textilii a vytvareji nanovlakennou vrstvu. (Mosinger

etal. 2016; Zhou et al. 2009, Sell et al. 2006)
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podkladova textilie kolektor
typu Spunbond :

elektrodé v podob¥ pohybujici se ziasobnik

struny s polymernim
roztokem

Obrdazek 1: Schéma elektrospinningu na stroji Nanospider™ s elektrodou
v podobé struny.

Morfologie vysledné nanovlakenné vrstvy je ovlivnéna parametry (1) polymerniho
roztoku, (2) procesu zvlakinovani a (3) okolnimi podminkami. U zvldknovaciho roztoku
mavliv vybér polymeru ajeho molekulovd hmotnost. Déle je dullezita
volba rozpoustédla a viskozita polymerniho roztoku, ktera je ovlivnéna zvolenou
koncentraci. Roli hraje i povrchové  napéti  avodivost  polymernitho  roztoku.
Mezi procesni podminky patii velikost elektrického napéti, typ zvldkiovaci elektrody
a kolektoru ajejich vzdalenost. Dale druh podkladové textilie a rychlost
jejiho pohybu. Okolni podminky, které ovliviiuji zvlakniovaci proces jsou vlhkost

a teplota vzduchu. (Mosinger et al. 2016; Pham et al. 2006)
1.1.3 Elektrospraying v tkdfilovém inZenyrstvi

Pii elektrostatickém sprejovani neboli elektrosprayingu dochazi ke tvorbé polymerni sfér.
Pro jejich vyrobu je vyuzivana stejna technologie jako pro elektrostatické zvlaknovani.
Zda budou vznikat vldkna nebo kapky je mozné ovlivnit zménou parametrii, predevsim
volbou molekulové hmotnosti polymeru a koncentrace polymerniho roztoku, a tedy

viskozity. Pomoci elektrosprayingu lze vytvofit kapky v mikro- az nanoméfitku.
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Pro vytvofeni homogennich kapek je dilezité najit vhodné podminky; velikost napéti,
vzdalenost mezi elektrodami, rychlost davkovani polymerniho roztoku a typ kolektoru.
(Boskovi¢ a Bugarski 2019; Gomez-Mascaraque et al. 2016, Zhou et al. 2016;
Bock et al. 2011; Pham et al. 2006) Zhou et al. (2016) zkoumali mimo jiné i vliv velikosti
napéti na vytvorené kapky, kdy zjistili, Ze pomoci intenzity zvoleného napéti lze
kontrolovat velikost vytvofeny Castic, se vzrustajicim napétim dochézelo k produkei sfér

s niz§im pramérem.

Elektrospraying mtize byt v tkanovém inzenyrstvi vhodny napiiklad pro drug delivery
systémy (Zamani et al. 2013) nebo pro ziskdni Clenit¢ho povrchu

s hydrofobnimi vlastnostmi (Zhang et al. 2019).

1.2 Biokompatibilni a biodegradabilni polymery

Diky svym univerzalnim vlastnostem nahrazuji polymerni materialy biomaterialy z kovu
a keramiky. Biodegradabilni polymery jsou dominantni skupinou polymerti pouzivanych
pro vyrobu scaffoldi v tkaniovém inzenyrstvi. U biostabilnich (nedegradabilnich)
materialt, byvaji problémy s dlouhodobou biokompatibilitou, které pak vyzaduji
reoperace. To je jeden zhlavnich divodi popularity biodegradabilnich polymert

v aplikacich, kde neni nutnd dlouhodobé podpora tkan€. (Nair a Laurencin 2007)

Polymery se obvykle rozdéluji dle ptivodu na pfirodni a syntetické. Biodegradabilni
polymery mohou byt déleny podle zplisobu vstiebavani, zda degraduji enzymaticky nebo
hydrolyticky. Mezi ptirodni biodegradabilni polymery patii naptiklad kolagen, elastin,
chitosan a kyselina hyaluronova, které degraduji enzymaticky. Vyznamnou skupinou
syntetickych rozlozitelnych polymert jsou polyestery, mezi které naptiklad patii kyselina
polyglykolovd  (PGA), polylaktidovd  kyselina,  poly-e-kaprolakton = (PLC),
poly-p-dioxanon (PDX) a jejich kopolymery. Polyestery jsou termoplastické polymery,
které degraduji hydrolytickym zplisobem. (Asghari et al. 2017; Nair a Laurencin 2007)

V této kapitole jsou popsany polymery, pouzivané v rdmci experimentalni ¢asti,
z hlediska jejich vyroby, vlastnosti, moznosti sterilizace, biokompatibility,

biodegradability a pouziti v mediciné a tkanovém inZenyrstvi. Doba degradace
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je orientacni,  protoze je ovlivnéna  molekulovou  hmotnosti  polymeru

a strukturou implantatu.
1.2.1 Poly-e-kaprolakton

Poly-¢-kaprolakton je syntetizovan polymerizaci za otevieni cyklického e-kaprolaktonu,
strukturni vzorec polymeru zobrazuje Obrazek 2. Jedna se o semikrystalicky polymer,
podil krystalické faze PCL se pohybuje mezi 40-60 % (He a Inoue 2000),
jeho krystalinita roste se zvySujici se molekulovou hmotnosti. Patii mezi hydrofobni
polymery, ma nizky bod tani (Tm), ktery se pohybuje mezi 59-64°C, jeho teplota
skelného ptechodu (Ty) je -60 °C. (Pan et al. 2017; Woodruff a Hutmacher 2010, Rather
etal 2013)

O
~N L

- Oln

Obrazek 2: Strukturni vzorec poly-e-kaprolaktonu.

Certifikaci zdravotnich prostiedki se mimo jiné zabyva ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
Spojenych statl americkych (FDA). Mezi FDA schvalené polymery vhodné pro pouZiti
v lidském organismu patii i PCL. (Cao et al. 2010)

Nanovldkenné PCL vrstvy je mozné sterilizovat etylenoxidem, gamma zafenim
a dezinfikovat etanolem a UV zafenim bez zmény morfologie materidlu. U sterilizace
etylenoxidem byla pozorovana snizena proliferace fibroblastli v porovnani s ostatnimi
metodami. Sterilizace etylenoxidem ale neni cytotoxickd, patii ke standardnim
sterilizaénim metoddm a je vhodnd ipro pouziti snanovldkennymi scaffoldy.

(Horakova et al. 2020)

Byla studovéana biokompatibilita PCL nanovldkennych scaffoldt in vitro 1 in vivo. Byl
pozorovan prinik buncék do vldken a osazeni uvnité struktury scaffoldu. Reakce

organismu na cizi material byla minimalni. (Cao et al. 2010)
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Vstiebavani PCL probihd mechanismem dvoufazové degradace, dochazi k postupnému
rozruSovani povrchu scaffoldu. Nejprve se hydrolyticky stépi esterové vazby, poté
dochazi k intracelularni degradaci. PCL patii k dlouhodobé degradujicim polymeriim,
vstiebavani obvykle trva 2—4 roky. (dbedalwafa et al. 2013; Woodruff a Hutmacher
2010) Degradace PCL (Mw = 66 000 g/mol) byla sledovana in vivo v mysich po dobu
tii let. Po dvou letech se material zacal vstfebavat, byl pozorovan postupny pokles

molekulové hmotnosti polymeru. (Sun et al. 2006)

Komeréné dostupny a v klinické praxi pouzivany je ve formé Sici nité, kterd ma dobrou
pevnost a velmi dobrou elasticitu. V oblasti tkanového inzenyrstvi se PCL napiiklad
pouziva v drug delivery systémech, dale pro regeneraci kosti a chrupavky. (Woodruff
a Hutmacher 2010) Také pro kardiovaskularni aplikace je PCL pouZzivan napftiklad
ve formé cévnich (Sankaran et al. 2014) a Zilnich implantétti. Tkénové nosice z PCL jsou
testovany 1iza UCelem regenerace neuronové tkané. (Woodruff a Hutmacher 2010)
Dale byly vyvinuty materialy pro regeneraci kiize, hojeni ran (Chenet al. 2017).
Nanovlakenny kozni kryt z PCL byl vyvinut i na Technické univerzité v Liberci, ktery

je momentalné testovan klinicky (Krchova et al. 2014).
1.2.2 Poly-p-dioxanon

Polydioxanon je bezbarvy krystalicky biodegradabilni hydrofilni polymer. Vznika
polymerizaci p-dioxanonu za zvySené teploty, kdy dojde k otevieni kruhu.
Strukturni vzorec PDX zobrazuje Obrazek 3. Podil krystalické faze PDX je 55 %. Teplota
tani PDX je v rozmezi 110-115 °C, Ty se pohybuje mezi -10 °C a 0 °C, tudiZ je nutné ho
zpracovavat pii co nejnizSich teplotach, aby nedoslo k jeho depolymerizaci. (Boland

et al. 2005; Nair a Laurencin 2007, Martins et al. 2020)
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Obrazek 3: Strukturni vzorec poly-p-dioxanonu.
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Polymer PDX rovnéz patii mezi FDA certifikované materialy. U Sicich niti z PDX byla
potvrzena moznost sterilizace pomoci ethylenoxidu a gamma zafeni bez vyznamné
zmény mechanickych vlastnosti. (Goonoo et al. 2015; Trostle et al. 2002)
Implantaty z PDX jsou bezpecné pro klinickou praxi, ani produkty jeho degradace
nezpusobuji toxicitu. V organismu se PDX rozklddd mechanismem hydrolytické
degradace. Po tfech tydnech od aplikace PDX niti dojde ke ztraté 50 % pevnosti,
ke kompletnimu vstfebani materialu dojde do Sesti mésict od aplikace. (Boland et al.

2005; Goonoo et al. 2015; Martins et al. 2020)

Komerc¢né dostupné jsou Sici nité€ a ortopedické pomticky z PDX. (Martins et al. 2020)
Monofilamentni nit¢ z PDX jsou flexibilni, bez ohledu na polomér nit¢ a maji velmi
dobrou tvarovou pamét. Mechanické vlastnosti (modul pruznosti, maximalni napéti,
napéti do pretrhu) nanovldkennych PDX scaffoldii jsou srovnatelné s vlastnostmi
kolagenu a elastinu, které se pfirozené vyskytuji v ECM tkani, i po namoceni materiél
vykazuje srovnatelné vysledky. V porovnani se Sicimi nitémi z PGA a kopolymeru
kyseliny glykolové a mlééné (PLGA) zptsobuji PDX nit€¢ niz§i zéanétlivou
odezvu organismu. (Pan et al. 2017, Boland et al. 2005)

Pole aplikaci v tkanovém inZenyrstvi je pro PDX Siroké, Castd je kombinace
PDX s jinymi polymery, napiiklad za Gcelem =zlepSeni ovlivnéni doby degradace
implantatu. Konkrétné se PDX pouziva pro drug delivery (cilené dodavani léciv)
(Goonoo et al. 2015), ndhrady chrupavky (Boenisch a Trenite 2010; Caughlin et al.
2015), regenerace kosti (Madurantakam et al. 2009) akardiovaskularni aplikace,
napiiklad ve formé Zilnich ndhrad (Boland et al. 2005) nebo maloprimérovych cévnich

nahrad (Pan et al. 2017, Sell et al. 20006).
1.2.3 Poly-4-hydroxybutyrat

Poly-4-hydroxybutyrat (PHB) je termoplasticky biodegradabilni polymer, ktery patii
do skupiny polyesterti. Jedna se o polymer, ktery je vyrabén mikroorganismy, jednou
zvyhod PHB je, ze diky biologickému zplsobu vyroby neobsahuje katalyzatory.
Biologickou cestou vznika polymer s vysokou molekulovou hmotnosti. Je mozné PHB

vyrobit i polymerizaci za otevieni kruhu y-butyrolactonu, ale touto cestu lze ziskat pouze
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polymery s nizkou molekulovou hmotnosti. Obrazek 4 zobrazuje strukturni vzorec PHB.
Jedna se o semikrystalicky polymer s Tr, okolo 60°C. Oproti PCL ma PHB vétsi pevnost.
(Martin a Williams 2003; Williams et al. 2013)

O

n

Obrazek 4: Strukturni vzorec poly-4-hydroxybutyratu.

Pii sterilizaci ethylenoxidem nedochazi ke zméné€ jeho vlastnosti. Serilizace gama
zafenim muze zpusobit Ubytek molekulové hmotnosti. (Martin a Williams 2003) Oproti
zminénému PCL a PDX, je PHB na trhu kratce. Pro pouziti v medicin¢ byl schvalen

FDA v roce 2007. (Williams et al. 2013)

Byla ovétfena jeho biokompatibilita a hemokompatibilita. Pfi hydrolytické degradaci
se uvoliiuje hydroxybutyrat, ktery se pfirozené vyskytuje v lidském téle, naptiklad
v mozku, srdci, plicich a svalech, poté je z téla vyloucen. Ke kompletnimu vstifebani
materidlu dojde za dobu 12—-18mésict. (Williams et al. 2013; Martin et al. 2013;
Deceken a Matthews 2013)

Komeréné dostupné a klinicky pouZzivané jsou PHB $ici nité, které maji vysokou pevnost
a pruznost, je mozné je prodlouzit az do desetindsobku jejich pivodni délky.
V tkanovém inzenyrstvi je PHB vyuzivany napfiklad pro kardiovaskularni aplikace,
ve formé stentl (Biinger et al. 2007; Hoerstrup et al. 2001) nebo srdecnich prepazek
(Martin a Williams 2003; Hoerstrup et al. 2000). Bylo zkoumano i pouziti PHB pfi
operaci kyli (Deeken a Matthews 2013; Martin et al. 2013). Dale mé potencial pro
ortopedické aplikace, drug delivery a hojeni ran. (Williams et al. 2013, Martin et al.
2013, Martin a Williams 2003)
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2 Strevni anastomoza

Anastomoza je uméle vytvorené spojeni dvou koncti dutého organu, napiiklad cév, nervii
nebo stiev. (Rigutti 2006) Stfevni anastomoza patii k nejcastéj§im operacim abdominalni
(bfiSni) chirurgie, nejvétsi poCet anastomdz je vytvofen pii operaci kolorektalni

karcinomu (rakoviny tlustého stieva a konecniku). (Blazej et al. 2015)

Z celosvétovych dat z roku 2018 je ve svéte rakovina tlustého stfeva a konecniki tietim
nejéastéj$im typem rakoviny. V Ceské republice je to druha nejéastéjsi onkologicka
diagnostika, rocné je u nas evidovano piiblizné 8 000 novych ptipadii. (Bray et al. 2018;

Dusek et al. 2012)

Kolorektalni karcinom je zhoubny nador, u kterych dochazi k nekontrolovanému
nadmérnému mnozeni bunék. Nador je schopen se §ifit a poSkozovat dalsi ¢asti tcla,
u rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku dochdzi k sifeni nddoru nejcastéji do plic a jater.
Konkrétni pfi¢ina vzniku zhoubného nadoru neni dosud zndma, ale jsou prokdzané
rizikové faktory, které vzniku tohoto onemocnéni napomaéhaji. Mezi né napiiklad patii
neodstranéné polypy a chronické choroby jako je Crohnova nemoc. Na vznik

onemocnéni ma vliv 1 veék a Zivotni styl jedince. (Dusek et al. 2012)

Existuje néckolik moznosti 1é€by rakoviny tlust¢ho stieva; chirurgickd 1écba,
chemoterapie, ozafovani nebo biologickéd 1écba. Moznosti je i kombinace zminénych
metod. U chirurgick¢ 1écby dochazi k odstranéni ¢asti stfeva s nadorem
a ptilehlych uzlin, nasleduje spojeni zdravych konci stieva. (Blazej et al. 2015;

Gerardo Terrone et al. 2011)

2.1 Metody vytvofeni stievni anastomdzy

V klinické praxi bézné vyuzivanymi technikami opétovného spojeni stfev jsou Siti
a stapler. Déle existuje metoda kompresni anastomdzy, ale tato technologie se v soucasné
dobé nepouzivd. Ke kompresi se pouzivaly kovové klipy nebo prstence,
pozdéji 1 biodegradabilni prstence z PGA. (Boersema et al. 2017; Blazej et al. 2015;
Nordentoft 2015)
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Potfeba zlepSeni metody stievnich anastoméz je stile aktualni z dGvodu vyskytu
zavaznych pooperacnich komplikaci, které mohou vést i ke smrti pacienta. Stale jsou
vyvijeny nové technologie, které by mohly tradi¢ni metody nahradit nebo zvysit jejich

efektivitu. (Blazej et al. 2015, Nordentoft 2015)

Z alternativnich metod bylo zkouméno naptiklad spojeni konct stfev svaifenim, pomoci
vysokého proudu nebo laseru. (Ho a Ashour 2010; Talmor et al. 2001) Slibné vysledky
maji tkanova lepidla (Nordentoft 2015), kterd jsou popsdna podrobnéji nize. Déle jsou
vyvijeny polymerni materialy, z nich vybrané jsou uvedeny ve tteti kapitole literarniho

ptehledu, viz 3 Antiadhezivni materidly.
2.1.1  Sit

Technikou nejstarsi je spojovani konct stiev Sitim. U této metody je vice technologickych
parametrll, kterymi se jednotlivé anastomézy lisi. Zalezi na (a) zplsobu spojeni stiev,
(b) poctu vrstev, ve kterych je anastomoéza Sita, (c) typu stehd, které mohou
byt preruSované ¢i spojené. Dilezity je samoziejmé i (d) vybér Siciho materidlu. (Blazej

etal. 2015; Schein Moshe, Rogers Paul 2011)

Prvnim Sicim materidlem pouzivanym se stfevy bylo ov¢i stfevo, které piirozené
degradovalo. Déle bylo pouzivané i hedvabi, u které¢ho se pozdé&ji potvrdila vétsi zanétliva
reakce organismu. Soucasné pouzivané Sici nit€ jsou syntetického ptivodu, byvaji pletené
nebo monofilni. Pletené nité¢ maji vétsi odpor vici tkani a konkrétn€ u PLGA, z kterého
jsou dané nité vyrabény, byla zaznamendna zvySena zanétliva reakce organismu. Pfi praci
s monofilnimi nitémi nedochazi k destrukci tkan¢, konkrétné se pouzivaji monofilni

nit¢ z PDX. (Blazej et al. 2015; Chen 2012; Ho a Ashour 2010)

Existuje vicero moznosti, jak vytvofit anastomoticky spoj, mezi doporucované patii
end to end, tedy konci k sobé&. Pro sesiti koncti stiev jsou aktudlné preferovany monofilni

nité pii pouziti techniky jednovrstvé anastomozy. (Schein Moshe, Rogers Paul 2011)
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2.1.2 Stapler

Metoda pouzivajici stapler vyuziva ke spojeni konct stfeva svorky. Stapler funguje
obdobné¢ jako kancelafskd seSivacka. Svorky simuluji Siti, ale oproti nému
byvaji aplikovany ve vice fadach a vétSim poctu. Existuji staplery linearni

a cirkularni. (Blazej et al. 2015)

Soucasn¢ se pouzivaji jednorazové sterilizované staplery s titanovymi svorkami.
Svorky jsou rtizného typu, lisi se podle tloustky tkan€, na kterou jsou aplikovany.
(Blazej et al. 2015) DalS$im materidlem, ze kterého se svorky vyrabi je nevstiebatelny
polymer polytetrafluoretylen. Oproti kovovym svorkdm vykazuji vétsi biokompatibilni.
Pro vyrobu svorek jsou zkoumané i biodegradabilni materidly na bazi PGA, celuldzy

a kalcium alginatu. (Mohamed et al. 2018; Chen 2012; Ho a Ashour 2010)
2.13 Porovnani metody Siti a stapleru

Pro vytvofeni stievni anastomozy jsou ob¢ metody, Siti i1 stapler, efektivni
a odbornici se nemohou  jednoznaéné shodnout, kterd znich je vhodnéjsi.
Vybér technologie spojeni koncti stiev je volbou chirurga a diale byva ovlivnén

zvyklostmi pracovisté. (Ho a Ashour 2010)

Metody se piili§ neliSi v tésnosti vytvofené spoje, poctu vyskytu pooperacnich
komplikaci a mortality. Siti je standartni osvédéenou metodou pouZivanou v chirurgii
po mnoho let a oproti staplertim je to vyrazné levnéjsi metoda. Dalsi nevyhodou staplerti
je CastéjSi technickd porucha. Naopak jejich vyhodou oproti Siti je rychlost

operace. (Boersema et al. 2017; Schein Moshe, Rogers Paul 2011; Ho a Ashour 2010)

2.1.4 Tkanova lepidla

Tkanova lepidla mohou byt nandSena pfimo na stfevni spojeni, pomoci nich dochézi
k vytvoreni zplsobu spojeni sttev je end to end. (Vakalopoulos et al. 2013) Obecné jsou
preferovana vstfebatelna lepidla, oproti ¢aste¢né¢ degradabilnim a nevstfebatelnym

lepidlim na né¢ ma organismus lepsi reakci. (Nordentoft 2015; Ho a Ashour 2010)
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Vytvafeni stfevnich anastoméz pomoci tkanovych lepidel neni momentalné¢ bézné
v klinick¢é praxi. Komeréné¢ dostupnd jsou chirurgickd lepidla fibrinova,
glutaraldehydova, kyanoakrylatova a polyethylen glykolova na bazi hydrogell. (Behrens
et al. 2015) Byly testovany 1idal$i materidly, napfiklad tkanova lepidla
z amniotické membrany  (ZivoCiSny zarode¢ny obal), zkyseliny hyaluronové
a karboxymethylcelulozy, PGA a polypropylenu. Tato tkanova lepidla nebyla testovana

klinicky, pouze in vivo na zvifecim modelu. (Nordentoft 2015)

Kyanoakrylatova lepidla jsou nedegradabilni. Vykazuji vhodné mechanické vlastnosti,
pfedevs§im vysokou pevnost a zaroven ohebnost vytvofeného spoje, dale také dobrou
adhezi ke stfevu. Ale byla u nich zaznamenana zvySend zanétliva reakce organismu.

(Boersema et al. 2017, Behrens et al. 2015)

Fibrinova lepidla maji vice pozitivnich vysledkli oproti kyanoakrylatovym.
(Vakalopoulos et al. 2013) Jsou vstiebatelna, degraduji pfirozen¢ enzymaticky v fadu
nékolika tydnli. Fibrinové lepidlo by bylo mozné vyrabét i z lidské ¢i zvifeci krve,
ale vétSina testovanych tkanovych lepidel je syntetické vyroby. (Nordentoft 2015)

Nevyhodou fibrinovych tkanovych lepidel je cena. Cenové dostupnéjsi jsou napiiklad

lepidla glutaraldehydova, ale u nich jsou problémy s toxicitou. (Behrens et al. 2015)

Dle provedenych testl in vivo ainsitu jsou tkanova lepidla bezpe¢na pro pouziti
pro stfevni anastomézy. Vykazuji dobrou adhezi ke sténé stfeva, zlepSuji mechanické
vlastnosti anastomoézy, ale vliv na jeji hojeni a sniZeni pooperacnich komplikaci nebyl
ptimo prokazan. (Boersema et al. 2017; Blazej et al. 2015) Nevyhodou tkanovych lepidel
je nutnost n¢kolika krokové ptipravy pted jejich pouzitim. (Behrens et al. 2015)

2.2 Poopera¢ni komplikace anastomdz

Hojeni anastom6zy prochézi stejnymi fazemi jako hojeni ran. Nejprve dochézi k zanétu,
poté k proliferaci, a nakonec k remodelaci tkan¢. (Chen 2012) Dilezitou roli pii hojeni
rany ma kolagen, ktery zajistuje pevnost vzniklé¢ jizvy. Béhem prvnich pooperacnich dni
je pevnost anastomdzy omezend ariziko poruchy spojeni je nejvétsi. Pravé prvni

dny je pevnost anastomdzy nejvice zavisla predevSim na kvalité uméle vytvoieného
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spojeni.  Dochédzi  k pfirozenému  zvySeni  produkce kolagenu  fibroblasty

a hladkosvalovymi buitkami. (Ho a Ashour 2010)

Pravdépodobnost pooperacnich komplikaci je ovlivnéna mnoha faktory, naptiklad
mistem anastomozy, typem operace, zda $lo o pldnovanou ¢i nouzovou operaci. Dale ma
vliv i stav pacienta, jeho pfedchozi nemoci a zasahy, naptiklad chemoterapie, ozarovani
a Crohnova nemoc. Také bylo prokazano, ze koufeni a konzumace alkoholu ve velkém
mnozstvi zhorsuje proces hojeni rany a zvysuje riziko vzniku komplikaci. (Guyton et al.

2016; Nordentoft 2015; Chen 2012, Liakakos et al. 2001)

Pooperacni komplikace mohou byt déleny na ¢asné a pozdni. Mezi nejzavaznéjsi Casné
pooperacni komplikace patii porucha hojeni rany, se kterou souvisi anastomoticky leak.
Velmi zdvaznou ¢asnou poruchou jsou i peritonealni adheze. Dale mtze dojit ke krvaceni,
mezi pozdni komplikace patii vznik kyly v jizve. (Capella-Monsonis et al. 2019, Schein
Moshe, Rogers Paul 2011)

Je dulezité, aby byly poopera¢ni komplikace co nejdiive odhaleny, k diagnostice
se pouziva RTG (rentgen) a CT (vypocetni tomografie). U pacienta se vyskyt komplikaci
projevuje napiiklad bolesti bficha, nechuti k jidlu, vysokymi horeckami a zvySenou
tepovou frekvenci. Napiiklad ptfitomnost leaku je tézké diagnostikovat, ne u vsSech
pacientli se projevuji typické ptiznaky. (Schein Moshe, Rogers Paul 2011;
Hyman et al. 2007)

2.2.1 Anastomoticky leak

Jednim z obdvanych a potencidlné¢ smrtelné¢ nebezpecnych pooperacnich problému
je unik stfevniho obsahu, tzv. leak, do okoli stieva. (Boersema et al. 2017; Schein Moshe,
Rogers Paul 2011) Nejcastéjsi pfi¢inami anastomotického leaku jsou netésnost spoje

a odumfeni konci stieva. (Hyman et al. 2007)

Pooperac¢ni komplikace ve form¢ anastomotického leaku se vyskytuje u 3-19 %
operaci. Mortalita pii vyskytu téchto komplikaci je 10-15 %. (Schein Moshe, Rogers Paul
2011; Hyman 2009) Obrazek 5 je zobrazuje ilustraci podoby anastomotického leaku.
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chirurgicky spoj ¥
koncu stiev [

Obrazek 5:Chirurgicky spoj end to end tlustého streva s anastomotickym leakem,
prevzato z (Medical Exhibits, Demonstartive Aids, Illustrations and Models, 2020).

2.2.2 Peritonealni adheze

Ke vzniku peritoneédlnich adhezi dochazi v ¢asné pooperativni dobé€, nejkritictéjSim
obdobim je 3—5dni od operace. Pooperativni adheze jsou vysledkem reakce organismu
na ranu, ktera vznikla chirurgickym zakrokem. Béhem néhoz doslo k naruseni epitelialni
vrstvy tkané, coz miize vést k vytvoreni tésného fibrinolytického spojeni, adhezi. Tyto
komplikace mohou byt divodem bolesti, ucpani tenkého stfeva, u zen neplodnosti,
reoperace a mohou vyrazn€ ovlivnit kvalitu zivota a byt i Zivot ohrozujici. Jedna
se o velmi cCastou pooperativni komplikaci, Cetnost vyskytu sristl v abdominalni
chirurgii je 55-66 %. (Capella-Monsonis et al. 2019; Liakakos et al. 2001) U pacientq,
kteti jiz pred gastrointestindlni operaci prod¢lali chirurgicky zakrok je 90%.
(Koetal 2017)

Pooperativni adheze jsou zdvaznou komplikaci nejen v gastrointestindlni chirurgii,
dochazi knim ipfi jinych chirurgickych zdkrocich. Problémovymi oblastmi jsou
napiiklad déloha a pericard (vn&j$i obal srdce). V gastrointestinalni chirurgii dochézi
k adhezi s podbiisnici (peritoneum), ktera vystyla dutinu btisni.
(Capella-Monsonis et al. 2019) Obrazek 6 zobrazuje ilustrace postupného vytvareni

pevnéjsSich abdominalnich adhezi na stfevé

T 10 o

adheze ;’ - ey T —
- ’ ~ .| 9
l { ~ ‘ > 4 - -
Pevné, fibréozni
Tenké adheze Husté adheze adheze Velmi pevné adheze

Obrazek 6: llustrace postupného zpeviiovani abdomindlnich adhezi na streve,
prevzato z (Medical Exhibits, Demonstartive Aids, Illustrations and Models, 2020).

30



Adheze vznikaji aktivitou fibroblastl a jejich proliferaci, koagulaci a ukladanim fibrinu,
k ¢emuz dochazi ptredevSim v mistech, kde nastalo krvaceni ¢i zanét. Dochazi pak
ke zvyseni proliferace bunck a tvorbé fibrinogenu. To je soucést i k obvyklého procesu
hojeni, ale pfi ném na konci procesu dochézi k degradaci fibrinu. Ale pokud se tvofi
kapilary, vzniké adheze a tvorba tzv. fibrinovych mostti mezi povrchy tkani. Aby nedoslo
k tvorbé nezddoucim adhezim, je dilezité, aby byla rovnovadha mezi degradaci fibrinu
a jeho usazovanim. Obrazek 7 ukazuje zjednoduSené schéma procesu tvorby adhezi
a rovnovahy mezi uklddanim a degradaci fibrinu, ktery je ovlivnény aktivaci a inhibici

plasminogenu. (Ko et al. 2017; Arung et al. 2011; Liakakos et al. 2001)

poranéni peritonea

o S

poskozeni cévni stény
l a mezotelidlnich bun¢k

zanét

zvyS$eni tvorby proteint, cytokint, bun¢k

(makrofagy, krevni desticky, bilé krvinky, protrombin
mezotelialni) i
l trombin
fibrinogen /
\ fibrin
Y
rust fibrinu produkty degradace
(fibroblasty, syntéza fibrinu
kolagenu) l

!

normélni hojeni

_ ECM (obnova peritonea)
produkty degradace tvorba Kkapilar
normalni hojeni adheze

Obrazek 7: Zjednodusené schéma rovnovahy ukladani a degradace fibrinu, ktera je
ovlivnéna aktivaci (+) a inhibici plasminogenu (-). Prevzato z (Arung et al. 2011).

Momentalné je prevence vzniku sristl zavisld pfedev§im na chirurgickych technikéch,
které spocivaji v jemném zachazeni s tkani, atraumatickém pfistupu (nezplsobujici

poranéni) a operaci bez nezbytného krvaceni. (Arung et al. 2011)
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Komeréné dostupné antiadhezivni materidly pro klinickou praxi jsou ve formé
mechanickych bariér, v podobé pevnych latek, gelt, filmt a roztokid. Z klinicky
ov&fenych materialti byly nejvice studovany Seprafilm® (Sanofi, Francie) a Interceed®
(Johnson&Johnson, USA). (Ko et al. 2017) Seprafilm® je materidl zkyseliny
hyaluronové a karboxymetyl celuldzy, pro pouziti je bezpecny, ale jeho ucinnost
je praméma. Interceed® je bariéra z oxidované celuldzy, 24 hodin po aplikaci
se z ni stane gel, ktery zabranuje transportu fibrinu po dobu 7-10dni. (Naito et al. 2017)
Dalsimi fyzikalnimi bariérami pfedchazejici adhezi jsou napiiklad Adepr® (Baxter, USA),
coz je 4% antiadhezivni roztok icodextrinu, bariéra ve form¢ gelu z kyseliny hyaluronové
Hyalobarrier® (Anika Terapeutics, USA). Dale REPEL-CV® (Pathfinder, USA)
je polymerni film z etylenoxidu a kyseliny mlécné. (Broek et al. 2014, Capella-Monsonis

etal 2019; Ko etal 2017)

Komeréné dostupné bariérové materidly neposkytuji uc¢innou ochranu proti peritonealnim
adhezim, zddny z nich neni schopny zabranit komplikacim u vSech ptipada. Je zapotiebi
vyvinout produkt, ktery bude finan¢né dostupny a bude efektivni pro mnohé chirurgické

aplikace a velky pocet pacientl. (Ko et al. 2017)

Moznosti pro antiadhezivni prevenci je aplikace farmakologickych latek. Tyto latky
zabranuji vzniku adhezi a zanéth predevSim v nejkritictéjsi dobé, 3—5 dni po operaci.
Vétsina z nich nebyla testovana klinicky, ale pfedevsim in vivo. Farmakologické latky
(Capella-Monsonis et al. 2019, Li et al. 2017a) Mezi né naptiklad patii progesteron, jehoz
ucinky na snizeni vyskytu adhezi byly potvrzeny in vivo. Déle antikoagulanty, napiiklad
heparin, které snizuji koagulaci fibrinu, ale nebyl u nich potvrzen u¢inek na vznik sristt
a pfi jejich pouziti dochdzelo k pomalejsimu hojeni rany. (Ko et al. 2017; Liakakos et al.
2001) Rustovy faktor hepatocytli méa schopnost inhibovat ukladani kolagenu. Testy
na krysach potvrdily schopnost snizit vyskyt peritonedlnich adhezi. (Arung et al. 2011)
Pro zabranéni bunééné proliferace pusobi mitomycin-C (Urkan et al. 2017), jeho
antiadhezivni U€inky byly sledovany naptiklad in vivo na krysach. Formaci fibrinu

snizuje 1 aprotinin a decorin. Nejvice studovanym vitaminem pro prevenci adhezi

-----
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a antifibroblastické ucinky a snizuje produkci kolagenu, jeho uUc¢inky byly potvrzeny
in vitro. Ne€které z antibiotik se b&zné pouzivaji preventivné, aby se pfedeslo infekci

a tvorbé adheze, in vivo se potvrdily ucinky Linezolidu. (Arung et al. 2011)

2.3 Pozadavky na idealni material pro stfevni anastomozu

Piedevs§im v prvnich dnech, 5-7 dni po operaci, je riziko poruchy anastomozy zavislé
pfedev§im na kvalité jejiho provedeni. Zaroven je tato doba kritickd k formovani
peritonedlnich adhezi. Vhodny biomateridl pro stfevni anastomozu by mél byt
biokompatibilni, nezanétlivy a inertni vii¢i imunogenni reakci. Odbornici spatfuji vyhodu
v biodegradabilité materidlu, ktery by umoznil efektivni hojeni a prevenci pooperativnich
komplikaci v kritické dobé. Ale poté nebranil v pfirozeném hojeni, funkci
gastrointestinalniho traktu a neptfedstavoval ptekazku pro stfevni priichodnost. Material
musi umoziovat uritou pruznost anastomozy, aby nevznikalo napéti a nedoslo
k poruseni spojeni. Podstatna je i urcitd pevnost pro fortifikaci (zpevnéni) anastomodzy
a aby manipulace s materidlem béhem chirurgického zakroku byla snadnd, technika
aplikace byla rychlda a jednoduchd. Materidl by mél zlstat po celou dobu Uc¢innost
nadaném mist¢ bez potifeby pfipevnéni Sitim a byt stabilni béhem operace
iponi. V neposledni fadé¢ je dulezitd icena materidlu. (Rosendorf et al. 2020;

Vakalopoulos et al. 2013; Goulder 2012; Schein Moshe, Rogers Paul 2011)

Pro prevenci anastomotického leaku je dulezité, aby material po operaci zajistil potiebné
mechanické vlastnosti anastomoézy a zvySoval pevnost spojeni konci stiev. Ale zaroven
nebranil tkani ve vytvofeni pfirozeného spojeni. Materidl musi zabranit tiniku leaku pfi
pfipadném poruseni chirurgicky vytvofené anastomozy. (Vakalopoulos et al. 2013;

Schein Moshe, Rogers Paul 2011)

Mimo podpory hojeni a prevence anastomotického leaku je podstatné, aby materidl
zamezil 1 peritonedlnim adhezim. Mechanické bariéry izoluji chirurgické misto
od okolnich tkani. Mély by snizovat syntézu kolagenu, proliferaci a adhezi fibroblastd,
bez negativniho ovlivnéni prubehu hojeni. (Capella-Monsonis et al. 2019; Li et al. 2017,
Liakakos et al. 2001)
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3 Antiadhezivni modifikace materiala

Adhezivita materialu ovlivituje naptiklad biokompatibilitu, adhezi proteini, bunéény rist
a proliferaci. Pfi Gpravé vlakennych scaffoldii je vétSinou Zadouci zachovat bulkové
vlastnosti a upravit piedev§im povrch materidlu. (Woodruff a Hutmacher 2010)
Na adhezivitu ¢i antiadhezivitu povrchu materidlu, ma pfedevsim vliv chemické slozeni
a morfologie povrchu scaffoldu. (Falde et al. 2016; Wang et al. 2011) Dal$im
parametrem je smacivost, kterou je naptiklad mozné urcit zjiSténim kontaktniho thlu
mezi materidlem a kapkou vody. Bylo prokazéano, Ze buiiky 1épe adheruji k hydrofilnim
materialim, kterymi jsou oznacCovany ty, svirajici kontaktni uhel mezi materidlem
a kapkou vody mensinez 90°. Naopak jako hydrofobni materidly jsou definovany

ty, které maji kontaktni thel nad 90°. (Bacakova et al. 2011)

Jednou z moznosti kontroly adsorpce proteint a bun€k je vytvoteni struktury povrchu
s hrubosti v mikro a nanomé&fitku. DalSi moznosti je naptiklad plazmatickd modifikace
povrchu. (Falde et al. 2016) ZvySenim mikrohrubosti povrchu a plazmatickou
modifikaci je moZzné radikdlné¢ zménit kontaktni twhel materidlu, naptiklad
Dowling et al. (2011) z hydrofilniho polyesteru s plvodnim kontaktnim Uhlem
12° zménil hydrofilni povrch na superhydrofébni (155°). Dale je mozné pouziti
antimikrobialnich materialt, které snizi riziko infekci a adhezivitu bakterii, mezi takové

materidly naptiklad patii sttibro a chitosan. (Campoccia et al. 2013)

3.1 Plazmaticka aprava

Fyzikalni metody jako je iontova radiace, plazma nebo ultrafialové zafeni patii mezi
vhodné povrchové tUpravy pro biomateridly. V porovnani s chemickym zplsobem

modifikace je bezpetnéjsi, nebot se u nich nepouzivaji potencidlné

cytotoxické chemikalie. (Siow 2018; Bacakova et al. 2011)

Plazmatickd modifikace je efektivni metodou pro upravu povrchovych vlastnosti
scaffoldu, pro zménu morfologie povrchu nebo zavedeni poZzadovanych funkénich skupin
bez ovlivnéni bulkovych vlastnosti materialu. Upravu plazmatem je mozné pouzit

1 pro modifikaci polymernich materialii s ohledem na jejich teplotu tani, u nékterych
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materialdl je vhodngjsi pouzit studené plazma. Uprava plazmatem je komplexni proces,
ktery je ovlivnén mnoha faktory, naptiklad vybérem aktivni latky, dobou pulsobeni,
vlastnostmi piivodniho materialu, jak jeho povrchovou morfologii, tak i jeho chemickym

slozenim. (Siow 2018; Wang et al. 2011)

Dle vybéru aktivni latky je mozné navazat funkcni skupinu, kterd zvysi nebo snizi
hydrofobicitu povrchu scaffoldu. Hydrofobni vlastnosti vykazuji materialy upravené
napiiklad siloxany (Recek et al. 2016, Hsiao et al. 2015), fluoropolymery (Hsiao et al.
2015; Tanaka et al. 2006) nebo uhlovodiky (Klicova et al. 2019). Naopak napiiklad
plazmatickou upravou PCL nanovldken kyslikem (O) miize dojit ke snizeni hrubosti

a smacivosti povrchu. (Wang et al. 2011)

Pii plazmatické modifikaci siloxany dochéazi k vytvotfeni tenkého filmu na povrchu
materialu a typicky se objevuji napiiklad vazby C-O, C-Si a Si-O. Ze siloxani patii mezi
nejpouzivan€j$i monomery hexamethyldisiloxan (HMDSO), jedna se o cenové

nenaroc¢nou biokompatibilni hydrofobni upravu. (Petlin et al. 2017, Siow 2018)

Petlin et al. (2017) aplikovali HMDSO plazmatickou upravu na nanovlakenné scaffoldy,
véetné tkanového nosi¢e z PCL. Potencidlni pouziti materidld je pro drug delivery
systém, modifikace byla provedena za ucelem zpomaleni degradace materialu a uvolnéni
aktivni latky. Z neupravené¢ho materialu bylo 85% latky uvolnéno do 15minut, oproti
tomu u plazmaticky upravenych scaffoldd doslo diky HMDSO k vytvoifeni hydrofébni

bariéry a latka se uvolnila po 30hodinach.

Hsiao et al. (2015) modifikovali polyuretanové folie pomoci HMDSO
a tetrafluormethanu (CF4). Upravou doglo ke zvyseni kontaktniho thlu z 96° na 151°

a ke zmén¢ morfologie povrchu. Pomoci in vitro testl potvrdili necytotoxicitu Gpravy.

Hegemann et al. (2003) siloxanem plazmaticky modifikovaly polykarbonatovy film.
Upravou doslo ke zvy$eni kontaktniho @hlu na 110° zpivodnich 70°. Smacivost
materidlu sledovali po dobu 12mésicli. Nebylo potvrzeno starnuti Gpravy a zmény
povrchovych vlastnosti, béhem 12mésici od upravy nedoSlo k vyznamné zméné

kontaktniho thlu.

35



3.2 Lotosovy efekt

V ptirodé se pfirozené¢ vyskytuji povrchy, které maji superhydrofobni vlastnosti.
Superhrydrofébnimi se oznacuji materidly, jejichz povrch ma kontaktni thel vyssi
nez 150°, kapka vody na takovém povrchu ma témét sféricky tvar. Superhydrofébni
povrch maji naptiklad listy nékterych rostlin nebo ¢asti téla hmyzu, naptiklad nohy,
ktidla, oci ¢i téla broukd. Hydrofobicita téchto povrchil je zptisobena jejich specifickou
Clenitou strukturou. (Falde et al. 2016, Wang et al. 2011) Chovani kapky vody

na rozdiln¢ strukturovaném povrchu je ilustrovano na Obrazku 8.

hladky povrch nanostruktura mikrostruktura hierarchicka struktura

Obrazek 8: Schématicka ilustrace ctyr nesmacivych povrchii,
prevzato z (Hensel et al. 2016).

Konkrétné¢ u lotosového listu se kontaktni uhel pohybuje okolo 161°, jeho
superhydrofobicita je dana hierarchickou strukturou papil. Velikost papil je v fadech
mikrometrli, vétSinou o velikosti 3—10 um, kter¢ jsou pokryty vy¢nélky v nanométitku,

v rozmezi 70-100 nm. (Wang et al. 2011)

Hierarchickou strukturu lotosového povrchu je mozné vytvofit naptiklad litografii,
kombinaci elektrospinningu a elektrosprayingu nebo zaclenénim castic oxidu
zine€natého (ZnO) nebo titani€itého (TiO2). (Falde et al. 2016, Hensel et al. 2016,
Keetal 2014)

Zhang et al. (2019) se inspirovali lotosovym efektem a vytvofili superhydrofébni povrch
PCL membréan s hierarchickou strukturou kombinaci elektrospinningu a elektrosprayingu
z jehly. Elektrospraying byl aplikovan na vrstvu z 20% PCL a material z 20%PCL
a methylsilikonovym olejem (PCL/MSO). Kontaktni uhel samotné PCL nanovldkenné
vrstvy byl 120°, uz u modifikovaného materiallu PCL/MSO dosSlo ke sniZeni
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povrchové energie, kontaktni whel byl 142°. Pro elektrospraying byly pouzity
koncentrace 4-6% PCL, kontaktni thel klesal se zvySujici se koncentraci. U samotné
4% PCL sprayingem vytvotené vrstvy byl 146°. V kombinaci s PCL/MSO byl kontaktni
uhel 150°. Membrana ma potencialni aplikaci v oblasti separacnich membran

a v tkanovém inzenyrstvi.

Yoon et al. (2010) se vénovali vytvoreni superhydrofobniho povrchu kombinaci
elektrospinningu a elektrosprayingu PCL, ktery byl vytvofen v jednom
kroku. PCL vlédkna ze 17% roztoku a kapky z 1% polymerniho roztoku. Byl pouzit
PCL o molekulové  hmotnosti 80000 g/mol a  rozpoustédlovy  systém
chlormethan/dimetylformamid v poméru 20/80. Jako kolektor pouzili vodni 1azen, vrstva

byla sprejovana po dobu 2 hodin. Kontaktni uhel vysledné vrstvy byl 172°.

3.3 Kompozitni materialy

Multikomponentni elektrostaticky zvldknéné vrstvy jsou zadané nejen pro pouziti
pro zménu smacivosti povrchu, dale pro drug delivery systémy nebo vytvofeni
senzoru. (Wang et al. 2019) Pro vyrobu mechanickych bariér byly pouZzity materialy
pfirodni, naptiklad kyselina hyaluronova, Zelatina, kolagen a celul6za. Ze syntetickych
materialt byly pouzity naptiklad kyselina polymléc¢na (PLA), polyethlyenglykolu (PEG),
PCL nebo polyvinylalkohol ~ (PVA). ve form¢  hydrogelt, elektrostaticky
zvlaknénych vrstev, filmu nebo mikrosfér byly zkoumany in vivo a v klinickych

testech (Capella-Monsonis et al. 2019)

Kyselina hyaluronovéa je pouzivana jako mechanickd bariéra i v komeréné dostupnych
produktech, naptiklad pod nazvem Sepracoat®. (Li et al. 2017b) Chen et al. (2015)
testovali pouziti kyseliny hyaluronové v kombinaci s PCL ve form¢ vldken typu jadro
plast’ a pridani nanocastic stiibra. In vitro 1 in vivo studie na kralicich potvrdili efekt

materialu na snizeni tvorby adhezi.

Li et al. (2017) vytvotili biodegradabilni material pro prevenci adhezi ve formé
kompozitni nanovlakenné vrstvy polyethylenglykol/kopolymer kyseliny mlécné

a glykolové (PEG/PLGA). Vrstva byla vytvotena soucasnym elektrosprayingem ze dvou
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jehel. Nejvhodnéjsi vysledky méla vrstva, ktera obsahovala 5% PEG, u které

byl kontaktni thel 86°, in vivo prokdzali schopnost snizit vyskyt abdominalnich adhezi.

Ko et al. (2017) vyvinuli nanovldkenny barierovy material skladajici z chitosanu, PLGA
a PEG. Materidly byly testovany in vivo na krysach a jejich ucinnost byla hodnocena po
¢tyfech tydnech od aplikace. Kopolymerni material byl zna¢né efektivnéjsi v prevenci
adhezi neZz bariéra pouze z PLGA. Bylo pozorovano i snizeni miry zanctu diky

antimikrobialnim u¢inkdm chitosanu.

Rosendorf et al. (2020) v Biomedicinkém centru v Plzni ve spolupraci s Technickou
univerzitou v Liberci testovali moznost zpevnéni stfevni anastomo6zy pomoci nanovlaken
in vivo na selatech. Tato studie je zde popsana podrobnéji, protoze experimentalni cast
této diplomové prace navazuje ve vyvoji daného materialu. Rosendorf et al. testovali dva
druhy nanovlakennych materidli. Prvni z nich byla samotna PCL vrstva, druhym byla
vrstva z kopolymeru kyseliny polymlécné a polykaprolaktonu (PLCL). Materialy byly
testovany na tenkych stfevech selat. Ve velikosti 2 x 5 cm byly aplikovany pfes misto
chirurgicky sesit¢ anastomodzy, viz Obrazek 9. Doba experimentu byla stanovena
na tii tydny, protoze u vétSiny pacientii se komplikace ve form& anastomického leaku
objevi do dvou tydnli od operace. Behem experimentu nedoslo k zddnym komplikacim,
oba materidly podporovaly hojeni tkdné. Nedoslo k relokaci nanovldkennych vrstev
z mista aplikace, ale ani nebyla zndmka degradace materidlu. U zadného zvitete s PCL
vrstvou nedoslo k infekci, u skupiny selat s PLCL se objevila. Rosendorf et al. vyzdvihuji
snadnost prace a aplikace materiali bez nutnosti dalsi fixace. Materidly k mistu snadno
prilnuly, ale zarovenn snimi bylo mozné bez poskozeni, v ptfipadé¢ potieby
déale manipulovat. Nevyhodou PCL i PLCL materiald byl zvySeny vyskytadhezi

k okolnim tkanim.

".il
no

Obrazek 9: Nanovlakenna PCL vrstva aplikovand pres chirurgicky sesitou strevni
anastomozu selete, prevzato z (Rosendorf et al. 2020).
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Experimentalni ¢ast
4 Metody

4.1 Ptiprava polymernich roztoki

Polymerni roztoky byly pfipraveny celkem ze tfech polymeri; poly-e-kaprolaktonu,
poly-p-dioxanonu a poly-4-hydroxybutyratu. VSechny koncentrace jsou uvadény w/w.
Polymerni roztoky byly pfipraveny pro technologii elektrosprayingu z jehly (2, 5% PDX;
0,1,0,25,0,5% PHB; 3, 5, 10%PCL) o objemu 10g. Dale pro bezjehlovy elektrospinning
(16% PCL) o objemu 100 g a elektrospraying (2, 3, 5, 7% PCL) o objemu 200 g. VSechny

roztoky byly za stalého michani rozpoustény po dobu 24hodin a poté ihned zpracovany.

Pro ptipravu PDX polymernich roztokl o koncentracich 2 a 5% w/w byl PDX rozpustén
ve form¢ monofilamentniho Siciho materidlu (Monosorb®, Samyang Biopharm,

Jizni Korea) v 2,2,2-trifluoroethanolu (TFE, >99,0% GC, TCI Chemicals, Némecko).

Piiprava PHB roztoki probihala rozpusténim monofilamentniho Siciho materidlu
(MonoMax® - B.Braun, TEPHA, Velké Britanie). PHB bylo pfipraveno o koncentracich
0,1, 0,25 a 0,5% w/w v 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanolu (HFP, >99,0% GC,
TCI Chemicals, Némecko).

Polymerni roztoky PCL byly pfipraveny zgranuldtu o molekulové hmotnosti
45 000 g/mol (Sigma Aldrich, USA) v rozpoustédlovém systému chloroform (Penta
Chemicals, Ceska  republika)/kyselina  octovd  (Penta Chemicals,  Ceska
republika)/ethanol (Penta Chemicals, Ceska republika) vpoméru 8/1/1 (V/v/v)
o koncentracich 2, 3, 5,7, 10 a 16% w/w.
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4.2 Viskozita polymernich roztoki

Viskozita polymernich roztoki byla méfena pomoci pristroje HAAKE™
RotoVisco™ I rtheometer (Thermo Fisher Scientific, USA). Méfeni vSech roztokl
probihalo za konstantnich otacek 1000 s a konstantni rychlosti 400 s™!. Pro mé&feni bylo
pouzito 300 pl polymerniho roztoku, pro kazdy roztok bylo provedeno deset méteni,

vysledna hodnota je jejich primérem. Viskozita byla méfena pfi teplote 22,15 + 0,24 °C.

4.3 Vyroba materiala

4.3.1  Elektrospraying z jehly

Polymerni kapky byly sprejovany pomoci laboratorniho zafizeni, elektrostatickym
sprejovanim z jehly, schéma zafizeni je zobrazeno nize, viz Obrazek 10. Podkladovym
materidlem byl Cerny papir. Parametry procesu sprejovani jednotlivych polymernich
roztoki jsou uvedeny nize, viz Tabulka 1.

stiikacka s zdroj vysokého
polymernim roztokem elektrického napéti

davkovaci kovova jehla uzemnény kolektor
pumpa 90,88

Obrazek 10: Schéma zarizeni pro elektrospraying z jehly s priumérem 0,88 mm.
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Tabulka 1: Podminky zvlakinovani riiznych koncentract polymernich roztokii
PCL, PDX a PHB.

Vzdalenost
Polvmerni roztok Davkovani Napéti Okolni
olymerni rozto [ml/h] [kV] od kolektoru podminky
[cm]
3% PCL 4.5 22,0 12,5
12,5
5% PCL 7,5 22,0
16,5
teplota 22,4 °C
18,0
10% PCL 3,5 18,0 vlhkost 29,1 %
20,0
2% PDX 5,5 20,0 11,0
5% PDX 3,5 17,3 12,5
0,25% PHB 3,0 20,0 13,0 teplota 21,8 °C
0,5% PHB 3,0 18,0 13,0 vlhkost 19,9 %

4.3.2  Bezjehlové elektrostatické zvlaknovani

Bezjehlovy elektrospinning byl proveden na stroji Nanospider™ typu NS 1WS500U
(Elmarco, Ceska republika se zvlakiiovanim ze struny, schéma zafizeni zobrazuje
Obrazek 1, viz teoreticka cast diplomové prace, kapitola 1.1.2 Vyroba scaffoldu
elektrostatickym zvladknovanim. Klimatické podminky byly béhem procesu ptesné
regulovany klimatizaénim systémem NS AC150/1000/2000 (Elmarco, Ceska republika).
Polymerni roztok 16% PCL byl davkovan pomoci pohyblivé zasobniku (cartridge).
Parametry procesu zvlakiiovani jsou uvedeny nize, viz Tabulka 2. Vytvoifena vlana byla

ukladana na podkladovou textilii typu Spunbond z polypropylenu.
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Tabulka 2: Podminky elektrostatického zvidaknovani 16% PCL.

Typ polymeru 16% PCL
vex , . Chloroform/ethanol/kyselina octova
Rozpoustédlovy systém
8/1/1
Vzdalenost mezi elektrodami [mm] 175
Elektroda 1 Elektroda 2
Napéti [kV]
-10 40
Rychlost pohybu cartridge EMW [mm/s] 450-500
Rychlost pievijeni podkladové textilie 20
[mm/min]
Rychlost odtahu struny [mm/min] 15
Velikost privlaku [mm] 0,6
Teplota [°C] 22
Relativni vlhkost vzduchu [%] 50

4.3.3  Bezjehlové elektrostatické sprejovani

Proces bezjehlového elektrosprayingu je analogicky k bezjehlovému elektrostatickému
zvlaknovani. Taktéz byl proveden na zafizeni Nanospider™ typ NS 1WS500U (Elmarco,
Ceska republika) aklimatické podminky béhem elektrosprayingu byly fizeny
klimatizaénim systémem NS AC150/1000/2000 (Elmarco, Ceska republika). Schéma
elektrostatického sprejovani ze struny ukazuje Obrazek 11. Rozdil oproti
elektrospinningu  je v koncentraci  zpracovdvaného  polymerniho  roztoku

a parametrech procesu.

podkladova textilie kolektor
typu Spunbond :

€« - — — - - - - - - - - - - - - - - - = = = > ,:I
elektrod; v podobg pohybujici se zasobnik
struny s polymernim

Obrazek 11: Schéma elektrosprayingu na stroji Nanospider™.
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Tabulka 3 zobrazuje podminky elektrostatického sprejovani na Nanospider™ pro
polymerni roztoky PCL o koncentraci 2—7 %. Poté, co byla vybrana koncentrace, u které
dochazelo k nejhomogennéjsimu vzniku polymernich kapek, bylo nutné zjistit vhodné
podminky pro elektrostatické rozprasovani, tyto podminky jsou uvedeny déle v kapitole

5.2.1 Hledani koncentrace pro elektrostatické sprejovani.

Tabulka 3: Podminky elektrostatického sprejovani roztokii PCL.

Koncentrace polymernich roztoka PCL [%] 2,3,5,7

Vzdalenost mezi elektrodami [mm] 129
Elektroda 1 Elektroda 2
Napéti V] s | skomotn | sk
30 23
Rychlost pohybu cartridge EMW [mm/s] 400420
Rychlost previjeni podkladové textilie 0
[mm/min]

Rychlost odtahu struny [mm/min] 15
Velikost privlaku [mm] 0,5
Teplota [°C] 22
Relativni vlhkost vzduchu [%] 50

4.4 Plazmaticka tprava

Modifikace povrchii materidlti byla provedena metodou depozice pomoci studené¢ho
plazmatu RF PACVD (Radiofrekvencni plazmaticky asistovana depozice z plynné faze).
Jednotlivé parametry jsou uvedeny nize, viz Tabulka 4, a byly po celou dobu upravy
konstantni. Jako aktivni latka byl pouZzit hexamethyldisiloxan. Modifikace povrchu
materidlu plazmatem probihala v plazmatické komote, zafizeni je zobrazeno niZze,

viz Obrazek 12.
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Tabulka 4: Parametry plazmatickeé upravy.

Tlak vakua p [Pa] 30
Frekvence RF generatotu [MHz] 13,5
Napéti U [V] 340
Priitok plynu argon Ar [sccm] 10
Priitok plynu dusik N2 [sccm] 7
Cas t [min] 1,2,3

RF napétova
elektroda

Obrazek 12: Fotografie vakuové plazmatické komory.

4.5 Charakterizace materialu

4.5.1 Morfologie vrstev

Mikroskopické hodnoceni morfologie vrstev bylo posuzovdno pomoci snimkil
ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM, TESCAN VEGA 3 SB Easy
Probe, Ceska republika). Vzorky byly pied analyzou nejprve umistény na teréiky
apozlaceny 7nm vrstou zlata na zlaticim pfistroji (QUORUM QS50ES, Quorum

technologies, Velka Britanie).

Ze SEM snimki byly méfeny priméry vlaken a kapek v programu IMAGEJ
(U.S. National Institute of Health, NIH Image, USA). Pro kazdé mcteni byly
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pouzity minimaln¢ dva SEM snimky se zvétSenim 2500%, zkazdého snimku

bylo udélano 100 méteni.
4.5.2 PlosSna hmotnost

Plosnd hmotnost byla zjiSténa zvazenim vzorkd materidl o velikosti 20 x 20 mm,
od kazdého materiadlu bylo pfipraveno Sest vzorkli ndhodné vybranych z celé plochy

materialu.
4.5.3 Me¢éreni kontaktniho thlu

Kontaktni thel byl zji§tovan pomoci metody ptisedlé kapky na pfistroji See System 6.2
(Advex Instruments, Ceska republika). U viech testovanych materialii byl kontaktni tihel
meéfen z rubni i licni strany. Pro méfeni byl pouZzit vzorek materialu o velikosti 1 x 8 cm,
ktery byl po okrajich pfipevnén pomoci oboustranné pasky na podlozni sklicko.
Na vzorek bylo pomoci mikropipety naneseno 3,5 pl destilované vody (dH20). Kapka
byla na materidlu zaznamenana CCD kamerou. Poté byly na fotografii kapky vyznaceny
tii body, diky nimz byla vytvofena kruznice, ktera kopirovala tvar kapky. Velikost

kontaktniho tthlu odpovida tangenté vzniklé kruznice.
4.5.4 Zjistovani absorpce materidlu

Metodika testovani absorpce (water uptake) byla vytvofena na ziklad¢ publikace
Choi et al. (2011). Nasakavost neboli absorpce byla u materiald zjiStovana se dvéma
tekutinami, s destilovanou vodou a simulovanou stfevni tekutinou. Simulovana stfevni
tekutina byla piipravena dle postupu Ceského lékopisu (Ministerstvo zdravotnictvi CR
2017). Pfidanim 6,8 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH,PO4, Lachema, Ceska
republika) do 250 ml dH»O, poté bylo ptidano 77 ml hydroxidu draselného (NaOH, Penta
Chemicals, Ceské republika) o koncentraci 0,2 mol/l, 50 ml dH,O a 10 g pragkového
pankreatinu (TCI Chemicals, Japonsko). Po promichani bylo upraveno pH roztoku

na 6,8 a nakonec byl objem roztoku doplnén dH>O na 1 000 ml.

Z testovanych materiala byly pfipraveny vzorky o velikosti 20 x 20 mm, vzdy ve tfech

opakovanich pro kazdou tekutinu. Vzorky byly nejprve zvdzeny (m.), poté umistény
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do zkumavek, zality 50 ml tekutiny a ponechany ponotené po dobu 24hodin pfi pokojové
teploté. Po uplynuti doby byly vzorky zvazeny (mp) a nechany vyschnout, po vysuseni

byla opét zjisténa jejich hmotnost (mc).

Ze ziskanych dat byla spocitana absorpce (4) pomoci rovnice (1), kde m4 je hmotnost

suchého vzorku pted testovanim a mp hmotnost po 24 hodinach adsorpce.
A[%] = 24100 (1)
my

Dale byl vypocitan procentudlni ubytek hmotnosti (U) po testovani adsorpce, viz rovnice
(2), kde m4 je hmotnost vzorku pted testovanim, mc je hmotnost po testovani a tiplném

vysuseni.

U[%] = "‘jn;:‘c 100 2)

4.5.5 Chemicke slozeni

Chemické slozeni vzorkli bylo hodnoceno analyzou infraCervené spektrometrie,
technikou zeslabeného uplného odrazu (ATR-FTIR) na krystalu z diamantu pomoci
ptistroje Nicolet iZ10 (Thermo Fisher, Spojené staty americké). Vzorky byly pted
méfenim pouze sejmuty z podkladové textilie typu Spunbond, nebyly dale pro méfeni

upravovany.

4.6 Biologické testovani in vitro

Pii testovani in vitro bylo pouzivano kompletni médium, které¢ se sklddalo z Dulbeccova
modifikovaného eagle media (DMEM, Biosera, Francie), 10% fetadlniho bovinniho séra
(FBS, Biosera, Francie), 1% glutaminu (Biosera, Francie) a 1% antibiotik — Pen/Strep
Amphotericin B (ATB, Lonza, Svycarsko).

Materidly a jejich extrakty byly testovany s 3T3-SA mySimi fibroblasty (ATCC, USA),
které byly kultivovany v kompletnim médiu a uchovavany v inkubatoru (Sanyo Electric
Co., Ltd., Japonsko) pti 37 °C a v atmosféie obsahujici 5 % CO». Buiiky byly po dosazeni

pozadované konfluence zpasazovany. Pfi pasazovani byly buiiky nejprve oplachnuty
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PBS (fosfatovy pufr), poté k nim byl p¥idan trypsin (Lonza, Svycarsko) a byly ponechany
v inkubatoru pti 37°C po dobu 5Sminut, nasledné byly resuspendovany. Na vzorky byly

buiiky nasazeny v hustot& 7-103 na jamku.
4.6.1 Ptiprava a sterilizace vzorktl

Samotnému biologickému testovani piedchédzela ptfiprava materidli. Z testovanych
materidli byly pfipraveny vzorky ve velikosti 24jamkové desticky (primér 16 mm),
zatizeny sklenénymi krouzky a vysterilizovany ethylenoxidem ve sterilizatoru
Anprolene. Sterilizace postupovala dle normy CSN EN ISO 11135-1 Sterilizace vyrobkii
pro zdravotni pé&i — Sterilizace ethylenoxidem — Cast 1: Pozadavky na vyvoj, validaci
a pribéznou kontrolu sterilizaéniho postupu pro zdravotnické prostfedky. Sterilizace
probihala po dobu 12hodin pfti 37 °C, nasledné byly materidly odvétrany pii pokojové

teploté minimalné po dobu jednoho tydne.
4.6.2 Cytotoxicita extraktl

Metodika testovani cytotoxicity extraktli materialii a testovani s mySimi fibroblasty byla
stanovena dle normy CSN EN ISO 10993-5: Biologické hodnoceni zdravotnickych

prostiedkt — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro.

Vzorky materidlli byly pfipraveny ve velikosti dna 24jamkové desticky. Vzorky byly
umistény ve 24jamkové desticce spolu s kompletnim médiem po dobu 24hodin

na tfepacce (N-Biotek, Jizni Korea) o 100 rpm a teploté 37 °C.

Extrakty materiali byly pfendany do 96jamkové desticky, k jiz vytvofené subkonfluentni
vrstve fibroblastii. Kompletni médium DMEM s buiikami bylo pouzito jako negativni
kontrola (NC) experimentu. Pozitivni kontrolou (PC) byly buiiky s kompletnim médiem
a 0,1% cytotoxickym ¢inidlem Tritonem X-100. Obé& kontroly byly vystaveny stejnym
podminkdm spolu s extrakty materidli po dobu 24hodin. Pro kazdy materidl bylo

testovano osm extraktu.

Pro stanoveni viability (Zivotaschopnosti) bun€k byl pouzit kolorimetricky metabolicky

test MTT. Tento test je zalozen na reakci na mitochondridlni membrané Zivych bunék,
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kde dochazi kredukci zlutého 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromidu (MTT) na nerozpustny formazan ve formé fialovych krystalkl. Krystalky
formazanu jsou rozpustény pfidanim okyselené¢ho isopropanolu. Od kazdého vzorku bylo
odebrdano 300 pl do 96jamkové desticky. Zabarveni bylo vyhodnocovéano
spektrofotometricky pii vinové délce 570 nm. Pro kazdou skupinu bylo testovano osm
opakovani. Hodnota viability negativni kontroly odpovidala 100% viabilité, hranice

cytotoxicity byla stanovena dle normy na 70% viabilitu.
4.6.3 Testovani in vitro s buné€nou linii

Bunéénd Zzivotaschopnost bun€k nasazenych na vzorcich byla testovana ve tfech
Casovych intervalech, po 4, 7 a 14dnech kultivace od nasazeni kolorimetrického
metabolického testu MTT. Pro testovani byla pouzita 16. pasaz 3T3-SA mysSich
fibroblasti (ATCC, USA). Vzorky byly po dobu testovani inkubovany pii 37 °C
v atmosféfe s 5 % COz. Pro kazdou skupinu materiali bylo testovano pét opakovani
ajedna negativni kontrola. Absorbance vzorkli byla méfena pii vinové délce

570 a 650 nm. Hodnoty negativnich kontrol byly od testovanych vzorkt odecitany.
4.6.4 Analyza pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Analyza fluorescenéni mikroskopii (FLM) byla rovnéz provedena po 4, 7 a 14 dnech.
Po odsati  kultivatniho média byly vzorky nejprve dvakrat proplachnuty
PBS, a poté fixovany po dobu 10minut pomoci 2,5% glutaraldehydu (Sigma Aldrich,
USA). Nasledn¢ byl jako blokovaci pufr pfidan 0,1% Triton X-100 (Sigma
Aldrich, USA) v 0,1% hovézim sérovém albuminu (BSA) v PBS, blokovaci pufr ptsobil
po dobu 10minut.

Dale nasledovalo pfidani zabarvovacich roztokd. Ke vzorkim byl pfidan roztok
phalloidinu-FITC a ponechan po dobu 30minut, ktery zpusobuje obarveni
aktinovych filamentli v zeleném spektru. Vzorky byly inkubovany i s roztokem
DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) po dobu 10minut, ktery zabarvuje bunécna jadra

v oblasti modrého spektra.
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Vzorky s obarvenymi bunikami byly pozorovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu
Nikon. Z deseti snimkli (zvétSeni 100x) byl stanoven pocet bunék na 1 mm? vzorku

pomoci softwaru MATLAB (MathWorks, USA).
4.6.5 Analyza rastrovaci elektronovou mikroskopii

Pozorovani morfologie bun¢k po 4, 7 a 14dnech od nasazeni bylo provedeno pomoci
SEM. Poté, co bylo od vzorki odsato kultivacni médium byly vzorky dvakrat oplachnuty
PBS (Sigma Aldrich, USA) a fixovany pomoci 2,5% glutaraldehydu v PBS po dobu
10minut. Pro uplné vysuseni vzorki pro SEM byly vzorky oSetieny dehydrogenacni
etanolovou ftadou (60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%) a vysuSeny na parafinu.
Po uplném vysuSeni byly materidly pozlaceny a zanalyzovany pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu (Vega 3, TESCAN, Ceska republika), stejné
jako v kapitole 4.5.1 (Morfologie vrstev).

4.7 Testovani adheze

Metodika testovani adheze materiali byla zaloZena na principu testovani adhezi ke kizi
90° peel testem (odlupovaci zkouska), jehoz metodika byla ptevzata z (Wokovich et al.
2008). Stejn¢ jako u testovani predchozich materidld in vivo na selatech

(Rosendorf et al. 2020) bylo jako model tkdn¢ zvoleno tenké stfevo z prasete.

Oproti uvedené metodice byl pouzity jiny rozmér vzorkll a vzorky po aplikaci nebyly
zatizeny valcem (2041 g). Rozmér byl zvolen na zakladé nadchézejicich testt in vivo
na prasatech. Na model tkdn¢€ (tenké stfevo) byly materidly aplikovany a poté ptitlaceny

rukou, stejné jako tomu je pii operacich in vivo, coz vice odpovida redlnym podminkam.

Experiment byl proveden na trhacim piistroji LabTest 4.050 (LaborTech, Ceska
republika). Trhacimu pfistroji piislusi pocitac¢ se softwarem pro mechanické zkousky
LabTest 3.2.1.2138 (LaborTech, Ceska republika), ktery poskytuje i analytické a grafické
vyhodnoceni vysledkii. Pro upnuti vzorku byl pouzit silomérny tenzometricky snimac

s nejvyssi zatizitelnosti 5 N a kolickova Celist pro upnuti vzorku.

49



Nejprve byly pfipraveny ¢tyii vzorky od kazdého materialu o velikosti 50 x 150 mm,
vzorky byly ponechany na podkladové textilii typu Spunbond. Déle byl pfipraven
podklad ve formé tenkého stieva z prasete, které bylo po vybaleni promyto vodou
a nasledné namotano okolo desky o velikosti 220 x 60 mm, ktera byla poté z jedné strany
prekryta druhou deskou o stejné velikosti. Deska byla pfipevnéna do spodni celisti
trhaciho stroje. Testovany vzorek byl upevnén do horni Celisti, jejiz poloha byla 10 mm
od povrchu stfev a aplikovan na jeho povrch za pomoci rukou. Po 3minutach od aplikace
byla spusSténa tahova zkouska, kdy byl vzorek rychlosti 300 mm/min odlupovéan
od povrchu stiev. Stfeva byla po kazdé zkousce vlh¢ena destilovanou vodou, aby byly
podminky experimentu pro vSechny materialy stejné. Testovani probihalo za teploty
18,1°C a vlhkosti vzduchu 46,0 %. Parametry zkousky jsou shrnuty v Tabulce 5. Schéma

testovani je zobrazeno na Obrazku 13. Fotografie z realizace testovani je na Obrazku 14.

Tabulka 5:Parametry mechanické zkousky.

Rozmér vzorku (Sifka x délka) [mm] 50 x 150
Rozmér desky (podklad pro stireva) (Sifka x délka) [mm] 220 x 60
Klidova doba [min] 3
Rychlost pohybu ¢elisti [mm/min] 300
Doba trvani zkousky [s] 20
Teplota vzduchu [°C] 18,1
Vlhkost vzduchu [%] 46,0

M¢étfenim byla ziskdna zavislost sily na vzdalenosti. Mira adheze byla hodnocena
maximalni silou F' [N] potfebnou k odloupnuti materidlu od povrchu stiev. Ze ziskanych
hodnot byla zjisténa primérna hodnota a smérodatna odchylka.

F [mN]

I v =300 mm/min

upinaci Celist

model tkané

10 mm]: e teStovany vzorek

I |
Obrazek 13: Schéma mechanické zkousky adheze nanovlakennych materialit k modelu
tkanée (tenké strevo).

50



....... upinaci Celist
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.

testovany vzorek

tenka stieva
namotana
na desce

Obrazek 14: Fotografie z priibéhu testovani adheze peel testem 90°.

4.8 Zpracovani dat

Vstupni data byla zpracovana pomoci programu Excel Microsof Office 2019 (Microsoft
Corporation, USA). Pro statistickou analyzu a grafické zobrazeni dat byl pouzit software

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, USA).

Pfed parametrickym porovnanim bylo nejprve ovéfeno normdlni rozlozeni dat.
Porovnavani skupin vzorkd bylo provedeno parametrickym testem ANOVA (Analyza
variability). Byl pouzit test Bonferroni s hladinou vyznamnosti p<0,001. Pokud
se jednalo o data, kterd neodpovidala normélnimu rozdélenim, byl pouzit
neparametricky test ANOVA Kruskal-Wallis. Statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami dat jsou v grafech vyznaceny hvézdic¢kami podle hodnoty p (* p<0,0332,
** p<0,0021,*** p<0,0002, **** p<0,0001). Pokud mezi skupinami neni porovnani

znazornéno, rozdil nebyl statisticky vyznamny (p<0,1234).

Neéktera data jsou zobrazena formou krabicovych grafii (boxplot), kde fousy zobrazuji
minimum a maximum, okraje boxplotu odpovidaji prvnimu a tfetimu kvartilu a uvnitt

je zndzornény median dat.
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Vysledky

Diplomova prace vychazi a navazuje na predchozi studie materiall, které byly testovany
in vivo na selatech, viz (Rosendorf et al. 2020) a byly popsany vyse, viz teoreticka cast
kapitola 3.3 Kompozitni materialy. Z in vivo testi bylo zjisténo, Ze nanovladkennd vrstva
z PCL mé vhodné vlastnosti pro efektivni zpevnéni stfevni anastomézy a vykazovala
dobrou adhezi ke stfevni tkdni. B&hem testovani ale dosSlo ke zvySenému
vyskytu peritonedlnich adhezi, které jsou cCastou a zivot ohroZujici pooperacni

komplikaci.

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem vhodného materidlu s antiadhezivnimi
vlastnostmi pro prevenci pooperacnich komplikaci v gastrointestindlni chirurgii.
Z dtvodu pozitivnich vysledkt, které byly zminény vySe, byla vychozim materidlem
PCL nanovlakennd vrstva, ktera byla dale modifikovéna, aby jeji licni strana vykazovala

mensi adhezivitu vuéi okolni tkani.

vr w7

Experimentalni ¢ast je rozdélena do ti ¢asti. (1) Inspiraci pro vytvotfeni hydrofobniho
povrchu byla hierarchicka struktura lotosového listu, jehoZ napodobeni se vénuje prvni
kapitola praktické c¢asti. (2) Pro zvySeni hydrofobniho efektu materidlu byla zvolena
plazmatickd uprava. (3) Posledni kapitola experimentdlni Casti se vénuje testovani
findlnich vrstev. Pro zpfehlednéni zobrazuje Obrazek 15 schéma praktické casti

diplomové préce.

Napodobeni Plazmaticka Testovani
lotosového povrchova finalnich
efektu Uprava vrstev
hledani vhodného polymeru plazmaticka modifikace absorpce

elektrospraying z jehly
bezjehlovy elektrospraying
kombinace nanovliken

a polymernich kapek

charakterizace vysledné
vrstvy

o SEM

o prameér vlaken a kapek

pomoci HMDSO
po dobu I, 2 a3 min

charakterizace upravenych
vrstev

o SEM

o FTIR

o plosna hmotnost

o kontaktni uhel

sledovani ¢asové stability
upravy béhem 6mésicl

o destilovana voda
o simulovana stievni
tekutina

biologické testovani in vitro
o cytotoxicita
o viabilita

testovani adheze s modelem
tkané

Obrazek 15: Schéma experimentalni casti diplomové prdce.
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5 Prvotni materialy

Inspiraci pro vytvofeni antiadhezivniho povrchu byl lotosovy list, ktery ma
ptirozené superhydrofébni  vlastnosti. Pro napodobeni hierarchické  struktury
lotosového listu byla zvolena technologie elektrosprayingu, kterd byla aplikovana

na nanovlakennou PCL vrstvu.

Nejprve bylo potieba zvolit vhodny polymer a najit koncentraci polymerniho roztoku, pii
které dochazi ke tvorbé kapek. Prvotni experimenty byly provedeny na laboratornim
zafizeni pro zvlaknovani z jehly. Po vybrani polymerniho roztoku a pfiblizné koncentrace
probihalo finalni hleddni koncentrace a podminek pro elektrospraying na stroji
Nanospider™. Pomoci tohoto piistroje se zvlakiuje bezjehlovym zplsobem a je takto

mozné vyrabét materidl v primyslovém méfitku.

5.1 Vybér vhodného polymeru

Vybranymi polymery pro jehlovy elektrospraying byl PCL, PDX a PHB. VSechny
zminéné polymery jsou biokompatibilni a biodegradabilni. Patii mezi bézn¢ pouzivané
materidly v klinické praxi ve formé¢ Sicich niti a jsou certifikované FDA. (Goonoo et al.

2015, Williams et al. 2013, Cao et al. 2010)

V Tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty viskozit jednotlivych polymernich roztoka. Obrazek
16 zobrazuje vzniklé struktury na SEM snimcich, v€etné samotného cerného papiru, ktery

slouzil jako podkladovy materidl pro elektrospraying.
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Tabulka 6: Viskozita polymernich roztokit PCL, PDX, PHB.

Polymerni roztok Viskozita [mPa-s]
3% PCL 5,6+£0,9
5% PCL 14,5+1,3
10% PCL 28,3+2,0
2% PDX 339+1,5
5% PDX 227,8 +30,8
0,25% PHB 6,5+1,5
0,5% PHB 92+1,1

U roztokll PCL nastal elektrospraying u 3% koncentraci, kde je pod kapkami je zfetelna
struktura podkladového papiru a doslo k miniméalnimu vzniku vldken. U 5% a 10% PCL
vznikla folie, kapky se u téchto koncentraci objevovaly ojedinéle, u 10% PCL vzniklo

oproti 5% PCL, vice kapek, ale také doslo jiz k vytvoteni vldken.

Vyse uvedené koncentrace PCL byly rozpustény v rozpoustédlovém systému
chloroform/ethanol/kyselina octova v poméru 8/1/1. Byly testovany rizné koncentrace
polymernich roztokd s PCL rozpusténém pouze v chloroformu, ale u téchto roztokl
nedoslo k elektrosprayingu, na podkladovém papiru vznikla pouze folie, tudiz nejsou

v praci zminény.

Elektrospraying 2% PDX vytvofil polymerni f6lii s malym mnoZzstvim kapek, u 5% PDX
doslo k perlickovému efektu, kde se ve velkém mnozstvi vyskytuji kapky, ale zaroven
jsou pfitomna i tenkd vlakna. Pro vytvofeni elektrosprayingu by pravdépodobné byla

nutna nizsi viskozita polymerniho roztoku PDX.

Polymerni roztok PHB o koncentraci 0,1% vytvofil pouze polymerni fo6lii, nedoslo
ke vzniku kapek. U 0,25% PHB vznikl perlickovy efekt stejné, jako u 0,5% koncentrace,

kde se vyskytovalo i velké mnozstvi vldken.
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Obrazek 16: SEM snimky elektrostaticky nasprejovanych polymernich roztokit PHB,
PDX a PCL o riiznych koncentract, meritko 50 a 10 um.

5.2 Optimalizace vlastnosti PCL roztoku

Na zdkladé¢ experimenti na jehlové aparatuie byl vybran polymerni roztok
PCL v rozpoustédlovém systému chloroform/kyselina octové/ethanol v poméru 8/1/1.
Narozdil od PDX a PHB se u n¢j podafilo najit vhodné podminky jehlového
elektrosprayingu, kdy doslo k formaci kapek s minimalnim vyskytem vldken. Dalsi
vyhodou PCL je cenova dostupnost, polymery PHB, PDX i jejich rozpoustédla jsou
draha. PCL je Casto pouzivanym polymerem pro vyrobu tkanovych nosi¢i na KNT TUL.

Mimo jiné byl zde pouzity pro vyrobu kozniho krytu, ktery byl taktéz vyroben na stroji
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NanospiderTM a momentalné je klinicky testovan, tudiz musel projit testovanim Statniho

tistavu pro kontrolu 16&iv (SUKL), viz (Krchova et al. 2014).

Dale byla ovéfena moznost elektrostatického spreyingu polymernich roztokl s nizkou
koncentraci na bezjehlovém zvlakfiovacim stroji Nanospider™ a nalezena nejvhodnéjsi
koncentrace. Poté byla dana koncentrace elektrosprayingem nanesena na nanovlakennou

vrstvu. Vysledny materidl je kombinaci elektrospinningu a elektrosprayingu.
5.2.1  Hledani koncentrace pro elektrostatické sprejovani

Byl testovan PCL o koncentraci 2, 3, 5 a 7% v rozpoustédlovém systému
chloroform/ethanol/kyselina octova v poméru 8/1/1. Podminky vyroby elektrostaticky
nasprejovanych kapek roztokli, které jsou uvedené v Tabulce 2 v kapitole
4. 3. 3 Bezjehlové elektrostatické sprejovani, byly pro vSechny polymerni roztoky stejné,
kromé 2% PCL, u kterého bylo sniZzeno elektrické napéti, pii kterém byl proces sprejovani

stabilizovan.

Tabulka 7 zobrazuje hodnoty viskozity polymernich roztok 2—7% PCL, které se zvétsuji

se vzrustajici koncentraci polymeru v roztoku.

Tabulka 7: Hodnoty viskozity PCL polymernich roztokii o koncentraci 2—7 %.

Koncentrace polymerniho

roztoku PCL, [%] Viskozita [mPa-s]

2 3,9+0,6
3 59+0,9
5 14,5+1,3
7 28,3 +2,0

Morfologie vytvofenych struktur jsou zobrazeny na SEM snimcich, viz Obrazek 17.
U vsech koncentraci doslo ke vzniku kapek i vlaken, u vyssich koncentraci (5 a 7%) byl
pozorovan vyskyt vldken ve vétsi mife. Pro dalSi experimenty byl vyhodnocen jako
nejvhodnéjsi roztok o 3% koncentraci, kde byla oproti dalSim koncentracim produkce

kapek nejhomogenné;si.
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Obrazek 17: SEM snimky ruznych koncentraci polymernich roztokit PCL
zpracovanych bezjehlovym elektrostatickym sprejovanim na textilii typu Spunbond
na zarizeni Nanospider™, méritko 50 a 10 um.

5.2.2  Kombinace elektrostatického zvladknovani a sprejovani

Kombinaci elektrospinningu a elektrosprayingu byla vytvofena struktura mimikujici
lotosovy efekt. Na zafizeni Nanospider™ byla elektrostaticky zvlakn&na vrstva,
skladajici se ze zvlaknéného a rozprasované¢ho polymerniho roztoku PCL o rozdilné

koncentraci.

Podkladova vrstva byla ptipravena z 16% roztoku PCL o plosné hmotnosti pfiblizné
10 g/m?. Tato gramaz byla zvolena pro urychleni degradace materidlu v organismu.
Na zaklad€ in vivo experimentu na prasatech bylo potvrzeno, Zze je vhodnéjsi oproti

pavodni vrstvé (20 g/m?).

Podkladova nanovldkennd vrstva byla ponechana po dobu 60minut k odvétrani.
Nésledné na ni pomoci elektrosprayingu byly naneseny castice 3% polymerniho
roztoku PCL. Castice 3% PCL byly postupné rozprasovany na tii riizn mista podkladové
vlakenné vrstvy za riznych podminek, které jsou uvedeny nize, viz Tabulka 8. Jednotlivé

pokusy elektrosprayingu se od sebe lisily vzdalenosti elektrod.
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Tabulka 8: Podminky elektrostatického sprejovani 3% PCL, pokusy 1. — 3.

Typ polymeru

3% PCL

Viskozita [mPa-s]

59+0,9

Rozpoustédlovy systém

Chloroform/ethanol/kyselina octova (8/1/1)

Pokus 1. 2. 3.
Vzdalenost mezi elektrodami 175 150 185
[mm]
Napéti [kV] Elektroda 1 Elektroda 2
-5 35
Rychlost pohybu cartridge 450-500
EMW [mm/s]
Rychlost pievijeni podkladové 5
textilie [mm/min]
Rychlost odtahu struny 15
[mm/min]
Velikost privlaku [mm] 0,5
Teplota [°C] 22
Relativni vlhkost vzduchu [%] 50
Pocet cykli nanaSeni 5

Vysledna morfologie jednotlivych pokust je zobrazena na SEM snimcich, viz Obrazek
18, vcetné snimkd morfologie podkladové vrstvy samotnych vldken z 16% PCL.
Ze snimku z druhého pokusu je vidét, ze nedoslo k dostate¢nému odpaieni rozpoustédla.
U prvniho i tfetiho pokusu doslo ke vzniku kapek, ale také vlaken, kterd byla u tfetiho
pokusu vétsiho priméru v porovnani s prvnim pokusem, kdy vznikla pouze jemna
vldkna. Na zakladé¢ tohoto experimentu byl pro vyrobu materialti 3% PCL zpracovavan

za podminek, které jsou uvedeny pro prvni pokus, tudiz s elektrodami od sebe

vzdalenymi 175 mm.
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Obrazek 18: SEM snimky elektrostaticky sprejovaného 3% polymerniho roztoku PCL na
stroji Nanospider™ na elektrostaticky zvlaknénnou vrstu 16% PCL, pokus 1. — 3.,
meritko 50 a 10 um.

53 Charakterizace hierarchické vrstvy

Vysledna  vrstva s hierarchickou  strukturou se skladala  z podkladového
PCL nanovldkenného materidlu, na které byly elektrosprayingem aplikovany
PCL mikro/nanoc¢astice. Materialy byly charakterizovany a hodnoceny z hlediska jejich

morfologie z makroskopického a mikroskopického hlediska.
5.3.1  Morfologie

Zakladni nanovlakenna PCL vrstva byla nizké plosné hmotnosti, od podkladové textilie
typu Spunbond se oddélovala snadno. Z makroskopického pohledu byla vrstva
homogenni, bez viditelnych defekti. Ze snimku ze SEM, viz Obrazek 19, je patrny
minimalni vyskyt defektii, vldkna jsou nehomogenni, neorientovand a neuspofadana.
Histogram relativni Cetnosti primérti vldken zobrazuje Obrazek 20. Nejcetnéjsi
naméienou hodnotou (median) byla vldkna o priméru 58 nm, primérna hodnota byla
(77,9 £+ 49,3) nm. Hodnoty primérd vldken mély Sirokou variabilitu, kterd
je u PCL nanovlakennych materiald obvykla, pii elektrostatickém zvldknovani dochazi

k tvorbé vldken s mensim i vétSim primerem.
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Obrazek 19: SEM snimky 16% PCL elektrostaticky zvidknéné nanovlakenné vrstvy,
meéritko 50 a 10 um.
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Obrazek 20: Histogram relativni Cetnosti primeérii vidaken 16% nanovldkenné
vrstvy, n = 200.

Aplikace elektrosprayingu 3% PCL na nanovldkenny materidl byla patrna
1 pii makroskopickém pohledu v podobé malych te¢ek na povrchu, viz fotografie nize
na Obrazku 23. Rozprostieni kapek po vrstvé bylo neorganizované. Snimky ze SEM jsou
zobrazeny na Obrazku 21. Z mikroskopického pohledu byly kapky nehomogenni,
na vrstvé se vyskytovaly kapky rtiznych velikosti. Histogram relativni ¢etnosti priméra
kapek zobrazuje Obrazek 22. Median z naméfenych priméra kapek byl 173 nm,
pramérnd hodnota byla (176,9 + 70,6) nm.
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Obrazek 21: SEM snimky mikro/nanocastic 3% PCL aplikovanych pomoci
elektrosprayingu na 16% PCL nanovlakennou vrstvu, méritko 50 a 10 um..
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Obrazek 22: Histogram relativni Cetnosti prumerii kapek elektrosprayingu, n = 200.

Charakterizace z hlediska ploSné hmotnosti a kontaktniho thly nanovlakenné vrstvy

1 materialu s elektrosprayingem jsou popsany nize, viz kapitola 6. 1. 3 PloSnd hmotnost
a 6. 1. 4 Smacivost.
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6 Plazmaticka uprava

Na zaklad¢ ptredchozich experimenti byla zvolena finalni vrstva, kterou byl
elektrostaticky zvlaknény nanovldkenny materidl z 16% PCL o plosné hmotnosti

piiblizné 10 g/m?, jehoz povrch byl pokryt kapkami pomoci elektrosprayingu 3% PCL.

Pro zvySeni hydrofobicity povrchu byla vrstva upravena studenym plazmatem metodou
RF PACVD. Aktivni latkou byl vybran HMDSO. Déle bylo nutné optimalizovat dobu
upravy materidlu s ohledem na zachovéani bulkovych a povrchovych vlastnosti. Byly

zvoleny tfi doby expozice, konkrétné 1, 2 a 3 minuty.

Pro zptehlednéni a zjednoduSeni je pro jednotlivé materidly, které jsou dale

charakterizovany a testovany, pouzivano oznaceni uvedené v Tabulce 9.

Tabulka 9: Prehled oznaceni testovanych materialu.

Cislo | Oznaceni Technologie vyroby materiilu
I 1akn nanovlakenna vrstva vyrobena elektrostatickym zvlakinovanim 16% PCL
akna .
v (chloroform/ethanol/kyselina octova; 8/1/1)
I na materidl I ,,vlakna“ byly naneseny ¢astice elektrostatickym sprayingem
spra . ,
pray 3% PCL (chloroform/ethanol/kyselina octova; 8/1/1)
I 1 min plazmaticky upraveny material II ,,spray* po dobu 1 min
v 2 min plazmaticky upraveny material II ,,spray* po dobu 2 min
v 3 min plazmaticky upraveny material II ,,spray* po dobu 3 min
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6.1 Charakterizace materialu

Vrstvy byly charakterizovany z makroskopického pohledu a mikroskopického hlediska
pomoci SEM. Dale byla zjisténa jejich plosnd hmotnost, smacivost zmeétenim

kontaktniho tthlu a chemické slozZeni analyzou FTIR.
6.1.1  Makroskopické zhodnoceni

U vSech materidli byla plazmatickd tprava patrna makroskopicky, uprava
zpusobila zabarveni vrstev do Zluta, viz fotografie na Obrazku 23. Protoze ptivodni vrstva
(vlakna) byla udé€lana s nizkou gramézi, je u materialti zfetelna struktura podkladové
textilie typu Spunbond. Zména zbarveni vlivem plazmatické modifikace byla nejvice
patrnd u materidlu s 3minutovou upravou, doslo k vyraznému zazloutnuti materialu.
Z makroskopického pohledu bylo vidét nerovnomérné rozprostieni plazmatické
modifikace po povrchu materidlu. U vrstvy s Iminutovou Gpravou byla mista, kde nebyla
Giprava okem patrna. Uprava povrchu materialu s 2 a 3minutovou modifikaci byla ziejma
po celé plose. V nékterych mistech u materidlu s 3minutovou modifikaci nastalo

az vytvoreni povrchu pfipominajici folii, tato mista se vyskytovala nepravidelné.

(ESEAERE
= .

vlakna

1 cm

e = £:

Obrazek 23: Fotografie jednotlivych materialu, zleva: vidkna, spray, 1 min, 2 min,
3 min; méritko 1 cm.
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6.1.2  Mikroskopické zhodnoceni

Mikroskopicky pohled na materidly s plazmatickou modifikaci zobrazuji SEM snimky
na Obrazku 24. Ze snimku je znatelna zména povrchové morfologie. Plazmatickou
modifikaci doslo k pokryti materidlu tenkou vrstvou, tudiZ v porovnani s neupravenou
vrstvou (spray) jsou polymerni kapky méné patrné. Prekryti tenkou vrstvou
je nejvice patrné u materialu s nejdelsi expozici (3 min). Na vzorcich se vyskytovala
imista bez foliového prekryti, ta pak vypadala obdobné jako snimky vrstvy

s 2minutovou upravou.

1 min 2 min 3 min

WONGR Ty

3
)

Obrazek 24: SEM snimky plazmaticky upravené PCL nanovildkenné vrstvy s PCL
mikro/nanocasticemi po dobu 1, 2 a 3 minut, meritko 50 a 10 um.

6.1.3 Plosna hmotnost

Obrazek 25 zobrazuje graf svysledky plosnych hmotnosti testovanych materidld.
VSechny upravené materidly se statisticky vyznamné liSily od ptivodniho
nemodifikovaného nanovldkenného PCL materidlu (7,4 + 0,4) g/m>. Aplikaci &astic
elektrosprayingem vzrostla plo$na hmotnost pfiblizné 2,5%, na (18,5 + 1,3) g/m?. Mezi
vzorky s Iminutovou a2minutovou plazmatickou modifikaci nebyly statisticky
zjisttna u PCL s3minutovou upravou (21,2+2,2) g/m? Nejvyssi hmotnost

byla u PCL s 2minutovou upravou (27,9 + 3,0) g/m?,
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Z grafu je patrné, Zze od neupraveného nanovlakenného materialu k vrstvé s 2minutovou
plazmatickou modifikaci plo$nd hmotnost postupné stoupa, dochéazelo k ptidavku
materidlu jednotlivymi procesy. U 3minutové upravy naopak ploSnd hmotnost
poklesla, pravdépodobné pii plazmatické modifikaci povrchu materidlu doslo k ¢aste¢né

destrukci vrstvy.
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Obrazek 25: Krabicovy graf plosnych hmotnosti testovanych materialii a jejich
porovnani s puvodnim materidalem (vidkna).; ** p <0,0021, **** p<0,0001
(ANOVA, Bonferroni); n = 6.

6.14 Smacivost

Smacivost byla hodnocena zmétenim kontaktniho thlu, Obrazek 26 graficky znézornuje
zméfené hodnoty. VSechny testované materialy mély kontaktni tthel vétsi nez 90°, tudiz
je mizeme oznacit za hydrofobni, coz bylo vzhledem k pouziti hydrofobniho polymeru
PCL ocekévané. Kontaktni tthel ptivodni vrstvy byl (110,9 + 5,2)°. Po aplikaci sprayingu
nedoslo k vyrazné zmeéné kontaktniho thlu (103,9 £+ 8,8)° oproti piivodni vrstve.
Po 1 a 2minutové modifikaci plazmatem doSlo k mirnému zvySeni hydrofobicity
materidlu (112,4+ 7,4)°, mezi témito materidly nebyl statisticky vyznamny rozdil.
Materidlem, ktery vykazoval nejhydrofobnéjsi vlastnosti byla vrstva s 3minutovou

plazmatickou tpravou (124,8 + 2,8)°.
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Obrazek 26: Krabicovy graf kontaktnich uhli testovanych materialu se vzajemnym
porovnani; * p<0,0332, **** p<(,0001 (ANOVA, Kruskal-Wallis);, n = 10.

Kontaktni tihel byl u vSech vrstev zméfen i z rubni strany, kterd bude pii aplikaci
v kontaktu se stfevni tkani. U pivodni nanovlakenné vrstvy se kontaktni thel shodoval
s licni stranou. U vrstvy s mikro/nanoc¢éasticemi byl kontaktni uhel z rubni strany vyssi
(119,2 £1,9)° nez z licni strany. U plazmaticky upravenych materialt (1 min, 2 min,
3 min) byl kontaktni thel niz§i v porovnani s licni stranou (plazmaticky upravenou)

a puvodnim materidlem, pohyboval se okolo (94,8 + 4,3)°.

6.1.5 Chemické slozeni

Plazmatickou modifikaci PCL pomoci HMDSO doslo ke vzniku vazeb C-O, Si-O, Si-C
a Si-H. Obrazek 27 zobrazuje spektra PCL, vzorku s 3minutovou plazmatickou upravou
a oxidu kfemicitého (silicon dioxide). Pouziti spektra oxidu kiemicitého je pouze
ilustrativni, protoze vramci knihoven neni kdispozici latka, kterd by piesné
reprezentovala obsazené vazby, které vychazi z ipravy HMDSO. I na oxidu kiemicitém
je vidét jakym zplisobem je ptizdvizeno spektrum PCL, pokud tyto vazby obsahuje.
V oblasti pod cca 1500 cm™ je mnoho past, které nelze piesné piifadit konkrétnim
vazbam, protoze se jednd o vibrace zptazené, kombinacni a vibrace celého skeletu

molekuly.
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Obrazek 27: FTIR spektrum PCL viaken, vzorku s 3min upravou HMDSO a oxidu
kremicitého (silicon dioxide).
Obrazek 28 zobrazuje spektra vSech materidlt. U vzorku vlakna a spray jsou spektra
totozna, coz odpovida jejich slozeni. U vzorkl plazmaticky modifikovanych je vidét,

ze s délkou expozice stoupd intenzita past v oblasti vazeb vychazejicich z kfemiku.

1,001 min
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Obrazek 28: FTIR spektra jednotlivych vzorkii: vlakna, spray, vrstvy s 1-3minutovou
plazmatickou upravou.
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6.2 Stabilita plazmatické upravy

Casova stabilita plazmaticky modifikovanych materialti byla sledovana po dobu $esti
mésict od plazmatické Upravy za ucelem zjisténi pripadnych zmén materialu a stability
plazmatické modifikace. Intervaly byly zvoleny na zakladé doby ptsobeni pfi aplikaci.
Kritické obdobi, kdy je nejvétsi pravdépodobnost pocatku formaci peritonealnich adhezi
je prvnich 14dni po operaci. Pfi in vivo experimentech prvotnich materialu byla doba
experimentu 21 dni, viz (Rosendorf et al. 2020). Dalsim diivodem studia ¢asové stability
bylo ptipadné skladovani materidlu pfed jeho aplikaci. Stabilita byla posuzovéana
z makroskopického a mikroskopického pohledu, zhlediska smacivosti povrchu

a chemického slozeni.
6.2.1  Morfologie

Z makroskopického pohledu nebyla pozorovana Zzadnd zména behem Sesti
mésict. Z mikroskopického méfitka byla morfologie hodnocena pomoci SEM po 1dni,
28dnech, 3 a 6 mésicich od plazmatické Gpravy materiala. U zékladni nanovldkenné
vrstvy a vrstvy s elektrosprayingem nebyla pozorovdna zména morfologie. Povrch
materialii s plazmatickou modifikaci se béhem Sesti mésici proménil, SEM snimky
vSech materialii jsou na Obrdzku 41 v Pfiloze 1. Zména je nejvice patrnd u vrstvy
s 3minutovou Upravou, viz Obrazek 29. Od tfech mésicii od plazmatické upravy
je pozorovatelny rozpad vrstvy vzniklé plazmatickou modifikaci na malé ¢astice.

Sest mésicti od Gipravy byla morfologie obdobné jako po tfech mésicich.

500 pm 100 pm 10 pm

R 5 54
Y 1T e

3 mésice

Obrazek 29: SEM snimky vrstvy s 3minutovou plazmatickou upravou I den a 3 mésice po
modifikaci; méritko 500, 100 a 10 um.
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6.2.2 Smacivost

Kontaktni uhel byl méten 1 den, 7, 14 a 28 dni, 3 a 6 mésicti od plazmatické modifikace,
ziskané hodnoty graficky zobrazuje Obrazek 30. U nanovldkenné vrstvy a materidlu
s mikro/nanocasticemi (spray) nedoslo k vyznamné zméné smécivosti béhem zkoumané
doby, rozdily mezi jednotlivymi méfenimi byly zpisobeny nehomogenitou materidlu.
U plazmaticky modifikovanych vrstev doslo ke zvySeni kontaktniho tthlu oproti prvnimu
dni. U wvrstvy s Iminutovou tUpravou jsou rozdily mezi jednotlivymi métfenimi
a velky rozptyl dat, ktery byl u tohoto materialu pozorovan i z makroskopického pohledu,
po Sesti mésicich byl naméfen kontaktni thel (124,0+3,2)°. U materidlu
s 2minutovou upravou byl po Sesti mésicich naméfen kontaktni thel (126,3 + 3,8)°,
u 3minové upravy (131,4 £4,4)°. Ke zvyseni kontaktniho uhlu doslo pravdépodobné

z dlivodu zmény morfologie povrchu plazmaticky modifikovanych vrstev.
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Obrazek 30: Graf zobrazujici zménu kontaktniho uhlu testovanych materialii v intervalu
od ldne do 6mésicui od plazmatické upravy (1-3 min) a nemodifikovanych
materialu (viakna, spray); * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001
(ANOVA, Bonferroni); n = 10.
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6.2.3 Chemické slozeni

Infracervenad spektrometrie potvrdila nehomogenitu plazmatické upravy. Pro demonstraci
vyvoje upravy byl vybran materiadl s 3minutovou expozici, u vrstev s 1 a 2minutovou

upravou bylo pozorovani béhem Sesti mésicti obdobné.

Obrazek 31 ukazuje intenzity pdsem ze vzorku s 3minutovou upravou po dobu
Sesti mésicit (listopad 2019—duben 2020). Pokles a vzrlst intenzity past v oblasti
cca 1200-1000 cm!, kde se vyskytuji vibrace vazeb vychazejicich z kfemiku
je nahodny, a nevykazuje zadny trend. Intenzita t€chto past je posuzovana v poméru ke
stejné intenzité pasu stretching (valenéni) vibrace vazby C=0 z PCL (cca 1720 cm™).
Tato variabilita je zplisobena primarné¢ nehomogenitou materialu. Z toho diivodu nelze
jednoznacéné fict, zda je tiprava PCL nanovldken casové zcela stabilni. Vazby vzniklé
upravou HMDSO se ve vrstvé vyskytovaly i po Sesti mésicich (duben 2020), kdy byla

nameétena nejvyssi intenzita v porovnani s ostatnimi vzorky.

listopad 2019 3 min
0.451prosinec 2019 3 min

leden 2020 3 min
0,40-nor 2020 3 min

) n 2( 3 m

duben 2020 3 min

0,30+

Absorbance

0,20+

0,15+

0,101 i

0,051 J

350 3000 2500 2000 © 00 1000500
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Obrazek 31: FTIR spektra vrstvy s 3minutovou plazmatickou upravou v prithéhu Sesti
mesicii (listopad 2019—duben 2020).
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7 Testovani vrstev

Materidly (vlakna, spray, 1 min, 2 min, 3 min) byly testovany z hlediska absorpce
s destilovanou vodou a simulovanou stfevni tekutinou. Dale bylo provedeno biologické
testovani in vitro, kde byla zjistovani cytokompatibilita vrstev, adhezivita a proliferace
mysich fibroblastli. Poslednim testovanim bylo zji§tovani adheze materiali viici modelu

stievni tkané v podobé stfeva z prasete.

7.1 Absorpce

Obrazek 32 zobrazuje graf s vysledky absorpce destilované vody (4r[%]) a simulované
sttevni tekutiny (4s [%]) s testovanymi materialy. Statisticky nejvyznamnéjsi rozdily jsou
pfi porovnani nanovladkenné vrstvy a materiali plazmaticky modifikovanych. U obou
tekutin doslo k nejvétsi absorpci u neupravené PCL vrstvy (As = 501,7 £ 75,0 %;
Av =414,0 + 41,3 %). Naopak vyrazné niz§i mnozstvi tekutiny nasakly materidly, jejichz
povrch byl plazmaticky upraven. Mezi materidly upravenych plazmatem po dobu
1 a 2 minuty nebyly vyrazné rozdily, hodnoty absorpce se u obou tekutin pohybovaly
okolo 30%. K vyssi absorpci doslo u vrstvy s 3minutovou upravou (As= 89,4 + 12,4%,
Av=179,4+5,0%).

Obrazek 33 zobrazuje vysledky zmény hmotnosti vzorkli po 24hodinach v destilované
vodé a simulované stievni tekutin€ a nasledném vysusenim. U plazmaticky upravenych
material po dobu 1 a 2minut nedoslo ke zméndm hmotnosti po testovani. U vrstvy
s 3minutovou Upravou bylo naméfeno zvyseni hmotnosti u vzorki se simulovanou sttevni
tekutinou, vzhledem ke smérodatné odchylce byla zména minimdlni, s destilovanou
vodou ke zméné¢ hmotnosti nedoslo. U PCL nanovldkenné vrstvy a PCL vrstvy
s elektrosprayingem byla pozorovana vyraznéj$i zmeéna se simulovanou stievni tekutinou
nez u PCL s 3minutovou plazmatickou upravou. U nanovlakenného materidlu vzrostla
hmotnost o (16,0 £ 5,9) %, u vrstvy s elektrosprayingem o (8,1 & 2,4) %, s destilovanou
vodou byla jejich zména hmotnosti minimalni. Odlisné chovani materiali s destilovanou
vodou a simulovanou stfevni tekutinou mohlo byt zpisobeno rozdilnym povrchovym

napétim kapalin.
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Obrazek 32: Absorpce simulované strevni tekutiny a destilované vody s testovanymi
materialy; **** p<0,0001 (ANOVA, Bonferroni); n = 3.
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Obrazek 33: Zména hmotnosti vzorkii po 24hodinoveé absorpci destilované vody
a simulované strevni tekutiny; *** p<0,0002, **** p<0,0001
(ANOVA, Bonferroni); n=3.
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7.2 Biologické testovani in vitro

Cilem in vitro testovani bylo zjistit cytokompatibilitu testovanych materialii, predev§im
plazmatické Gpravy pii inkubaci s buiikami. Rovnéz byla testovana cytotoxicita extraktli
materiald. Dale bylo zkoumdno chovani bun€k viici materidlu, byla zjistovani adheze,
rozprostrenost (spreading) a s tim souvisejici proliferace bun¢k. Materidly byly testovany

in vitro s bunécnou linii 3T3 mysich fibroblastt.
7.2.1  Cytotoxicita extraktl

Cytotoxicita byla hodnocena pomoci MTT testu, pfed jeho provedenim byly buiky
nejprve nafoceny pomoci optického invertovaného mikroskopu, viz Obrazek 34.
Negativni kontrolou byly buiiky kultivované v samotném médiu, které byly konfluentné
rozmistény. Pozitivni kontrolou byly buiky, ke kterym byl pfidan cytotoxicky

Triton X-100, tyto buiiky mély zakulaceny tvar, coz potvrzuje jejich usmrceni.

vlakna

Obrazek 34: Snimky 3T3 mysich fibroblastii z optického mikroskopu po inkubaci
s testovanymi materialy. NC — negativni kontrola (normalni konfluence bunek),
PC — pozitivni kontrola (usmrcené buiiky).

Vysledky z kolorimetrického MTT testu, které zobrazuji viabilitu bun€k po inkubaci
s extrakty materialu, jsou zobrazeny graficky, viz Obrazek 35. Cervené je znazornéna
hranice cytotoxicity, kterd byla stanovena na zakladé normy CSN EN ISO 10993-5:
Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkti — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu
invitro. a odpovida 70% viabilit¢ kontrolnich bunék (NC — negativni kontrola).

Z vysledkt je patrné, Ze kpoklesu pod cytotoxickou hranici nedoSlo u zadného
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z testovanych materiald. Odchylky mohly byt zpisobené manipulaci pfi testovani,
napiiklad mohlo dojit k odsati ¢asti konfluentni vrstvy bunék. VSechny testované

materialy, jsou necytotoxické, plazmaticka Gprava nezplsobuje toxicitu materiali.

200- .

w7

Viabilita [ %]

1 1 1
PC NC vlakna 1 min 2 min 3 min

Obrazek 35: Graf metabolicke aktivity 3T3 mysich fibroblastii po 24hodinové inkubaci
s extrakty testovanych materiali, hranice cytotoxicity (70%) je vyznacena cervenou
linkou. NC — negativni kontrola (normalni konfluence bunéek), PC — pozitivni kontrola
(usmrcené bunky); ** p<0,0021, *** p<0,0002 (ANOVA, Bonferroni); n = 8.

7.2.2  Bunécné in vitro testy

Vsechny testované materidly byly testovany in vitro, za Ucelem pozorovani chovani
bunék s jednotlivymi vrstvami a zhodnoceni jejich cytokompatibility. Materidly byly
inkubovany s bunéénou linii 3T3 mysich fibroblasti. Zivotaschopnost bunék nasazenych
na vzorcich byla testovana ve tfech casovych intervalech, po 4, 7 a 14dnech kultivace,
byla hodnocena pomoci metabolického testu MTT, rastrovaci mikroskopie

a fluorescencni mikroskopie.

Obrazek 36 zobrazuje graf absorbance materialti v pribéhu kultivace, coz odpovida
viabilit¢ bungk. Ctvrty den od kultivace nejsou vzhledem ke smérodatnym odchylkam
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi materialy. Sedmy den doSlo k nartstu,
pfedevsim u materidlu s Iminutovou plazmatickou upravou. Po 14dnech doslo k dal§imu

nartistu, krom¢ materidlu 1 min, kde doslo k poklesu, pravdépodobné byly materidly

74



porostlé bunikami z vice jak 80 %. Po 14denni kultivaci nebyly mezi jednotlivymi

materialy statisticky vyznamné rozdily vzhledem ke smérodatnym odchylkam.
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Obrazek 36: Vysledky metabolického testu MTT po 4, 7 a 14dnech kultivace bunéek
(3T3 mysi fibroblasty) na testovanych materidlech; * p<0,0332, *** p<0,0002,
*AEE p<0,0001 (ANOVA, Bonferroni);, n = 5.

Na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu, viz Obrazek 37, bunécna linie 3T3 mysich
fibroblastl po 4, 7 a 14dnech od kultivace se vzorky vldkennych materidli. Po ¢tvrtém
dnu kultivace nejsou buiiky na materidlech pfili§ rozprosttené. Sedmy den je viditelny
nartst poctu buné€k a tvorba bunéénych ostrivkii. Nejvyraznéjsi nartist je pozorovatelny
u materialu s Iminutovou plazmatickou tpravou. Po 14dnech kultivace doslo k dal§imu
nartstu poctu bunék oproti sedmému dni. U vzorkl s plazmatickou tpravou je patrny

souvisly bunéény film, vzorky bez povrchové modifikace také vykazuji témét souvislé
pokryti buitkami.
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Obrazek 37: Snimky z fluorescencniho mikroskopu testovanych materialii s nasazenou
bunecnou linii 3T3 mysich fibroblastii s obarvenymi jadry (DAPI, modra)
a cytoplasmou (phaloidin-FITC, zelena; meritko 50 um.

Automatickym propoétem bylo stanoveno mnoZstvi bunék na plochu 1 mm? vzorkl
materiali, vysledné hodnoty ptepoctu jsou vyobrazeny v grafu, viz Obrazek 38. Vysledky
koresponduji s vysledky MTT testu. Ctvrty den od kultivace byl podet bun&k napiié
testovanymi materialy obdobny, pohyboval se okolo 600 bun&k/Imm?, kromé PCL
nanovlakenné vrstvy, kde byl pocet bunék nizsi, (248 + 149) bunék/Imm?. Sedmy den
doslo k nariistu poctu bunék a jsou patrné vyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi materidly.
U materialu s Iminutovou plazmatickou upravou nebyl rozdil mezi ¢tvrtym a sedmym

dnem takovy, jako u absorbance, ale data ze sedmého dne maji Siroky rozptyl
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smérodatnych odchylek, (3090 + 1614) bunék/Imm?. Den 14. méla tato vrstva nejvyssi
pocet bun€k oproti ostatnim materidlim (6155 + 1186) bunék/Imm?. Vrstvy
modifikované¢ plazmatem po dobu 2a3 minut byly po 14dnech srovnatelné
piiblizné 3500 bunék/Imm?.  Nejniz8i hodnotu mé PCL vldkenny materiél

s PCL mikro/nanoc¢asticemi, (2288 + 867) bunék/1mm?.
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Obrazek 38: Pocet bunék na plochu 1 mm?2 u testovanych materialii po 4, 7 a 14dnech
kultivace s 3T3 mysimi fibroblasty; ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001
(ANOVA, Bonferroni), n = 10.

Dalsi z pouzitych metodik hodnoceni adheze a spreadingu bunék na testovanych
materidlech byla na zdkladé snimkid zrastrovaciho elektronového mikroskopu.
Obrazek 39 zobrazuje pohled na zpisob adheze mysich fibroblasti na vldkenném
materidlu, utohoto snimku jde konkrétné¢ o materidl s Iminutovou plazmatickou
upravou, ale zplisob adheze bun€k byl u vSech materidlti stejny. Builky vyskytovaly

predevsim na povrchu vzorkt, nepronikaly do struktury materiali.

50 pm

Obrazek 39: SEM snimek vrstvy s plazmatickou modifikaci po dobu 1 min
s adherovanymi burnikami (313 mysi fibroblasty) po 14dnech kultivace. Sipky ukazuji na
adherované buiky. Meritko 50 a 10 um.
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7.3 Testovani adheze k modelu tkané

Pro prvotni otestovani adhezivnich vlastnosti vyvinutych materiald byla zvolena metoda
mechanickou zkouSkou tahem, tzv. peel test 90°. Jako model tkdn¢ bylo zvoleno tenké
sttevo z prasete, stejné jako pfiin vivo testovani na selatech pfedchozich materiali,
viz (Rosendorf et al. 2020). Mira adheze vzorkd byla hodnocena maximalni silou

potiebnou k odtrzeni vzorku od povrchu stiev.

Obrazek 40 zobrazuje maximalni sily testovanych materidli potiebné k jejich odtrzeni
od povrchu stfev. Nejvétsi adhezi vykazoval vldkenny material, jehoz maximalni sila byla
(352,5 £50,0) mN. Adheze vzorkl se sprayingem se od nanovldkenné vrstvy piili§
neliSila, maximdlni sila pro materidl spray byla (337,5 +94,7) mN. Materialy
s plazmatickou upravou vykazovaly niz8i adhezi oproti nemodifikovanym vrstvam.
Maximalni naméfena sila vrstvy s Iminutovou upravou byla (292,5 +22.2) mN
a materidlu s 2minutovou modifikaci (222,5 +31,6) mN. Statisticky nejvyznamné;jsi
adheze, vrstvou s3minutovou uUpravou, jejiz maximdlni sila potfebnad k odtrzeni

byla (203,0 + 20,0) mN.
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Obrazek 40: Boxplot maximalni sily potiebné k odtrzeni testovanych materialu
od povrchu strev; * p<0,0332, ** p<0,0021 (ANOVA, Bonferroni); n = 4.
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Diskuse

8 Vytvoreni materidalu pro prevenci peritonealnich adhezi

V ramci diplomové prace byl vytvofen nanovldkenny materidl s antiadhezivnim
povrchem pro prekryti sttevni anastomozy. Ackoli jsou komeréné dostupné materidly pro
prevenci vzniku pooperacnich adhezi, Zadny z nich neni bézn€ pouzivany v klinické
praxi. Dostupné produkty nejsou dostatecné efektivni a variabilni pro dalsi chirurgické
aplikace a co nejvétsi pocet pacientti. Bylo vyvinuto mnoho materialli riznymi metodami
za ucelem prevence pooperativnich adhezi, jejich prehled je zpracovan v publikacich
(Capella-Monsonis et al. 2019, Biirgisser a Buschmann 2015; Broek et al. 2014).
U vytvofenych materidlii bylo prokazdno minimum pozitivnich vysledki. Proto
je bezesporu potieba, aby byl vyvinut materidl zabranujici vzniku zivot ohrozujicich
pooperacnich adhezi, material, ktery efektivné splni pozadavky pro tuto aplikaci.

Tato tvrzeni potvrzuje piehledova studie Ko et al. (2017) a dalsi.

Potencial antiadhezivniho biodegradabilniho materidlu neni pouze pro pouziti
v gastrointestindlni chirurgii, ale také v jinych oblastech. Komplikace pooperativnich
adhezich se objevuji napiiklad i v gynekologickych operacich. (Capella-Monsonis et al.
2019, Liakakos et al. 2001)

8.1 Vytvoteni lotosového efektu

Vytvoreni hydrofobniho povrchu bylo inspirovano lotosovym efektem, ktery je znamy
superhydrofonim povrchem, ktery vytvaii hierarchicka struktura papil, coZ je podrobné&ji
popsano napiiklad v nasledujicich publikacich (Hensel et al. 2016, Falde et al. 2016).
Morfologie byla napodobena kombinaci elektrospinningu a elektrosprayingu, kterou
taktéz pouzili naptiklad Zhang et al. (2019) a Yoon et al. (2010). V obou ptipadech byly
materidly vyrabény na laboratornim zafizeni pro elektrostatické zvldknovani z jehly.

KdeZto pomoci Nanospideru™ je mozné vrstvy vyrabét v primyslovém méfitku.
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Pro prvotni experimenty elektrostatického sprejovani z jehly byly vybrany polymerni
roztoky zPHB, PDX a PCL, vSechny zminéné polymery jsou certifikované¢ FDA
a pouzivané v klinické praxi ve formé Sicich niti. Charakterizaci PHB Sici nité se vénuje
napiiklad Dekeen a Matthews (2013). Kompatibilitu pouziti PHB v bioinzenyrstvi
potvrzuje naptiklad studie Williams et al. (2013). Popularita PDX v poslednich letech
stale stoupa a PDX je hojné pouZzivany, coz potvrzuje shrnuti od Goonoo et al. (2015)
anov¢jsi od Martins et al. (2020). PDX Sici nit¢ jsou mimo jiné pouzivané
1 v gastrointestinalni chirurgii a patfi k nejpouzivanéjSim materidliim pro chirurgicky
vytvofené stfevni anastomdzy, coz je zminéno napiiklad v publikacich
Blazej et al. (2015) a Chen (2012). PCL je dlouhodobé hojné pouzivany polymer pro
vyrobu scaffoldt v tkanovém inZzenyrstvi, jeho pouziti shrnuli
napiiklad Abedalwafa et al.( 2013), déale to dokladaji studie (Klicova et al. 2020;
Sankaran et al. 2014, Woodruff a Hutmacher 2010, Sun et al. 2006). PCL nanovldkenna
vrstva byla GispéSné pouzita pfi prvotnich in vivo testech na prase¢im modelu (Rosendorf

etal. 2020).

Pro bezjehlovy elektrospraying byl na zdkladé experimenti elektrostatického
zvlaknovani z jehly zvolen PCL. Podafilo se pro néj najit vyhovujici koncentraci
a vhodné podminky jehlového elektrosprayingu, kdy dochazelo k formaci kapek
s minimalnim vyskytem vldken. Dalsi vyhodou PCL oproti zkousenym polymerim
je cenova dostupnost. Polymery PHB, PDX 1i jejich rozpoustédla jsou oproti PCL draha.
Se zpracovavanim PCL ma KNT TUL hodné zkuSenosti, patii k nejpouzivanéjsim
polymertm pro vyrobu tkaiiovych nosi¢i. Mimo jiné byl zde pouzit i pro vyrobu kozniho
krytu, ktery byl taktéZz zhotoven na stroji Nanospider™, ktery proSel testovanim
SUKL a je momentélné testovan klinicky (Krchovd et al. 2014).

Pomoci elektrosprayingu je mozné vytvofit strukturu, kterd je ovlivnéna mnoha
parametry, napiiklad molekulovou hmotnosti polymeru, koncentraci nebo zvolenym
napétim. Jejich vlivu na elektrospraying PCL se naptiklad vénovali Zhou et al. (2016).
Koncentrace, pfi  které  dochdzelo ktvorbé nejhomogennéjsich  Castic
a minimalni produkci vldken byla pro elektrospraying na jehle i bezjehlovy

3% w/w PCL (Mn = 45 000 g/mol).
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Elektrospraying byl aplikovan na podkladovou vrstvu, pro jejiz vyrobu byla pouzita
technologie bezjehlového elektrostatického zvldknovani. Elektrospinning je populdrni
technologie pro vyrobu scaffoldi v tkdflovém inZenyrstvi, coz dokladaji nasledujici
studie (Ding et al. 2019; Chen et al. 2017). Vyroba zakladni nanovldkenné vrstvy
vychazela z vysledkl prvotnich in vivo testl (Rosendorf et al. 2020), na jejichz zékladé
byla vyrobena vrstva o gramazi 10 g/m? (ptivodni material mél 20 g/m?). Niz§i plosna
hmotnost byla zvolena z diivodu snizeni doby degradace materialu. Déle tim dojde
ke zvySeni prodySnosti vrstvy, kterd méa pozitivni vliv na hojeni ran, protoze dojde
k osazeni bunék i uvnitt struktury scaffoldu. Tyto materidly byly jiz ozkouSeny in vivo
experimentem na modelu prasat, ktery potvrdil lepsi vysledky v porovnani s ptivodnim
materidlem. Pfi histologickém rozboru byla patrna vyssi etnost cév i mnohojadernych
makrofdgli nez u ptredchozich materidlii. Vstfebavani materidlu je pravdépodobné
intenzivnéj$i a rychlejsi. V oblasti anastomézy nebyly nalezeny zadné nekrozy
ani rozsahly zanét, ktery se vyskytoval u ptivodnich dvouvrstvych materiali. V ptipadé

rozestupu svalové vrstvy material defekt premostil.

Nanovlédkenna vrstva obsahovala velmi jemna vlakna, medidn z namétenych priameéri
vldken byl 58 nm, jemnost vzniklych vldken dokazuje napiiklad publikace
Horakova et al. (2020), kteti pouzili PCL o stejné molekulové hmotnosti (45 000 g/mol),

koncentraci a rozpoustédlového systému, ziskali vldkna s minimdlnim praimérem 73 nm.

Po aplikaci mikro/nanocastic pomoci elektrosprayingu na nanovldkennou vrstvu vznikla
hierarchicka struktura, kterd je zobrazena na Obrdzku 21 na SEM snimcich. Zménou
morfologie povrchu nedoslo ke zvySeni kontaktniho uhlu. Zhang et al. (2019) se podatilo
kombinaci elektrospinningu a elektrosprayingu zvysit kontaktni uhel na (146 + 2,8)°
z ptvodnich (120 + 1,3)°. Ackoli se také jednalo o PCL, pouzili odliSny rozpoustédlovy
systém (chloroform/N-dimethylformamid 4:1 v/v) a elektrospinning i elektrospraying
provadéli jehlovym zvlaknovanim. Primér kapek, ktery ziskali elektrosprayingem

4%PCL (6,711 = 1,492 pum) byl vétsi nez nami ziskany (198,2 + 98,4 nm).
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8.2 Plazmaticka aprava

Vrstva kombinujici elektrospinning a elektrospraying byla dale modifikovana
studenym plazmatem RF PACVD metodou pomoci HMDSO. Tato uprava byla zvolena
z diivodu biokompatibility, hydrofobniho efektu HMDSO, které jsou zminény napiiklad
ve studii (Petlin et al. 2017) nebo v nov¢jsi publikaci (Siow 2018). Vyhodou plazmatické
modifikace je i nizk4 cena a zachovani bukovych vlastnosti nanovlakenného scaffoldu,

toto tvrzeni potvrzuje studie (Martins et al. 2009).

Po plazmatické modifikaci doSlo k naneseni tenké folie, kterd pokryvala povrch
nanovlaken, mikro/nanocastic a je patrnd ze SEM snimkd (Obrazek 24).
Zda plazmatickou upravou dochazi ke snizeni mikrohrubosti, kterd byla
vytvofena elektrosprayingem, by bylo mozné ovéfit napiiklad pomoci mikroskopu

atomdrnich sil (AFM).

Plazmatick4d uprava byla dale hodnocena zméfenim kontaktniho tihlu s destilovanou
vodou. Oproti zakladni vrstvé (110,0 +5,2)° doSlo ke zvyseni hydrofobicity povrchu,
u vrstvy s 3minutovou modifikaci byl naméfen kontaktni thel (124,8 + 2,8)°. Chemicka
struktura upravenych materiald byla analyzovana pomoci FTIR, kterd potvrdila

pritomnost vazeb Si-, které jsou pro upravy siloxany typicke, viz (Siow 2018).

Casova stabilita modifikované vrstvy byla pozorovana po dobu $esti mésicti. Zmény byly
pozorovany po 3mésicich, nejpatrnéj$i byly u materidlu s 3minutovou plazmatickou
upravou, kdy doslo ke zméné¢ morfologie a ke zvyseni kontaktniho uhlu (131,4 +4.,4)°.
Na snimcich SEM (Obrazek 29) je vidét, ze doslo k rozpadu pivodni tenké vrstvy, ktera
byla vytvofena plazmatickou modifikaci. Rozpadem se pravdépodobné zvysila
mikrohrubost povrchu a taktéZ mohlo dojit k odkryti mikro/nanostrur vytvotrenych
elektrosprayingem. Diky ¢emuz byl pak naméfen i vétsi kontaktni (thel. Casovou stabilitu
smacivosti siloxany plazmaticky upravenych polykarbonatovych vrstev pozorovali
1 Hegemann et al. (2003), kteti béhem 12mésicli nezaznamenali vyznamnou zménu

kontaktniho thlu.
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Po dobu 6mésicti bylo sledovano i chemické sloZzeni FTIR analyzou. Nelze jednoznacné
potvrdit stabilitu upravy, protoZe se vyskytovaly vzorky, u kterych byly rozdilné intenzity
pasem bez viditelného trendu mezi vzorky (Obrazek 31). Ale u vzorku z Sestého mésice
(duben 2020) bylo zastoupeni Si- vazeb dokonce nejsilngjsi, tudiz absence téchto vazeb
v jinych vzorcich (prosinec 2019) byla pravdépodobné zplisobena nehomogenitou
upravy. Pro budouci modifikace vzorkii by bylo vhodné zvysit homogenitu plazmatické
upravy, kterd byla pravdépodobné zpisobena nerovnomeérnosti plazmatického vyboje,
v nékterych mistech byla plazma (ionizované ¢éstice) hustsi a v nékterych méné husta.
Vys$s§i homogenity upravy by mohlo byt dosazeno pouzitim jiného geometrického

uspofadani buzeni plazmy.

Hydrofobni upravou materialu doslo ke zvyseni plosné hmotnosti, kterd je po modifikaci
pfiblizné stejnd (u materidlu 3 min) jako u plivodniho materidlu z prvotnich experimentt
na selatech (20 g/m?. Navic zavedenim hydrofobnich skupin pisobenim
HMDSO se zpomali proces degradace materialu. Mimo in vivo testovani na zvifecim
modelu by bylo mozné otestovat degradaci materidlu in vitro. Zmétenim kontaktniho
uhlu rubni strany materialu bylo potvrzeno, ze nedoslo ke zvySeni hydrofobicity povrchu
rubni strany. Tudiz by uprava proces hojeni a spreading bunck zrubni strany

nemusela ovlivnit.

8.3 Testovani vysledné vrstvy

U plazmaticky modifikovanych materidlu doSlo k minimalni absorpci u vzorkl
s destilovanou vodou i simulovanou stfevni tekutinou oproti nanovlakenné vrstveé a vrstveé
pokryté elektrosprayingem, mezi vzorky s odliSnou dobou tpravy nebyly statisticky
vyznamné rozdily. U testovani absorpce se projevilo odlisné chovani viici destilované
vodé a simulované stfevni tekuting, které bylo pravdépodobné zpiisobeno rozdilnym
povrchovym napétim. Povrchové napéti destilované vody je 73 mN/m, u stfevni tekutiny
se pohybuje mezi 28-46 mN/m (Vranikova et al. 2016). Upravou HMDSO materialt
doslo ke snizeni povrchové energie, tudiz oproti nemodifikovanym vrstvdm nedoslo
k absorpci ani jedné tekutiny. Rozdily byly patrné i mezi nanovlakennou vrstvou

a materidlem s elektrosprayingem, kde doslo k niz8§i zmén¢ hmotnosti u simulované
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sttevni tekutiny. Tudiz i aplikaci mikro/nanoc¢éstic pravdépodobné doslo ke snizeni

povrchové energie.

Plazmatickd modifikace HMDSO je netoxickd uprava vhodnd pro biomaterialy
(Siow 2018; Bacakova et al. 2011), cytokompatibilitu materidlli potvrdily i provedené
testy in vitro. Vysledky MTT testu po 14denni inkubaci mySich fibroblasti s materialy
se nelisily oproti nemodifikované vrstvé (PCL vlakna). Vysledky z fluorescenéni
mikroskopie se mirn¢ liSily, u vrstvy s Iminutovou uUpravou doSlo po 14dnech
k vyraznému nartstu poctu bunc¢k v porovnani s ostatnimi materialy. Naopak u vrstvy
s mikro/nanocasticemi byl vyskyt bun€k nizsi, pravdépodobné zplisobeny morfologii

povrch materiélu.

V dostupnych zdrojich nebylo nalezeno testovani adhezi vyvijenych materidlii na stievni
tkani. Podobné piistupy jsou zname pro testovani adhezi ke kiizi, jimiz byl experiment
inspirovan, konkrétné (Wokovich et al. 2008). Tento experiment byl zvolen pro ziskani
prvotnich vysledkd efektivity modifikaci povrchu vrstev bez nutnosti implantace
materidlu do zvifat. ProtoZe testovani na zvitecich modelech je financné i ¢asové velmi
narocné a je zadouci, aby pocet zvirat pro védecké experimenty byl snizen. Vysledky
prvotnich mechanickych testli adhezi k prasecimu stfevu odpovidaly ptedpokladim.
Velikost sily pottené k odloupnuti od stfevni tkdné¢ u plazmaticky modifikovanych
materialt klesala se zvySujici se dobou expozice plazmatické Upravy. Naopak nejvyssi

adhezivitu vykazovala PCL nanovlakenna vrstva.

Z dosavadnich vysledkt by nejvhodnéjsi dobou expozice plazmatické upravy povrchu
nanovlakenné vrstvy byly pravdépodobné 2 nebo 3minuty. 1minutova uprava byla malo
homogenni a hydrofobni efekt byl oproti 2 a 3minutové expozici minimdlni.
U 3minutového materidlu doSlo k vyrazné zmén€ z makroskopického hlediska, kdy
v nékterych mistech modifikace zptisobila vznik folie. Cimz by mohla byt snizena
porozita materidlu, kterd byla potvrzena in vivo jako vhodnad pro celkové hojeni
anastomoézy. Ale tento jev se objevoval z divodu nerovnomeérnosti plazmatického
vyboje, tudiz po homogenizaci Gpravy by tato doba expozice mohla byt vhodna. Oproti

2minutové upraveé vykazovala vétsi hydrofobni vlastnosti.

84



Zaver

Cilem diplomové prace byl vyvoj antiadhezivniho materialu uréeného pro pouziti
v gastrointestindlni chirurgii, konkrétné¢ pro piekryti chirurgicky vytvofené stfevni
anastomo6zy. Materidl by mél byt efektivni ve zpevnéni vytvoreného spoje
stiev a prevenci  pooperativnich komplikaci ve formé anastomotického leaku
a peritonedlnich adhezi. Licni a rubni strana vysledného materialu ma odlisné vlastnosti,
na rubni stran¢ jsou jemna PCL nanovldkna. Na povrch licni strany byly naneseny
polymerni mikro/nanoc¢éstice pomoci elektrosprayingu a dale byl povrch modifikovan

studenym plazmatem, ¢imz byla GspéSné€ sniZzena smacivosti povrchu.

Vychozim materidlem byla nanovldkennd PCL vrstva, kterd se v prvotnich in vivo testech
na prasatech prokézala jako vhodny materiél pro tuto aplikaci. Nanovlakenna PCL vrstva
s nizkou gramazi (10g/m?) byla vyrobena technologii bezjehlovym elektrostatickym
zvlakiovanim 16% w/w PCL na stroji Nanospider™, ktery umoZiluje vyrobu
v primyslovém méfitku. Vyrobend vrstva méla velmi jemna vldkna, medidn

z namétenych pramért vlaken byl 58 nm.

Licni strana nanovlakenné vrstvy byla modifikovana, aby doslo ke sniZeni jeji smacivosti,
povrchové energie a adheze bun¢k. Vytvotreni hydrofobniho povrchu bylo inspirovano
hierarchickou strukturou lotosového listu. Pro vytvoieni dané morfologie byla zvolena
technologie elektrosprayingu, pomoci niz byly na povrch naneseny polymerni
mikro/nanocastice. V ramci této diplomové prace byla nalezena vhodna koncentrace
(viskozita) polymerniho roztoku a podminky bezjehlového elektrostatického
rozpraSovani na stroji Nanospider™. Povrch nanovlakenné vrstvy byl pokryt
mikro/Casticemi 3%PCL, jejichz median namétenych priméra vldken byl 173 nm.
Elektrosprayingem dosSlo ke zméné morfologie materidlu, ktera byla patrnd ze SEM
snimki, nebyla zjiSténa statisticky vyznamna zména smacivosti povrchu oproti ptivodni

nanovlakenné vrstvé.

Pro zvySeni hydrofobicity povrchu byl materidl dale modifikovdn studenym

plazmatem s pouzitim hydrofobniho hexamethyldisiloxanu, zvolena doba expozice byla
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1, 2 a 3 minuty. Modifikaci doSlo k naneseni tenké vrstvy na povrchu materidlu, kterd
byla patrné i z makroskopického pohledu zménou zbarveni povrchu materialéi. Upravou
doslo k uspésnému zvySeni kontaktniho wthlu na (124,8 +2,8)°, ktery byl naméien
u vrstvy s 3minutovou Upravou. Plazmatickou upravou nebyly vyrazné¢ ovlivnény
vlastnosti rubni strany, kterd bude pii aplikaci v kontaktu se stfevni anastomoézou.
Modifikace vychoziho materidlu se projevily zvySenim plo$né hmotnosti, po aplikaci
elektrosprayingu doslo k jejimu zvySeni 2,5%. Nejvyssi plosnd hmotnost byla zjisténa
u vzorku s 2minutovou Upravou (27,9 g/m?), u 3minutové Gpravy doSlo k ¢astecné
destrukci materialu (21,2 g/m?). Biologické testovani in vitro potvrdilo cytokompatibilitu
material, nebyly pozorovany vyznamné rozdily viability bun¢k mezi jednotlivymi
materialy po 14dnech inkubace. Uéinek plazmatické tpravy se potvrdil i pfi testovani
absorpce, kdy doslo k minimalnimu nasaknuti, jak u vzorkl s destilovanou vodou, tak
se simulovanou stfevni tekutinou v porovnani s materialy bez plazmatické modifikace.
Experiment adheze k tenkému stievu prasete potvrdil Gspésné vytvoieni hydroféobniho
povrchu u nanovldkenné PCL vrstvy, nejméné adhezivnim materidlem byla vrstva

s 3minutovou plazmatickou Gpravou.

Casova stabilita materialti byla sledovana po dobu Sesti mésict. FTIR analyzou byla
ipoSesti mésicich uUprava HMDSO patrnd v chemickém slozeni vzorku.
Z morfologického pohledu doslo po 3mésicich k rozpadu piivodniho souvislého tenkého
filmu, ktery vznikl plazmatickou modifikaci, na malé castice. Toto pravdépodobné
zpiisobilo mirné zvyseni kontaktniho uhlu materidlti, konkrétné u vrstvy s 3minutovou
upravou byl naméfen kontaktni uhel (131,4 +4,4)° Celkové sledovani potvrdilo
nehomogenitu plazmatické Gpravy v ploSe, ale bylo zji§téno, Ze u plazmatické Gpravy

nedochazi béhem 6mésict k jeji degradaci.

Pro dal$i experimenty by bylo vhodné¢ homogenizovat plazmatickou upravu a zamétit
se na 2 a 3minutovou dobu expozice, protoze u Iminutové Upravy nedoslo k vyrazné
zméné vlastnosti oproti ptivodni vrstvé. Dal§im benefitem materidlu pro anastomotické
kryti by mohlo byt, kdyz by obsahoval aktivni latku. Tudiz by mohl byt vyuzit jako drug
delivery systém. Aktivni latka mize byt pfiddna do zdkladni nanovldkenné vrstvy

pro zlepSeni hojeni rany, napiiklad ve formé riistovych faktort. Pii zaclenéni riistovych
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faktort do struktury materialu by pravdépodobné nemohla byt aplikovana plazmaticka
uprava a musela by se hydrofobni {iprava fesit jinym zpisobem. Napiiklad smichanim
polymerniho roztoku pro elektrospraying s kapalinou, obsahujici hydrofobni funkéni
skupiny. Aktivni latkou by naptiklad mohl byt i mitomycin-C enkapsulovany pomoci
elektrosprayingu na povrchu licni strany, ¢imz by podpofil antiadhezivni efekt a posilil

prevenci vzniku abdominélnich adhezi.
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