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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zaméiuje na polymerni nanovladkna a jejich potencialni vyuziti v
oblasti tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny. Hlavnim cilem bylo piipravit poly-
merni nanovldkna metodou elektrostatické¢ho zvlakiovani a charakterizovat jejich zékladni
vlastnosti. Prakticka cast zahrnovala nejen samotny proces elektrostatického zvlaknovani
polymernich roztoki, ale také morfologickou analyzu vzniklych nanovlédken, hodnoceni je-

jich biokompatibility a studium vlivu morfologie na chovani bun¢k.

Kli¢ova slova: polymerni nanovlakna, elektrostatické zvlaknovani, biokompatibilita, tka-

fové inzenyrstvi, biomedicina

ABSTRACT

This bachelor's thesis focuses on polymer nanofibers and their potential applications in tissue
engineering and regenerative medicine. The main objective was to prepare polymer nano-
fibers using the electrospinning method and to characterize their fundamental properties.
The practical part included not only the electrospinning of polymer solutions, but also the
morphological analysis of the resulting nanofibers, the evaluation of their biocompatibility,

and the investigation of the influence of morphology on cell behavior.

Keywords: polymer nanofibers, electrospinning, biocompatibility, tissue engineering, bio-

medicine
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UvVOD

Polymerni nanovlédkna se v poslednich desetiletich stala klicovym prvkem v oblasti tkaio-
vého inzenyrstvi a regenerativni mediciny diky svym unikatnim vlastnostem, jako je vysoka
porovitost a strukturalni podobnost s extracelularni matrix. Tyto vlastnosti umoziiuji jejich
vyuziti v Siroké skéle biomedicinskych aplikaci, véetné nosict 1é¢iv, materialii pro hojeni
ran ¢i nahrad tkéni. Porovita struktura totiz ulehCuje transport zivin a kysliku k buiitkam
a odvod odpadnich produktii, zatimco strukturalni podobnost s ECM vytvaii pro buiiky pfi-
rozengj$i prostiedi, ¢im podporuje jejich pfichyceni a proliferaci. Jednou z nejefektivnéjsich
metod pro pfipravu polymernich nanovlaken je elektrostatické zvlakiovani, které umoziuje
pfesnou kontrolu nad morfologii a vlastnostmi vlaken. Tento proces je vSak siln€ zavisly na
optimalizaci vyrobnich parametrd, jako jsou viskozita roztoku, elektrické napéti ¢i pro-

stiedi, které vyznamné ovlivituji jak samotny proces, tak kvalitu vyslednych nanovlaken.

Tato bakalaiska prace se zaméfuje na piipravu polymernich nanovlaken z chitosanu
metodou elektrostatického zvlaknovani a jejich charakterizaci z hlediska biokompatibi-
lity, bunécné adheze a proliferace. Vybér chitosanu jako materidlu byl motivovan jeho pfi-
rodnim ptivodem, biodegradabilitou a potencidlem pro biomedicinské aplikace. Teoreticka
¢ast prace poskytuje prehled o technologiich vyroby nanovlaken, vlastnostech syntetickych
a ptirodnich polymeril a vysledné vyuziti nanovlédken v biomedicing. Prakticka ¢ast se sou-
stiedi na vyrobu chitosanovych nanovléken, analyzu jejich morfologie pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie, hodnoceni cytotoxicity prostiednictvim MTT testu a ovéteni
schopnosti nanovlaken podporovat bunéénou adhezi a proliferaci pomoci fluorescen¢ni mi-
kroskopie. Cilem prace je pfispét k rozsifeni poznatkil o polymernich nanovlaknech a jejich

potencialu pro regenerativni medicinu a tkanové inzenyrstvi.
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TEORETICKA CAST
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1 NANOVLAKNA

Nanovlakna jsou vldkna o velmi malém primeéru, neviditelna pouhym okem. Podle definice
se jedna o vlaknity materidl, u kterého je alesponi jeden rozmér mensi nez 100 nm. Nachazeji
siroké uplatnéni v riznych odvétvich jako je napt. energetika, elektronika, ¢i pfi obnoveni
zivotniho prostfedi. Diky svym vlastnostem (jako je naptiklad vysoka porovitost, nizka hus-
tota, dobra prodysnost nebo kompatibilita s jinymi materidly) se zacaly vyuzivat i ve zdra-
votnictvi jako filtry a pro 1écbu i1 hojeni ran. V tkdnovém inzenyrstvi zastupuji roli stavby

scaffoldu pro rust tkanovych buné¢k a pfipravu nahradnich organd. [1; 2]

1.1 Techniky vyroby nanovlaken

Volba techniky vyroby nanovldken je velmi dilezitym krokem, protoze mimo zvoleného
materialu, prave ta ovliviiuje vlastnosti vyslednych nanovlaken jako jsou primér i délka, po-
réznost, ¢1 mechanické vlastnosti. Nanovldkna mohou byt pfipravena rtiznymi techni-
kami, z nichZ kazd4a ma své vyhody i omezeni. Jednotlivé techniky budou popsany v dalSich

kapitolach. [3]

1.1.1 Dvouslozkové vytlacovani

Za dvouslozkova vldkna oznacujeme takova vlakna, ktera vznikaji vytlacovanim dvou po-
lymert z jedné zvlaknovaci trysky za vzniku jednoho vlakna. VyuZivana je také metoda po-
trubi, kdy jedna sloZka potkava druhou na konci trubky, a tim vznikd dvouslozkové vldkno.
Dvouslozkova vlakna mohou mit na prifezu strukturu plast-jadro, bok po boku, strukturu
excentrickou, strukturu ostrovli v mofi nebo nakrajeného kolace. Tyto struktury jsou zobra-

zeny na obrazku 1 [4].
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Excentricka

P43t - jadro
Bok po boku struktutra

Ostrovy v moii Nakrajeny kolag

Obrazek 1 Dvouslozkova vldkna na prifezu
(zdroj: [4])

1.1.2 Fazova separace

Mechanismem fazové separace jsou fyzikalni rozdily mezi fazemi. Nejdiive je polymer smi-
chan s rozpoustédlem az dosahne stavu zgelovaténi. Poté se faze s rozpoustédlem extrahuje
a zbyla faze zistava ponechdna. Obecné se fazova separace déli do péti fazi: rozpusténi, ge-

lovaténi, extrakce rozpoustédlem, zmrazeni a lyofilizace. [4]

1.1.3 Templatova syntéza

Metoda templatové syntézy je zaloZena na mySlence pouZiti struktury jiz existujiciho mate-
ridlu jako Sablony pro syntézu a fizeny riist novych materiali s pozadovanymi vlastnostmi.
Vysledkem jsou materidly s jedinecnou strukturou a morfologii. Teoreticky lze konstato-

vat, Ze na bazi templatové syntézy probiha napiiklad i replikace DNA. [5; 6]

1.1.4 Meltblown technologie

Tento jednokrokovy proces zajistuje premeénu polymerni suroviny na velmi jemna vldkna
a netkanou textilii. Meltblown technologie zahrnuje pét hlavnich komponent: extruder, dav-

kovaci ¢erpadlo, sestava matrice, tvorba tkaniva, namotavani. [7]

Polymer ve formé& prasku nebo granuli je nejdiive pfevadén znéasypky do ex-
trudéru, kde je taven. Extrudér poté taveninu dodava do davkovaciho ¢erpadla. Davkovaci
cerpadlo nasledné zajist'uje postupné davkovani taveniny polymeru do sestavy matrice, jenz

je zodpovédna za kvalitu vyslednych vldken. [8]
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Tvorba tkaniva zahrnuje vzduchovou soustavu zajist'ujici proudéni vzduchu o rtiznych
teplotach a vysoké rychlosti. Tavenina polymeru je vytlaGovana malymi otvory k usti hor-
kého vzduchu, coz zpiisobuje rychlé tani a prodluzovani na jemné vlakno o malém praméru.
Proudy vzduchu o stejné teploté jako tavenina pomahaji také transportovat prodlouzena
vlakna do sbérade. Sbéra¢ zachycuje proudy tenkych vldken, a tak tvofi netkanou textilii
s ndhodnou orientaci vlaken. Nakonec jsou vlakna namotavana do valcového tvaru pro snad-

n¢j$i manipulaci. [8]

1.1.5 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrospinning neboli elektrostatické zvlakiovani patii mezi nejpouzivanéjs$i a zaroven
nejpiimé&js$i metody vyroby nanovldken. Tato technologie je unikatni tim, Ze na rozdil od
ostatnich umoziluje vytvaret riizné sestavy vladken, coz je vyhodné zejména pro rtiznorodé
vyuziti produktil z té€chto vlaken a moznosti jejich modifikace s ohledem na specifické apli-
kace. Elektrostatickym zvlakiiovanim lze vyrobit vlaknité struktury s vlakny orientova-
nymi, ndhodné usporadanymi nebo sub mikronovymi sto¢enymi a pruzinovymi strukturami.
[9]

Zatizeni pro elektrostatické zvlédknovani se skldda z vysokonapétového napajeciho
zdroje piipojeného ke zvladknovaci trysce a uzemnéného kolektoru (obrazek 2). Kapka roz-
toku polymeru se aplikuje na Spicku zvladknovaci trysky, kterd je dostatecné nabita vysokym
elektrickym napétim. Pfi tom dochézi k elektrostatickému odpuzovani, kapky roztoku se
roztahuji a jsou pfitahovéany ke kolektoru opacné polarity. Rozpoustédlo se vypatuje a zi-

stavaji polymerni vlakna. [10]

Roztok polymeru

Obrazek 2 Zatizeni pro elektrostatické zvlaknovani

(zdroj: [11])
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1.1.5.1 Faktory ovliviiujici elektrostatické zvlakiiovani

Elektrostatické zvlaknovani polymernich roztokt je slozity proces. Zda a jak se bude dany
roztok polymeru elektrostaticky zvlakiovat je dano vlivem nékolika kli¢ovych parame-
trl, mezi které patii viskozita roztoku, jeho elektrickd vodivost, napéti aplikované pfti
zvlaknovani, vlhkost a teplota ovzdusi a vzdalenost mezi hrotem zvlakiovaci trysky a ko-

lektorem.

Jednim z kliCovych parametrii je vzdalenost mezi hrotem zvlakiovaci trysky a kolek-
torem, kterd ovliviiuje proces natahovani kapky roztoku do vldken. Napiiklad s vétsi vzda-
lenosti se obvykle vytvareji ten¢i vlakna kvuli déle trvajicimu natahovani kapky roztoku, coz
umoznuje vetsi elongaci vlidken. To vSak plati pouze do urcité kritické vzdalenosti, po jejimz

ptekroceni dojde k destabilizaci vldkna.

Viskozita roztoku je dal$im zdsadnim faktorem, ktery ma ptimy vliv na schopnost po-
lymerniho roztoku vytvafet vlakna. Ptilis vysoka viskozita roztoku mtze zpisobit, Ze roztok
se nebude zvlaknovat vlivem nedostate¢né sily k natahovani, a naopak pti nizké viskozité se
proud roztoku rozdéli na kapky a Zadna vlakna se nevytvoii. Optimalni viskozita zavisi na

konkrétnim polymeru a jeho koncentraci v roztoku.

Vyznamnou roli v procesu elektrostatického zvlaknovani, hraje také vodivost roztoku.
Cim je vodivost vy$si, tim 1épe se vldkno roztoku natahuje, protoZe zvys$uje schopnost roz-

toku reagovat na elektrické pole, coz ve vysledku zabranuje tvorb¢ kapicek.

Vlhkost ovzdusi ovliviiuje rychlost odpafovani rozpoustédla béhem procesu zvlakno-
vani. ZvySena vlhkost vede ke snizenému odpatfovani rozpoustédla, tudiz vlakno polymeru
bude tuhnout pomaleji a povede k tvorbé nehomogenni morfologie vlaken. Vliv vlhkosti na
chovani roztoku polymeru je zavisly na konkrétnim polymeru, jeho afinité k vodé¢ a speci-
fickych podminkéch zvlakiovani. Naptiklad u polymert, které siln¢ absorbuji vodu, mlize

vlhkost vyrazné€ ovlivnit viskozitu roztoku a zpomalit proces zvldknovani.

Dals§im podstatnym parametrem ovliviiujicim zvldknovani je teplota prosttedi, ktera
taktéz ovliviiuje rychlost odpafovani rozpoustédla a zarovent ma dopad na viskozitu. Obecné
plati, Ze vyssi teplota okolniho prostiedi urychluje odpatrovani rozpoustédla a také snizuje

viskozitu, tudiz vytvotena vldkna budou mit mensi pramér. [10; 12]
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1.2 Struktury nanovliken

Neusporadand nanovlakna vyrobena primarnimi procesy elektrostatického zvlaknovani se
vyuzivaji v mnoha oblastech, av§ak nespliuji pozadavky pro pokrocilejsi nanovlakna a apli-
kace. Nedokazou totiz zarucit vyssi kvalitu, funkéni variabilitu, vétsi povrchy a vysokou
propustnost a poréznost. Proto bylo provedeno nékolik tprav zakladniho uspotadani a byly

vvvvvv

vladken a morfologii vlaken. Hlavni typy struktur budou popsany v nasledujicich kapitolach.

[12]

1.2.1 Anizotropni struktura

Pokud ma materiél anizotropni strukturu, znamena to, ze kazdé jeho ¢ast ma jiné vlastnosti
v zavislosti na sméru. Zivé tkané vykonavajici biologické funkce obvykle disponuiji anizot-
ropnimi strukturami na raznych urovnich, od molekul az po urovei celych tkani. V téchto
strukturach jsou molekuly usporadany ve specifickém sméru diky specialnim metoddm nebo
pusobeni vnéjSich faktorii napomahajicim vzniku uspotfadaného systému. K takovym struk-
turdm fadime naptiklad svalova vlakna obsahujici elasticka kolagenni vlakna o velikosti na-
nometri, kterd jsou uspotadana paralelng. Tato jedine¢nd vlaknita struktura vykazuje vyso-
kou elasticitu ve sméru svého usporadani a funguje jako idealni tkan pro absorpci narazt
a stresu ve sméru zatiZzeni. Podobné jsou uspotadané i lidska rohovka a krevni cévy. V ro-
hovce je kazda lamina tvofena kolagenovymi vlakny, ktera jsou rovnomérné uspofadana

a zasazena do gelové matrice, coz zajiSt'uje spravné zarovnani rohovky. [13]

U nanomateridlll s anizotropni strukturou se setkavame s unikatnimi vlastnostmi, diky
kterym nachdzi tyto nanomateridly bohaté vyuZiti v oblasti elektroniky, fotovoltaiky nebo
biomedicing. V zavislosti na aplikaci je ovSem dilezité kontrolovat také orientaci Castic
vzhledem k ostatnim ¢asticim nebo substratu, na kterém se nachézi. Jinde je zase pro Ucin-
nost nanomateridlu vyzadovana jeho schopnost tvofit vzajemné propojené sité. Aby tedy
bylo mozné plné¢ vyuzit vSech vyjime¢nych vlastnosti anizotropnich nanomateriali, je nutna

kontrola orientace a konektivita ¢astic soucasné s prostorovym uspofadanim. [14]

1.2.2 Izotropni struktura

Za izotropni lze oznacit takovy material, jehoz vlastnosti jsou ve vSech smérech stejné, na
rozdil od anizotropni struktury. To znamena, Ze takové materidly nemaji Zadnou preferova-

nou orientaci nebo rozloZeni, a jejich mechanické, optické, ¢i jiné fyzikalni vlastnosti jsou
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homogenni v celé své struktuie. Jak uz bylo zminéno, vétSina biologickych materiald vyka-
zuje anizotropni vlastnosti, ovSem né&které maji izotropni a homogenni charakter, jako napf.

jaterni parenchym. [15; 16]

1.2.3 Priprava

Ptiprava nanovlédken zahrnuje rizné technologie, které umoziuji fizenou organizaci materi-
ali na mikroskopické urovni. Tyto postupy jsou klicové pro dosazeni pozadovanych vlast-
nosti, jako je orientace vldken, ¢i uz izotropni nebo anizotropni, nebo struktura materialii
s fizenou poérovitosti. Mezi hlavni zpisoby piipravy biomateridll s anizotropni strukturou
patii napiiklad suseni mrazem ve sméru vldken. Nahodné ukladani ledovych krystalkli bé-
hem mrazeni mtize zptisobit smr§téni objemu a mistni porusSeni porézni struktury. Proto se
uplatiiuje fizend krystalizace ledu, ktera umoziiuje zachovani orientace porovitosti materi-
alu. Dale se pro vytvofeni materidlu s touto strukturou mize vyuzivat ptisobeni vnéjSich me-
chanickych nebo magnetickych sil. Mechanickym piisobenim na polymerni fetézce lze do-
sadhnout jejich smérové deformace nebo zarovnani v jednom sméru. Diky magnetickému poli
je mozné se vyhnout pfimému kontaktu s materidlem, coz pfinasi fadu vyhod. Do systému
je potieba nejdiive dodat magneticky reagujici Castice, které reaguji na vnéjsi magnetické
pole. Timto zptisobem lze docilit zarovnani polymernich fetézcti nebo usmérnéni ristu bu-
nék. V neposledni fadé se mezi primarni technologie ptipravy anizotropnich struktur fadi
chemicka stimulace, jako je smérova difuze iontt, 3D tisk, anebo jiz diive zminéné elektro-

statické zvldknovani. [13]

Existuji také techniky samouspotadani, pii kterych neni nutnd ptitomnost vnéjsiho pole
ani modifikace nanomateridlu. Organizace ¢astic se zde odehrava prostrednictvim deplec-
nich a kapilarnich sil, dip6élovych interakci nebo také jejich kombinaci. Deplecni sila je en-
tropicka interakce mezi velkymi a malymi ¢asticemi v roztoku. Malé ¢astice neboli deple-
tanty jsou trvale v pohybu a nardzi do velkych ¢astic, ¢cimz je pfitahuji blize k sob¢. Vytla-
c¢ovanim mensich ¢astic z prostoru mezi vét§imi ¢asticemi roste osmoticky tlak, ktery na-
sledn¢ nuti Castice, aby se k sobé& jesté vice ptfitahovaly. Deplecni ptitazlivost roste s bliz-
kosti vétSich ¢astic, a to 1ze vyuZit pro Castice s nizkou kiivosti, které se poté v roztoku skla-
daji do dobfe definovanych struktur. Kapilarni sily vznikaji pfi vysouSeni roztoku. Tyto sily
zpusobuji ptitahovani rovnobéznych povrchi k sobé, protoze dochazi k odparovani roztoku

mezi sousednimi ¢asticemi. Dobrym fizenim se timto zptisobem da docilit zahusténi Castic

nebo jejich zarovnani. Dipolové interakce jsou sily plisobici mezi dipoly dvou sousednich
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¢astic a pokud ma Castice vlastni dipélovy moment, dokdze usnadnit sestavovani castic in-

terakci s dipoly na blizkych ¢asticich. [14; 17]
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2 POLYMERY PRO BIOAPLIKACE

Polymerni nanovlakna se vyuzivaji v nejriznéjSich odvétvich kosmetiky, textilniho pri-
myslu i strojirenstvi. Vyznamnou roli pak hraji, jak jiz bylo zminéno, pfedevsim v medicin-
skych aplikacich, mezi které patfi mimo jiné nosice 1é¢iv, tkanové inzenyrstvi a hojeni ran.
V zavislosti na konkrétni aplikaci je pak dilezity polymer, ze kterého jsou nanovlakna tvo-
fena. Polymery mohou byt piirodniho nebo syntetického piivodu. Ptirodni jsou obvykle vice
preferované, protoze jsou Castéji biokompatibilni s lidskym organismem, coz znamena, Ze
ho t€lo snadno akceptuje. Na druhou stranu syntetické polymery disponuji lepSimi mecha-

nickymi vlastnostmi. [10]

2.1 Polyvinylidenfluorid (PVDF)

PVDF je synteticky termoplasticky polymer s jedinecnou chemickou strukturou, ktera zajis-
tuje jeho Sirokou Skalu vyuZiti. Opakujici se jednotky (CH2-CFz2) zplisobuji vysokou mecha-
nickou pevnost a odolnost polymeru. K jeho dal$im vyhoddm patii nizka hmotnost a flexi-
bilita, finan¢ni dostupnost, dobré chemické a tepelné vlastnosti véetné odolnosti viaci UV
zafeni, a nakonec biokompatibilita. Na zdkladé vhodnych chemickych vlastnosti je schopny
tvofit netoxicka vlakna a filmy. Zajimava uplatnéni nachéazi predevsim diky svym piezoelek-

trickym a pyroelektrickym vlastnostem. [18; 19]

Sit¢ nanovldken PVDF vytvofené pomoci elektrostatického zvldknovani maji speci-
ficky povrch s propojenymi poéry a pouze mikroskopickymi mezerami, coZ je vyhodné pro
pouziti v tkdnlovém inZenyrstvi. Nanovlakna jsou hydrofobni a Ize kontrolovat jejich struk-

turu, kterou je mozné také upravovat na zaklad¢ upravy vyrobnich parametrti. [18]

H F
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Obrazek 3 Struktura molekuly PVDF

(zdroj: [20])



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

2.2 Kyselina polymlécna (PLA)

Polykondenzaci kyseliny mlécné nebo otevienim polymeracniho cyklu dimeru kyseliny
mlécné se ziskava kyselina polymlécna, alifaticky polyester se schopnosti stimulace kerati-
nocytil k migraci. Proto je tento polymer hojné vyuzivan pro hojeni a kryti ran. Pro vyvoj
nosica 1éciv se rovnéz preferuje vyuziti kyseliny polymlééné a polylaktidi pro jejich bio-
kompatibilitu, bioabsorbovatelnost a biodegradabilitu. Dale slouzi jako Sici material a platy

na kryti kosti. [21]

OH
"OH

A

CHs

L-mléénd kyselina D-miléna kyselina

Obrazek 4 Molekula kyseliny mlé¢né v konfiguraci L a D

(zdroj: [22])

2.3 Chitosan

Polysacharid, a zaroven i biopolymer chitosan je vyrabén z chitinu deacetylaci, tedy odstra-
nénim acetylu z chitinu (obrazek 5), a bézn¢ se vyskytuje ve sténéch rostlin a hub a ve ske-
letech korys$i a hmyzu. Pfitomnost kladnych aminoskupin v molekule chitosanu umoznuje
interakci se zdpornymi molekulami, coz se hojné vyuZziva pii piipraveé nosict 1€¢iv. Problém
vSak mohou zpiisobovat hydroxyskupiny, které se upravuji pro lepsi rozpustnost ve vodé

a lepsi mechanické vlastnosti. [23]

Mezi kliCové vlastnosti patii biokompatibilita, biodegradabilita, nizka toxicita a také
schopnost ni¢it mikroorganismy. Z toho diivodu jsou chitosan a nanomateridly z n¢j vyra-
béné velmi popularni v tkdnovém inzenyrstvi 1 dalSich oblastech biomediciny. Z hlediska
biomediciny Ize tento biopolymer i chemicky a enzymaticky upravovat tak, aby ziskal fyzi-
ologickou aktivitu a pfipadné i specifické fyzikalné-chemické vlastnosti a odpovidal pod-

minkam pro konkrétni pouziti. [23]

Nekteré atributy chitosanu jsou stézejni pro aplikaci v biomedicin€. Mezi né patii anti-

bakterialni ti¢inek, schopnost biodegradability, kompatibilita s krvi, antioxida¢ni vlastnosti
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a protizanétlivy ucinek. Antibakteridlni schopnost je zajiSténa diky reakci kladn€ nabitych
NH: skupin s proteiny na povrchu bunék mikroorganismi, kdy tento kontakt zptisobuje
uvolnéni latek spoustéjicich destrukci buiiky. Tuto schopnost vSak ovliviiuje spousta fak-
tord, mezi které se fadi molekulova hmotnost chitosanu, mira acetylace nebo naptiklad kon-
centrace roztoku a typ mikroorganismu. Nejvétsi ucinek byl prokdzadn u patogent
Escherichia coli, Staphylococcus aureus a také Candida albicans. Co se tyka biodegradabi-
lity v lidském organismu, chitosan je velmi citlivy na ptisobeni lysozym1, které jsou soucasti
enzymatickych hydrolytickych drah. Kompatibilita biomateridlu s krvi je posuzovana podle
miry vyvoldvani hemolyzy. Pokud hemolyza neptesahuje 5 %, 1ze biomaterial oznacit za
hemokompatibilni. Antioxidac¢ni ucinek je zajiStén tvorbou stabilnich radikalt diky funk¢-
nim skupindm v molekule chitosanu, pficemz tyto radikaly rozkladaji a neutralizuji Skodlivé
volné radikaly tvofené metabolismem. Chitosan ve své molekule obsahuje i negativné nabité

komponenty, které dokédzou vyvolat imunitni odpovéd’ potlacenim prozanétlivych mole-

ey wae

_ CH3_ _ _
OH O:<NH OH
NH
HO O HO 0
NH NH,
0 < OH OH

CHs;
L —In L —In

Chitin Chitosan

Obrazek 5 Molekula chitinu a jeho deacetylované formy chitosanu
(zdroj: [24])
2.4 Celuloza

DalSim c¢asto pouzivanym ptirodnim polymerem se v poslednich letech stava celuloza, a to
hned v n€kolika podobach jako je nano a mikrovlaknové, nano a mikrokrystalicka, bakteri-
alni celuldza nebo celuldza v podobé mikrofibril. Je sloZzena z D-glukosovych jednotek spo-
jenych B-1,4 glykosidovou vazbou, jak je mozné vidét na obrazku 6, a jejim primérnim zdro-
jem jsou rostliny, motské fasy a bakterie. M4 idedlni vlastnosti, mezi které patii vysoka sta-

bilita vii¢i kyselému prostiedi, chiralita neboli opticka aktivita, elasticita a zaroven pevnost
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v tahu, nizkd hustota a biodegradabilita. Diky hydroxylovym skupindm na povrchu molekul

je schopna vytvaret také rtizné chemické modifikace. [25]

Vyroba je zalozena na chemickych, fyzikalnich i biologickych metodach a jejich kom-
binacich. Z chemickych je tfeba zminit kyselou hydrolyzu kyselinou octovou, sirovou, chlo-
rovodikovou nebo i organickymi kyselinami, kterd se vyuziva pro extrakci celulézovych
nanokrystalll ze dfeva nebo obilné sldmy. Mechanicky se celul6za ziskava vysokotlakou ho-
mogenizaci, jejimz produktem je dlouha a spletita sit’ celulozovych nanovlaken. Syntézou
specifickymi octovymi bakteriemi se spojuji glukdézové fetézce a vznikaji mikro-

vlakna, ktera se dale agreguji, a nakonec vznikaji nanovlakna bakterialni celuldzy. [13]

Celuldza je také vyznamnou soucasti nosicii 1éCiv a tkdnového inzenyrstvi obzvlast’ pro
jeji variabilitu zpracovani v rtiznych forméch jako jsou hydrogely, aerogely a rizné mem-
brany. Na rozdil od chitosanu celul6za sice nevykazuje biocidni schopnosti, ale jeji vhodnou
modifikaci miize nabyt antibakterialnich Gi¢inki, coz umoziuje jeji vyuziti v materialech pro

hojeni ran. [25]

Obrazek 6 Molekula celulozy

(zdroj: [26])

2.5 Kyselina hyaluronova (HA)

Kyselina hyaluronova je polysacharid pfirozené se vyskytujici v téle obratlovcii napft. v hya-
linni chrupavce, synovialni tekutiné a ve sklivci oka, coZ ji délad vysoce biokompatibilni
a jejich derivati jsou napomocny pii hojeni ran a popalenin, regeneraci tkani, ale 1 pii dife-

renciaci bun¢k. [27]

Zaporné nabité karboxylové skupiny ji €¢ini hydrofilni a vysoce rozpustnou ve vodg¢, ale

zaroven ji umoznuji zadrzovat molekuly vody a udrzovat osmoticky tlak. V kosmetickém
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primyslu ¢ini tato skute¢nost HA nenahraditelnou slozkou pro hydrataci, zmekceni a zjem-
néni pokozky. Svoji viskozitou hraje klicovou roli v biomechanice kloubii a oka, protoze

funguje jako lubrikant pro lepsi tfeni kloubti i na povrchu oka pii mrkani. [27]

Pomoci receptorii v molekule HA je umoznéna jeji interakce s bunikami 1 tkanémi, a to
vede ke specifickym funkcim. Dokaze se bez cileného zaméteni selektivné hromadit, je tedy
bioefektivni, a z toho 1ze profitovat u vyroby vypliiovych materiali. V zavislosti na mole-
kulové hmotnosti se mohou konkrétni bioaplikace liSit. Dal§imi vlastnostmi, ve kterych je
HA ptinosem pro biomedicinu, je naptiklad schopnost ovliviiovat imunitni systém a antio-
vana, jako jsou naptiklad hydrogely, nanoc¢astice nebo muze byt HA vazana na léCivo.
Obecné ma HA vysoky potencial pro vyvoj biomateriald k efektivnimu feSeni zdravotnich

komplikaci. [27]

Obrazek 7 Molekula kyseliny hyaluronové

(zdroj: [28])
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3 APLIKACE V BIOMEDICINE

Diky svym jedine¢nym vlastnostem se nanovlakna stala velmi dalezitym materialem vyuzi-
vanym v oblasti biomediciny. Mezi nejvyznamné;jsi vlastnosti patfi vysoky pomeér povrchu
k objemu, schopnost napodobovat struktury biologickych tkani, ¢i flexibilita v modifikaci
jejich vlastnosti. V biomediciné maji nanovlakna Siroké spektrum aplikaci, které¢ zahrnuji
jak diagnostiku, tak i terapii a regeneraci tkani. U konkrétniho vyuziti nanovladken v biome-
dicin€ je rozhodujici nejen polymer ¢i material, ze kterého jsou nanovlakna vyrobena, ale
také jejich vysledna struktura. Biomateridly s anizotropni strukturou maji v biomedicing $i-
roké uplatnéni. Dulezitou roli hraji predev§im v tkdilovém inzenyrstvi, kde maji potencial
nahrazovat uspofadané tkané, jako jsou S$lachy, vazy nebo mimo jiné i kardiovaskularni
tkané. Jejich typickym vyuzitim je regenerace chrupavky in situ. V oblasti nosict 1éCiv se
uplatiuji pfi fizeném uvoliovani 1éCiv tak, aby se zvysila terapeuticka ti€innost daného 1¢-
¢iva s minimalizaci mozné toxicity. Kombinace tvarové specifickych anizotropnich nano-
¢astic s nanomedicinou se ukézala jako efektivni pro spravné cileni, buné¢nou interakci
a distribuci 1é¢iva. Problémovym odvétvim biomediciny je také rychlé a ucinné hojeni ran.
Ptedevsim obvazy nebo scaffoldy s uspofadanymi prvky jsou podstatné pro pienos pozitiv-
nich signalt vedoucich k migraci bun€k, coZ hojeni a regeneraci vyrazn¢ usnadnuje. Nésle-

dujici kapitoly budou vénovany konkrétnéji popsanym aplikacim. [13]

3.1 Hojeni a kryti ran

Kuze jakozto ochranny orgdn musi byt odolna vii¢i pisobeni riznych vné&jsich faktorti. Na-
novlakna jsou velmi ¢asto prvni volbou pro vyrobu obvazil a naplasti uréenych ke kryti
a ochrané poskozené klize pred témito vlivy. Dokézou vytvatet porézni struktury, diky
¢emuz dochézi k podpote bunécné proliferace a k napodobeni extracelularni matrix co se

struktury a fyzikalnich vlastnosti tyce, a tim je urychlena regenerace a hojeni ran. [3]

Hojeni a kryti ran vSak piedstavuje problémovou oblast biomediciny. Pro t¢inné kryti
ran je potieba zajistit teplé, vyzivujici, vlhké a prodysné prostredi, které je ovSem idedlni
1 pro rist mikroorganismi v ran€. Proto je vhodné, kdyZ materidl ke kryti a hojeni disponuje
antimikrobidlnim G¢inkem, a zaroven zabezpecuje jizZ zminénou prodysnost a vlhkost. Poly-
merni nanovlakna jsou uZzite¢na pro tuto aplikaci, protoze funguji jako ochranny obvaz za-
branujici mnozeni bakterii a mikrobi mechanismem zachytédvani aerosolovych ¢astic. Tento
princip Casto slouzi k 1é€bé popalenin, kde urychluje hojeni a podporuje tvorbu normalni

tkdn¢ s minimalizaci tvorby jizev. Navic mohou slouzit jako nosice pro fizené uvoliiovani
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1é¢iv, jako jsou antibiotika nebo protizanétlivé latky, které také urychluji proces regenerace
a zabranuji infekcim. Mezi Casto vyuzivané polymery patii chitin, jeho derivaty a slouce-
niny, které maji schopnost absorbovat tekutiny a jsou biokompatibilni. Bézné se také aplikuji
nanovldkna obsahujici stfibrné nanocastice, polymerni nanovlakna s obsahem extraktu ze
zeleného Caje nebo naptiklad zelatinova vlakna vylepsend o pridavek vitaminli A a E. [10]
3.2 Nosice 1éciv

Dal$im vyuzitim nanovlaken jsou jiz zmiflované nosice 1é¢iv. Diky své vysoké povrchové
plose a schopnosti pfizplsobit se riznym formam biologickych molekul (IéCiva, pro-
teiny, RNA) mohou nanovlakna umoznit kontrolované a fizené uvoliiovani terapeutickych
latek. To je zvlasté vyhodné pro 1écbu chronickych onemocnéni, kde je potteba dlouhodobé
a cilené uvoliiovani 1é€iv. Pro inkorporaci lé¢iv nebo nanocastic do polymernich nanovlaken
se nejéastéji uplatnuji dvé metody — piima a nepiima. Pfima metoda zabudovani nanocastic
1é¢iv do nanovlaken spociva v ptipravé homogenni disperze s polymernim roztokem, ktery
se nasledné elektrostaticky zvlakni. To znamend, ze 1éCivo je soucdsti roztoku pro elektro-
spinning. Naproti tomu u nepiimé metody je potifeba povrchové upravy nanovldken pro
uchyceni nanocastic na jejich povrchu. Jedna se o velmi jednoduchou techniku, pii které se
nanovlakna naméceji do koloidnich disperzi nanocastic, ¢imz dojde k adsorpci nanocastic
na povrch nanovlaken prostfednictvim elektrostatickych sil, vodikovych vazeb nebo inter-
akci mezi funkénimi skupinami. Nepifiméa metoda je preferovanéjsi pro zaclenéni kovovych
nanocastic, ale ma vyraznd omezeni, ktera vyZaduji vysokou stabilitu a nerozpustnost poly-

mernich nanovldken v koloidnim roztoku. [29]

MnozZstvi uvolnéného 1é€iva a rychlost jeho uvoliiovani jsou ovlivnéné jak parametry
polymerniho nanovlakna, tak parametry tykajici se inkorporovaného léciva. Polymerni na-
novldkna ovliviiuji uvoliiovani 1é¢iv predevSim svym sloZenim, kdy naptiklad hydrofilni
a amfifilni kopolymery zvySuji miru zaplnéni nanovlaken lé¢ivem a zaroven snizuji pravde-
podobnost jeho prudkého uvolnéni. Diky nizké absorpci vody, kterou maji polymery s krys-
talickymi oblastmi kviili vysoce uspotfadané trojrozmérné struktute krystalu, se 1éCiva z ta-
kovych nanovldken uvoliiuji pomaleji v porovnani s nanovladkny polymert s amorfnimi ob-
lastmi. Pfi mechanickém natahovani nanovldken dochézi ke zrychlenému uvoliiovani 1éCiva
oproti jejich standartnimu stavu, protoZe se tim zmenSuje primér nanovlékna a zkracuje se

difuzni vzdalenost pro Castice 1é¢iv. Nahodné usporadani nanovlaken, stejné jako jejich
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mensi prumér a vyssi krystalinita, je spojeno s rychlejsim uvoliiovanim. Pro vysokou poro-
zitu je zase typické explozivni uvoliiovani 1é¢iv. Co se tyka samotnych 1é€iv, klicovym pa-

rametrem je jejich mnozstvi v nanovlaknu, jejich molekulova hmotnost, rozpustnost a inter-

cvwvr

Nanovlékna se v poslednich letech stala vyznamnym prostiedkem pro dodavani 1é-
¢iv, zalozeném na principu zvétseného povrchu, diky kterému se zvySuje rychlost rozpous-
téni 1éciva. Vyhodou je i moznost povrchové modifikace polymernich nanovlaken pro
upravu rychlosti uvoliiovani 1é¢iva. Vybér vhodného polymeru je zavisly na pozadovanych
atributech uvolnovani, naptiklad zda bude difuzné fizené nebo je soucasn¢ zadana i degra-

dace nanovlaken. [29]

3.3 Tkanové inZzenyrstvi

Cilem této podoblasti biomedicinského inzenyrstvi je vytvoreni nové tkané nebo oprava
tkan¢ ptivodni. Podle definice Nature Journal se jedna o soustavu metod, jejichz ucelem je
nahrazeni ¢i regenerace poskozené tkané pomoci pfirodnich, syntetickych a semisyntetic-
kych néhrad tkani. Tyto ndhrady mohou byt pln€ funkéni nebo se mohou vyvinout do poza-
dované funkénosti. Pro vytvofeni zcela nové tkané v laboratornich podminkach, tedy mimo
organismus, jsou nezbytné bunky z cilového organu ¢i prekurzor tkan€. OvSem kromé bunék
je zapotiebi vytvofit také nosi¢ neboli scaffold, na ktery se buiiky naadheruji a dale na ném
budou proliferovat. Nej€astéji vyrabénymi ndhradami tkani jsou chrupavky, kosti, vazy, §la-

chy, ale také cévy. [30; 31]

Pro aplikace polymernich nanovldken v tkanovém inzenyrstvi, zejména pii vyrobé
scaffoldd, je podstatné, aby vykazovala vlastnosti podporujici proliferaci a migraci bunék.
Proto je dulezité vybirat predev§im materidly, které napodobuji pfirozenou biologickou
funkci a strukturu extracelularni matrix. Je zndmo, Ze klicové je vytvoreni 3D struktury kom-
pozitu, ktery je biokompatibilni, aby buiiky mohly spravné proliferovat, a tim opravovat
nebo nahrazovat poSkozené tkané a organy. Témito vlastnostmi nejvice disponuji nano-
vlakna biodegradabilnich polymerti a synteticky vyrobenych biopolymert, které i svym pri-

mérem napodobuyji pfirozenou strukturu fibril. [10]

Scaffoldy jsou obecné docasnou oporou, kterd je biokompatibilni s hostitelskou tkani
a musi byt dostatecné porézni pro zajisténi vyzivy bunck. Jejich vyjimecnou schopnosti je
rozklad po pfeméné buniky na tkan bez toxického vlivu na organismus. Pfi volbé materidlu

hraji roli rizné faktory. Pro biologické ptirodni materidly je typické, Ze 1épe podporuji tvorbu
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tkan¢, ale syntetick¢ materidly zase vyvolavaji negativni imunitni odpovéd organismu

v mnohem mensi mife. [31]

V poslednich letech je v tkdnovém inzenyrstvi pozornost zaméiena na nahradu krev-
nich cév a kosti. Pro vyrobu scaffoldl cév je elektrostatické zvlaknovani vyhodné, protoze
se nim da docilit trubicovitého tvaru o rizné délce. Takové ndhrady musi byt dostate¢né
pevné a zaroven pruzné, coz lze zajistit jak vyrobou z pfirodnich, tak ze syntetickych poly-
merud. U kosti je vyroba scaffoldii znacn¢ ztizena samotnou strukturou kosti. Kompaktni cast
kosti zajiStuje pevnost a tvrdost kosti, zatimco houbovita slozka zajist'uje jeji elasticitu. Ve
scaffoldu je kompaktni kost tvofena nanokrystaly hydroxyapatitu neboli fosforecnanu vape-
natého, coz je anorganické slozka tvofici zhruba 95 % extracelularni matrix tvrdé tkané.
Zbytek je tvoren organickou casti, tedy houbovitou kosti, kterou mize ptedstavovat napfi-
klad Zelatina. Dulezita je taky technika kalcifikace tvrdé tkang, kterou dokazou zabezpecit
bioaktivni keramiky jako skla na bazi fosfore¢nanu vapenatého s bioaktivnimi slozkami.
Adekvatni material pro scaffoldy k regeneraci tvrdych tkani tedy piedstavuje kombinace bi-

opolymeri s bioaktivnimi anorganickymi latkami. [10]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem praktické ¢asti této bakalaiské prace byla piiprava polymernich nanovlaken metodou
elektrostatického zvlaknovani z polymernich roztokt a jejich nasledna charakterizace z hle-
diska morfologie a biologickych vlastnosti. Morfologie nanovlédken, véetné priméru vla-
ken, jejich uniformity a povrchové struktury, byla analyzovana pomoci skenovaci elektro-
nov¢é mikroskopie (SEM), ktera umoznila detailni zobrazeni a hodnoceni kvality vlakenné

struktury.

Dale bylo cilem otestovat biokompatibilitu a cytotoxicitu nanovladken prostrednictvim
MTT testu, ktery slouzi k méfeni metabolické aktivity bun¢k a ovéteni, zda material nevy-
volava nezadouci reakce. Tento test je kliCovy pro posouzeni bezpe¢nosti nanovldken pro
potencialni biomedicinské aplikace. Esencidlni schopnosti je také adheze a proliferace bunck
na povrchu daného materialu, které byly studovany pomoci fluorescenéni mikroskopie. Flu-
orescencni znaceni aktinovych vlaken cytoskeletu a jaderné DNA bunék umoznilo sledovat

interakce bunék s povrchem nanovlaken v prubéhu casu.
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5 MATERIALY

5.1 Chemikalie

Pro pfipravu polymernich roztoka byly pouzity tyto chemikalie: kyselina octova (Sigma-
Aldrich, USA), chitosan o stfedni molekulové hmotnosti 190-310 kDa (Sigma-Al-
drich, USA), polyethylen oxid o molekulové hmotnosti 600 kDa (PEO, Sigma-Al-
drich, USA), dialdehyd celuldzy (DAC, ptipraven na CPS UTB, Ceska republika) a polypy-
rrol (PPy, pfipraven na CPS UTB, Ceska republika).

Soucasti kultivaéniho média bylo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Bi-
osera, Francie), calf serum (krevni sérum z telat, Biosera, Francie) a mix antibiotik penicilin-
streptomycin (Biosera, Francie). Pro testovani cytotoxicity bylo pouzito MTT (3-(4,5-dime-
thylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromid, Duchefa biochemie, Nizozemsko) a roz-
tok DMSO (dimethylsulfoxid, Duchefa biochemie, Nizozemsko). U fluorescencni mikro-
skopie byl pro piipravu 4% roztoku formaldehydu pouzit 37% formaldehyd (Penta chemi-
cals, Ceska republika) a UPW (ultra pure water). Déle byl pouzit 0,5% Triton (Sigma-Al-
drich, USA) a fluorescen¢ni barviva AktinRed 555 (Invitrogen, USA) a Hoechst 33258 (In-
vitrogen, USA). Pti obou testech bylo vyuZito také PBS (fosfatovy pufrovany fyziologicky

roztok, Biosera, Francie).

5.2 Pouzita bunécna linie

Pro testovani cytotoxicity a bunécéné proliferace byla podle normy ISO 10993 pouZita bu-
nécna linie NIH/3T3, coz jsou fibroblasty z embryonalni tkdné¢ mysi. Tyto bunky jsou
vhodné pro rizné testy zejména diky své odolnosti a snadné kultivaci. Jejich kultivace se
provadi v kultivaénim médiu obsahujicim DMEM o koncentraci 13,46 g-1"!' s piidavkem calf

sera v koncentraci 10 obj.% a 1 obj.% antibiotik penicilinu a streptomycinu o koncentraci

100 mg'ml.

5.3 Pristroje a pomucky

Béhem experimentu byly pouZity tyto pfistroje: Susarna vakuova MEMMERT VO400 v¢.
skiinky (MEMMERT GmbH + Co. KG, Némecko), zatizeni na piipravu nanovldken Spin-
Line 40 (SPUR as., Ceska republika), laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu HER Asafe
(Thermo Scientific, USA), fotometr INFINITE M200Pro NanoQuant (Tecan Group
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Ltd., Svycarsko), centrifuga Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Némecko), komora klimatizo-
vana CLIMACELL 222 Comfort (BMT Medical Technology, Ceska republika), biologicky
inkubator HERAcell 1501 (Thermo Scientific, USA), mikrobiologicky mikroskop Leica DM
IL LED Fluo (Leica Microsystems, Némecko), fluorescencni mikroskop Olympus IX81 s fa-
zovym kontrastem (Olympus Corporation, Japonsko), tiidimenzionalni tfepacka GFL 3012
(GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Némecko), skenovaci elektronovy mikroskop Nova
NanoSEM 450 (FEI, USA/Nizozemsko), zafizeni na ptipravu ultracisté vody — Siplicity UV
systém (Merck Millipore, USA/Némecko), vdha semimikro XA 82/220/R2 Radwag (Rad-
wag, Polsko), automatické pipety a multikanalova pipeta (Eppendorf, Némecko) a dalsi

drobné pomticky chemické a biologické laboratote.
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6 METODIKA

6.1 Priprava nanovlaken

Polymerni vldkna byla pfipravena metodou elektrostatického zvlakiovani. Samotnd pfi-
prava nanovlaken zahrnovala 2 €asti — pfipravu polymernich roztoku a jejich nasledné elek-
trostatické zvlaknovani do finalnich nanovlaken. Nasledn¢ probéhlo zhodnoceni jejich
vzhledu a struktury pomoci SEM. V nasledujicich podkapitolach jsou detailné popsany jed-

notlivé kroky ptipravy polymernich vlaken.

6.1.1 Priprava polymernich roztoki

Pted samotnym procesem elektrospinningu bylo nutné pfipravit homogenni polymerni roz-
toky. Celkem byly pfipraveny 4 polymerni roztoky chitosanu s ptidatnymi latkami s riznymi
funkcemi a v riiznych pomérech. Pridavek PEO (polyethylenoxidu), ktery byl obsazen ve
vSech roztocich, zajiStoval snadngj$i zvlakiiovani. Ve 3 roztocich byl navic obsazen DAC
(dialdehyd celulozy), ktery ma funkci sitovadla. Posledni roztok obsahoval krom& PEO
a DAC jesté 1 ptidavek PPy (polypyrolu), ktery byl vyuzit pro svoji vodivost.

6.1.1.1 Chitosan + PEO

V 70% roztoku kyseliny octové byl postupné rozpustén chitosan o koncentraci 20 mg'ml'.
Po jeho rozpusténi byl pomalu pridavan PEO tak, aby nedoSlo k jeho shlukovéni. Tyto latky
byly michany v poméru chitosan:PEO = 5:1. Po pfidani byla reak¢ni lahev obalena aloba-

lem, aby se zabranilo Uniku tepla a roztok byl pfi 35 °C michédn po dobu 1,5 hodiny.

Po vytvofeni homogenni smési byl vysledny roztok o objemu 200 ml ptefiltrovan pies
sklenény filtr pro odstranéni zbylych necistot. Prefiltrovany roztok byl svétle naZloutly, coz

znacilo, ze nedochézelo k jeho degradaci.

Nakonec bylo potfeba z roztoku polymeru odstranit vesSkeré vzduchové bubliny, aby
byla zachovana jeho homogenita a byl zajistén plynuly pritbéh procesu zvlakiovani. Odply-
néni roztoku bylo provedeno umisténim nadoby s roztokem do suSarny vytemperované na
40 °C na 20 minut. Finalni roztok s koncentraci 20 mg'ml!, obsahem 70% kyseliny octové

a pomérem chitosan:PEO = 5:1, mél viskozitu 2,65 Pa-s a vodivost 843 uS-cm™.
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6.1.1.2 Chitosan + PEO + 3 mol.% DAC

V kyselin€ octové o koncentraci 87,5 % byl za stdlého michani a teploté 45 °C rozpustén
chitosan o objemu 160 ml, koncentraci 25 mg'ml™! a v poméru chitosan:PEO = 4:1 (rovnice
1). Nasledné se reakcni lahev zabalila do alobalu pro konstantni teplotu a ponechala se na
ohtivaci s michadlem zhruba hodinu a piil pro dokonalé rozpusténi chitosanu. Mezitim byl
ptipraven roztok DAC o koncentraci 3 mol.%. Vypoc¢itané mnozstvi DAC (rovnice 3) bylo
rozpusténo ve 42 ml destilované vody po dobu 1 hodiny pti 70 °C. Dalsim krokem bylo
zchlazeni roztoku DAC, aby se mohl pfidat k roztoku chitosanu s PEO. Po ochlazeni byl
roztok DAC o objemu 40 ml napipetovan k chitosanu s PEO a smés byla ponechéana pies
noc na michacce pii 1200 rpm. Nasledujici den byla provedena filtrace a odplynéni, po nichz
nasledovalo zvldkiovani. Vysledny roztok o objemu 200 ml mél koncentraci chi-
tosanu 20 mg'ml!, koncentrace kyseliny octové byla 70 % a chitosan ku PEO byly v poméru

4:1.

U druhého roztoku stejného sloZeni byly provedeny obdobné kroky jako u ptedchoziho
roztoku obsahujiciho chitosan, PEO a DAC, avSak s ur€itymi upravami. Divody pfipravy
druhého roztoku o stejném slozeni jsou uvedeny ve vysledcich a diskuzi v kapitole 7.1. Nej-
prve byl pfipraven roztok chitosanu s PEO v jedné reakéni nadob¢ a roztok DAC v druhé.
Roztok chitosanu s PEO byl nasledné prefiltrovan, a poté byl roztok DAC postupné napipe-
tovan k roztoku chitosanu s PEO. Smés byla michana zhruba 30 minut a nasledné¢ byla po-
drobena odplynéni v susarné pii 40 °C po dobu 20 minut. Vysledny roztok o objemu 200 ml
mél koncentraci 20 mg'ml!, koncentrace kyseliny octové byla 70 % a chitosan ku PEO byly
v poméru 4:1. Vodivost tohoto roztoku byla 845 uS-cm™.

Rovnice 1 Vypocet potiebné hmotnosti PEO pro roztok v poméru CHIT:PEO = 4:1

20mgna 1 ml CHIT............ 5 mg PEO
4000 mgna 200 mI CHIT......... x mg PEO
IgPEO.................. 40 ml CHIT
) ST 42 ml CHIT
42 -1
X ="
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x = 1,05g PEO

Rovnice 2 Vypocet latkového mnozstvi DAC, chitosanu a hmotnosti DAC v roztoku poly-
meru chitosanu s 3% moléarni koncentraci

n __ Xpac " NcHIT
P4 T —pac

n _meyr 0,02
CHIT ™ Memr 169,53

= 0,00011797 mol

xDAC ' TlCHIT _ 0,03 " 0,00011797
1 — xpac 1 —0,03

Npac = = 3,6487 - 107° mol

Mpacvimicmr =N M = 3,6467 -107°- 160,12 = 0,00058422 g = 0,58422 mg
Mpac = Mpacvimicarr * Vemr = 0,58422 - 200 = 116,844 mg DAC
Kde: npac, ncarr — latkové mnozstvi DAC, latkové mnozstvi chitosanu [mol]
xpac — molarni procento DAC v roztoku polymeru [-]
m — hmotnost [g]/[mg]
M — molarni hmotnost [g'mol™]

Vcuir — objem roztoku polymeru chitosanu [ml]

Rovnice 3 Vypocet obsahu DAC ve 42 ml roztoku DAC

116,844 mg............ 40 ml
XN et tttinaaaaaaes 42 ml
B 116,844 - 42
YT 40

x = 122,6862 mg DAC ve 42 ml roztoku DAC

6.1.1.3 Chitosan + PEO + 1 mol.% DAC

Tento roztok byl pfipraven stejnym zplsobem, jako piedesly roztok chitosanu s PEO
a 3 mol.% DAC, pouze byla koncentrace DAC snizena ze 3 mol.% na 1 mol.%. Co se tyka
vodivosti, byla naméfena stejna hodnota jako u roztoku s 3 mol.% DAC, tedy 845 uS-cm.

Koncentrace roztoku chitosanu byla opét 20 mg'ml™! a pomér chitosan:PEO = 4:1.
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6.1.1.4 Chitosan + DAC + PEO + PPy

Pii ptipravé posledniho roztoku bylo vypocitané mnozstvi DAC (rovnice 3) rozpusténo ve
40 ml destilované vody v jedné reak¢ni nadob¢ a v druhé byl chitosan rozpustén ve 160 ml
87,5% kyseliny octové, tedy na koncentraci 25 mg'ml™! jako v ptipadé roztoku chitosanu
s PEO a 1 mol.% DAC. Nésledné byl do roztoku chitosanu pomalu pfidan PEO, ktery byl
opét v poméru chitosan:PEO = 4:1. Po jejich Gplném rozpusténi byl roztok prefiltrovan a
nasledné obohacen o PPy v mnozstvi 5 hm.% vic¢i chitosanu (rovnice 4). Po diikkladném
promichani byl roztok DAC o objemu 40 ml pfidan ke smési chitosanu, PEO a PPy. Nakonec
byl roztok o objemu 200 ml a koncentraci 20 mg'ml! t&sné pied zvlakiiovanim kratce od-
plynén v susarné pti 40 °C.

Rovnice 4 Vypocet ptidavku 5 hm. % PPy do roztoku chitosanu s PEO

x =0,2 g=200 mg PPy

21,87 mg PPy............... v 1 ml roztoku PPy
200mgPPy....ccvennnn... x ml roztoku PPy
~200-1
X = 21,87

x =9,145 ml PPy

6.1.2 Elektrostatické zvlaknovani

Postup pro zavedeni polymernich roztokl do pfistroje byl pro vSechny roztoky stejny. Roz-
tok byl nabran pomoci plastové injek¢ni stiikacky tak, aby neobsahoval bubliny. Pfipadné
bubliny byly odstranény a roztok byl aplikovéan ptes hadicku do zvldkiovacich trysek. Na-
sledn¢ byla stfikacka umisténa do injekéni pumpy, ktera zajistila postupné a kontrolované

vytlacovani roztoku.

Kazdy z roztokii byl zvlakinovan na polypropylenovy substrat, kdy proces probihal ve
dvou listach s dohromady 16 zvlaknovacimi tryskami. Pouze u roztoku chitosanu s PEO

a 1 mol.% DAC byla vyuzita jen 1 lista, tedy 8 jetd. Vzdalenost mezi sbéracem a témito
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listami byla 21 cm. VSechny zvlakiovaci cykly bézely pfi relativni vlhkosti 33 % a teplote

23 °C. Dalsi parametry ovliviiujici zvlakiiovani byly jiz pro kazdy roztok odlisné.

U roztoku chitosanu s PEO s koncentraci 20 mg'ml™! a pomérem 5:1 byla nastavena
rychlost vytladovani roztoku do jedné listy na 0,08 ml-min’!. Napéti aplikované pti zvlakio-

vani bylo 70 kV a samotné zvlakiiovani probihalo po dobu 60 a 90 min.

Roztok chitosanu s PEO a 3 mol.% DAC v poméru chitosan:PEO = 4:1 byl vytlatovan
rychlosti 0,03 ml'min™ platnou pro jednu listu. Zde bylo napéti nastaveno na 60 kV. Pro
roztok chitosanu s PEO a 1 mol.% DAC bylo pouzito napéti 75 kV s celkovou rychlosti vy-
tlaovani polymeru 0,12 ml-min™'. Cyklus spinovéani obou roztokl béZel 60 minut. Proces
zvlakiiovani probihal u viech roztokd na zafizeni SpinLine 40 (SPUR as., Ceska republika)

uvedeném na obrazku 8.

Obrazek 8 Zatizeni pro elektrostatické zvlakiovani

(zdroj: [32])
6.1.3 Analyza SEM

Z nanovléken byly vystfizeny malé vzorky, které se nasledné pfipevnily pomoci oboustranné
nanouhlikové pasky k podstavci a nevodivé vzorky byly potaZeny tenkou vrstvou nanocastic
zlata a palladia. Tento krok eliminoval akumulaci naboje, ktera by jinak mohla vést ke zkres-
leni obrazu, nizkému kontrastu nebo Spatnému rozliSeni. Nanovlakna byla analyzovana ra-
strovacim elektronovym mikroskopem Nova NanoSEM 450 (FEI, USA), ktery byl provo-

zovan pii urychlovacim napéti 5 kV.
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6.2 Bunécné testovani

Pfed samotnym zacatkem bunécného testovani se musela nanovlakna vysterilizovat. Sterili-
zace byla provedena pomoci UV zafeni po dobu 30 minut. Stejny zptsob sterilizace byl

pouzit i pro nadobu, ve které byla nanovlakna nasledn¢ uskladnéna pro dal$i postupy.

6.2.1 Priprava extrakti

Pro ziskéni extrakti byl zkazdého druhu nanovldkna vystiithnut vzorek o rozméru
4x3 cm, ktery byl nasledné situovan do 15 ml zkumavky posléze doplnéné o Zivné médium
v koncentraci 6 cm*ml . Poté byly zkumavky se vzorky vloZeny do tfepacky umisténé v in-
kubatoru vytemperovaném na 37 °C. Extrakce probihala 24 hodin a byla provedena podle

normy CSN EN ISO 10993 — Cast 12.

6.2.2 Pasazovani

V prvnim kroku byly buniky v kultiva¢ni nadobé& ptekontrolovany pod optickym mikrosko-
pem. Po kontrole Zivotaschopnosti bun¢k se z kultiva¢ni nddoby odsalo Zivné médium
a bunky byly proplachnuty 15 ml PBS (pufru). Nasledn¢ se PBS odsalo a do nadoby bylo
pfidano 7,5 ml trypsinu za i¢elem uvolnéni buné€k ptichycenych na sténé kultiva¢ni nadoby.
Kultivaéni nadoba byla umisténa do inkubétoru, ve kterém byla udrZzovana teplota 37 °C, do-
kud se veskeré bunky neuvolnily. Trypsin v8ak pii dlouhém ptsobeni mize buniky posko-
dit, proto se vystavuji jeho vlivu maximalné po dobu 20 minut. Buiiky byly opét zkontrolo-
vany pomoci optického mikroskopu a poté se k bunikdm s trypsinem ptidalo stejné mnozstvi
média, aby se trypsin zneutralizoval. Cela tato smés byla pfevedena do nové 15ml zkumavky
a ta byla umisténa do centrifugy s nastavenim rychlosti to¢eni 1100 rpm po dobu 3 min pfi
teplote 37 °C. Builky ve zkumavce se usadily na dno a vznikly supernatant se opatrné odsal.

Bunky se natfedily na poZadovanou koncentraci v zavislosti na pouZitém testu.

6.2.3 Cytotoxicita

Cytotoxicita je nejpodstatnéj§im parametrem materialu pro jeho dalsi vyuziti v biologickych
systémech. Zda jsou nanovlakna pro buiiky cytotoxicka bylo otestovano pomoci MTT testu.
Do 96 jamkové desti¢ky byly nasazeny buiiky o koncentraci 2x10° bunék-ml™! média podle
normy CSN EN ISO 10993 — Cast 5. Desti¢ka se nasledn& umistila do inkubatoru o teploté
37 °C a ponechala se zde na 24 hodin.
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Nasledujici den byly buniky zkontrolovany pod mikroskopem pro potvrzeni jejich rastu.
Dalsi postup zahrnoval odsani zivného média z bunck, ke kterym se poté pfidal extrakt na-
novldkna pfipraven podle kapitoly 6.2.1 o koncentraci 100 %, 90 %, 75 %, 50 %, 25 %
a 10 %. Extrakt byl u bun¢k ponechédn opét po dobu 24 hodin v inkubatoru.

Po uplynulém cCasovém intervalu se z bun¢k odstranil extrakt, ptidal se roztok MTT
o koncentraci 0,5 mg'ml™ a desti¢ka se odloZila na 4 hodiny do inkubatoru. Béhem této doby
bunky prostfednictvim mitochondrii MTT Zluté barvy zpracovavaji a stava se z n¢j fialovy
formazan. Déle se z bun¢k odsdlo médium, byl aplikovan DMSO a za jemného tiepani bé-
hem 15 minut byly rozpustény vSechny vytvotené krystaly formazanu. Nakonec se zméfila
absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 690 nm. Timto zplisobem byla otestovana

cytotoxicita vSech extraktl jednotlivych koncentraci.

Pti zpracovani vysledkd byly ze souboru hodnot absorbanci reference a jednotlivych
koncentraci extraktii vyfazeny odlehlé¢ hodnoty a ze zbylych byl vypocitan primér a jeho
odchylka. Vysledna viabilita bun€k byla zjisténa pfepoctem absorbance na zivotaschopnost

pomoci vzorce:

Rovnice 5 Prepocet absorbance na viabilitu buné€k pti dané koncentraci

sivotasch £ 106 = hodnota absorbance [1] 100
Zivotaschopnost [%] = priumérna hodnota absorbance reference [1]

Kde: Reference — bunky bez vlivu extraktu v ¢istém médiu

Statistické rozdily mezi referenci a jednotlivymi koncentracemi byly zjistény pomoci

testu jednosmérné ANOVY pomoci softwaru GraphPad Prism.

6.2.4 Rust na povrchu

Schopnost adheze a proliferace bun¢k na nanovldknech byly dal§imi testovanymi atributy.
Z nanovldken byly vyfezany vzorky tvaru kolecka o priméru cca 1 cm a nasledné byly
vzorky vloZeny do 12 jamkové desticky. Do jamek byly nasazeny buniky o koncentraci
2% 10° bunék/ml kultivaéniho média a desti¢ka byla uloZena do inkubétoru na 24 hodin, aby
se umoznila bunécna adheze. Poté byla morfologie a mnozstvi bunék zkoumana pod flu-
orescencnim mikroskopem. Pro tento krok byla bunécnd jadra a cytoskelet oznaceny flu-

orescencnimi barvivy.
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6.2.4.1 Fluorescencni mikroskopie

Pro zviditelnéni bun¢k pod mikroskopem, byla bunécné jadra a cytoskelet oznaceny flu-
orescen¢nimi barvivy. Nejdiive prob¢hla fixace a permeabilizace bunék. Z bunck se odsalo
médium a pfidal se k nim 4% roztok formaldehydu, ktery buiiky zafixoval. Po 15 minutach
se formaldehyd odstranil a buiiky byly proplachnuty PBS. Déle se ptidal 0,5% roztok tri-
tonu X pro zvyseni permeability bunék. Triton se v§ak nechal pisobit jen kratce, maximalné
5 minut, protoze pii delSim pisobeni bunky poskozuje. Nasledné se roztok tritonu od-

sal, buiiky se dvakrat proplachly pomoci PBS a tieti davka jiz byla ponechana.

K buiikdm doplnénym o PBS bylo aplikovano barvivo Hoechst 33258 o koncentraci
5 ng'ml!, které se vaze na DNA v jadfe bunék a jedna kapka barviva ActinRed, které barvi
aktinova vldkna cytoskeletu. Barviva jsou fotosenzitivni a pfi ptisobeni svétla se vysve-
cuji, proto byla desticka uloZena do inkubatoru, ve kterém je tma, a barviva se nechala pi-

sobit 20-30 minut. Nakonec byly buiiky zkoumany pod fluorescen¢nim mikroskopem.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Priprava roztoki a elektrostatické zvlaknovani

Prvnim pfipravenym roztokem polymeru byl roztok chitosanu s PEO o koncentraci
20 mg'ml™!' a poméru chitosan:PEO = 5:1. Pfed spinovanim bylo viditelné, Ze roztok je dobie
piipraveny. Barva roztoku byla idealni, lehce nazloutl4, tudiz nedoslo k degradaci. Zaroven
roztok neobsahoval zadné bubliny, takze byl vhodny pro elektrostatické zvlaknovani. Po
zmeéteni viskozity a vodivosti se roztok zvlakinoval po dobu 60 a 90 minut. Zvlakinovani bylo

uspésné, coz potvrdila i analyza SEM.

Obrézek 9 Fotografie vzorkl chitosanu s PEO zvlékiiovanych 60 minut (vlevo) a 90 minut
(vpravo)

(zdroj: vlastni)

DalSim pfipravenym roztokem polymeru byl roztok chitosanu s PEO a 3 mol.% DAC.
Po smichéni roztoku chitosanu s PEO s roztokem DAC a odplynéni byla smés vizualné v po-
radku. Avsak pii elektrostatickém zvldknovani namisto tvorby vldken dochazelo ke gelova-

téni. Proto byl roztok pfipraven znovu.

S druhym pokusem o pfipravu tohoto roztoku byl zaroven pfipravovan i roztok s PPy.
Pti piipravé obou smési se nejdiive pfipravil roztok chitosanu s PEO a roztok chitosanu
s PEO a PPy o koncentraci chitosanu 25 mg'ml™!' a poméru chitosan:PEO = 4:1. Po ptefiltro-
vani obou roztokl a az tésné pied spinovanim byl ptidan roztok DAC k roztoku chitosanu
a PEO. Poté nasledovalo odplynéni. Ani tato uprava postupu vSak nezajistila Gspésné

zvlakfiovani.
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Po zvézeni vSech moznosti, jak upravit podminky, aby byl roztok chitosanu s PEO
a DAC schopen tvorby nanovléken, se pfistoupilo ke snizeni molarni koncentrace DAC
ze 3 mol.% na 1 mol.%. Tento krok se ukazal jako pozitivni, protoze roztok jiz disponoval
schopnosti tvofit nanovlakna. Timto zpusobem podlehl Upravé pouze roztok chitosanu
s PEO a DAC, roztok s PPy se jiz neupravoval, a tudiz nanovlakna tohoto roztoku vytvotena
nebyla. Viskozita nebyla métfena v roztocich obsahujicich DAC, jelikoz dochazelo k jejich
rychlému gelovaténi. Z toho ditvodu bylo nutné provést zvlaknovani co nejrychleji, coz ne-

umoznilo méteni viskozity.

Obrazek 10 Fotografie vzorku chitosanu s PEO a 1 mol.% DAC
(zdroj: viastni)
7.1.1 Analyza SEM

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) je pro charakterizaci nanovldken nepostradatel-
nou metodou, jelikoz poskytuje nezbytné vysoké zvétSeni a rozliSeni pro vizualizaci struktur
v nanom¢fitku, které jsou pod rozliSovacimi schopnostmi optickych mikroskopti. SEM je
technika, kterd poskytuje ptimy ditkaz, Ze procesem elektrospinningu skute¢né vznikla
vlakna. Zaroven odhaluje celkovou morfologii nanovlakenné vrstvy — jak jsou vldkna uspo-
fadana, jaké je porozita materidlu, zda jsou vlakna propojend. Dale umoziuje detailn€ pro-
hlédnout povrchovou texturu jednotlivych vldken (hladka, porézni, drsnd). Navic SEM
slouZi k identifikaci ptipadnych defekti, jako je naptiklad nekonzistence ve struktute, coz je
diilezité pro kontrolu kvality a optimalizaci procesu elektrospinningu. Celkové tedy SEM
poskytuje komplexni obraz o fyzikéalnich charakteristikach pfipravenych nanovlaken a po-

tvrzuje uspésnost jejich syntézy.
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ﬁ HV spot WD mag [J | det | mode 4 ym
° 500k 25 50mm 50000 LD SE |
Obrazek 11 Snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie nanovlaken chitosanu s PEO
zvlakinovanymi 60 minut pii zvétSeni 50 000x

(zdroj: viastni)

Ze snimku bylo patrné, ze nanovlakna chitosanu s PEO, ktera se zvlaknovala po dobu
60 minut, byla neuspotradana, tedy nebyla v jednotném sméru. Na prvni pohled nebyly vidét
zadné v¢tsi shluky €1 nedokonalosti. Nanovldkna byla hladka bez defektti. Primérna tloustka

nanovléken byla (110 + 42) nm, coz naznacuje relativné¢ homogenni tloust’ku.
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?rf HY spot WD mag [] | det | mode : 4 um
" 500kv 25 |51mm 5000x TWD SE |
Obrazek 12 Snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie nanovlaken chitosanu s PEO
zvlaknovanych po dobu 90 minut pfi zvétseni 50 000%

(zdroj: vlastni)

U nanovléken stejného slozeni pii 90 minutach elektrostatického zvlaknovani bylo
mozné pozorovat vétsi hustotu nanovlaken, nez bylo vidét u pfedchoziho snimku. I v tomhle
ptipadé byla nanovlakna hladka, bez viditelnych nerovnosti ¢i defekt. Tato nanovldkna
méla nepatrné mensi tlouStku neZ stejna nanovldkna spinovana pouze 60 minut. Primérna
tloustka byla (96 = 46) nm. I v tomto ptipadé tedy byla tloustka nanovlaken relativné ho-

mogenni.
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g | W [t WD [ mag 7 | det | mode
° 5.00kv 25 48mm 50000x|/TD SE .
Obrazek 13 Snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie nanovlaken chitosanu s PEO a
1 mol.% DAC zvlaknovanych po dobu 60 minut pfi zvétseni 50 000%

(zdroj: vlastni)

U nanovléken s pfidavkem DAC byla patrné odliSnost struktury oproti pfedchozim na-
vlastni malou sit’. Hustota nanovlaken, vzhledem k dobé zvlakiovani, byla velmi podobna
prvnimu typu nanovlaken. Rozdil byl ale patrny v jejich priméru. Nanovlakna s ptidavkem
1 mol.% DAC méla primérnou tloustku (93 + 45) nm. Celkove tedy byla tato nanovlakna
o néco tenci nez nanovldkna bez DAC. Stejné jako v pfedchozich dvou piipadech i tento

vysledek ukazuje na relativné homogenni tloust’ku.

7.2 Buné¢éné testovani

Pro posouzeni biokompatibility pfipravenych nanovlakennych materialt a jejich potencialni
vhodnosti pro biomedicinské aplikace (napft. jako nosice pro tkanové inzenyrstvi, materialy
pro kryti ran nebo soucasti implantatl) bylo nezbytné ovéfit jejich interakci s bunéénym

prostfedim. Z tohoto diivodu byla provedena jednak zkouska cytotoxicity, jejimz cilem je
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zjistit, zda material neuvoliuje toxické latky nebo sam o sobé neptlisobi Skodlivé na bunky.
Dale byla hodnocena schopnost povrchu nanovlaken podporovat adhezi a proliferaci bu-

nek, coz jsou klicové predpoklady pro GspéSnou integraci materidlu s Zivou tkani.

Pro zajisténi bezpe€nosti a u¢innosti biomateriald je dilezitym parametrem stanoveni cyto-
toxicity materiali. Vyhodnoceni cytotoxicity zahrnovalo stanoveni bunécné viability po ex-

pozici riznym koncentracim extraktli jednotlivych vzorkd.

7.2.1 Cytotoxicita
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Graf 1 Zavislost viability bun€k na koncentraci extraktu nanovlaken chitosanu s PEO v po-
méru 5:1 zvladkinovanych 60 minut

Nejvyssi absorbance byla namétfena u extraktu s koncentraci 50 %, coz znamena, ze
zde byl nejvétsi podil pfemeénéného MTT na fialovy formazan, a tedy nejvétsi mitochondri-
alni aktivita bunék. To dokazoval 1 graf 2, kde 50% extrakt ptesahoval 1 Zivotaschopnost
bune¢k u reference. Dle ISO 10993-5 je hranice viability 70 % (vyznaceno ¢ervenou linkou)

a vSechny koncentrace extraktu tuhle hodnotu pfesahuji, tudiz extrakt cytotoxicky nebyl.

Statisticka analyza rozdilti mezi referenénim vzorkem a vzorky o jednotlivych koncen-
tracich ukazala, Ze mezi referenci a vzorkem o koncentraci 50 % existuje statisticky vy-
znamny rozdil na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Hodnota p <0,05 naznacuje, ze zvolena

koncentrace mé vliv na vyslednou viabilitu bunék.
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Graf 2 Zavislost viability bunék na koncentraci extraktu nanovlaken chitosanu s PEO 5:1
zvlaknovanych 90 minut

V tombhle ptipad¢ vykazovaly bunky nejvétsi mitochondridlni aktivitu v koncentraci ex-
traktu 10 %. Extrakt dokonce podporoval riist bunék natolik, ze u Zadné z koncentraci ex-
traktu neklesla viabilita pod 100 %. Extrakt tedy nebyl pro buiiky v Zaddné koncentraci cyto-
toxicky.

Zajimavym faktem bylo, Ze extrakt z nanovlaken, ktery se zvladkioval 90 minut, v po-
rovnani s extraktem nanovlaken spinovanych 60 minut, byl podle hodnot viability pro buniky
znaéné podpirnéjsi, a to zejména v koncentracich 100 %, 90 % a 75 %. Analyzou statisticky
vyznamnych rozdilli mezi referenci a koncentracemi bylo zjiSténo, Ze mezi referenci a kon-
centraci 90 % je opravdu statisticky vyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05
a mezi referencnim vzorkem a vzorkem o koncentraci 10 % je statisticky vyznamny rozdil
na hladiné vyznamnosti a = 0,005. U obou koncentraci byla hodnota p mensi nez dana hla-

dina vyznamnosti, coz znamend, ze zvolené koncentraci mély vliv na viabilitu bunék.
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Graf 3 Zavislost viability bunék na koncentraci extraktu nanovlaken chitosanu s PEO a 1
mol.% DAC zvlaknovanych 60 minut

U extraktu s DAC byla koncentrace 90 % byla téméf na hranici Zivotaschopnosti bunék.
Naproti tomu u koncentrace 10 % viabilita bun€k zna¢né narostla. Podle dostupnych zdroji
je DAC biokompatibilni, disponuje antimikrobialnimi vlastnostmi a ma nizkou toxicitu.

Tyto atributy by mé&ly pfispivat k Zivotaschopnosti bun¢k. [33]

Pravé u koncentrace 10 % byl zjistén staticky vyznamny rozdil na hladin€ vyznamnosti
a = 0,0005. Hodnota p <0,0005 naznacuje, ze koncentrace roztoku ovlivnila viabilitu bu-
nek, a tak existuje pravdépodobnost, ze nizsi koncentrace DAC je podplrnéjsi pro viabilitu

bunék.

7.2.2 Rust na povrchu a v pfimém kontaktu

Pozorovani adheze a proliferace bun€k pomoci fluorescencniho mikroskopu je velmi pod-
statnym krokem pro zhodnoceni funk¢nosti a kvality materidlu z pohledu biologie. Diky flu-
orescen¢nim barvivliim, kterd zvyraznuji aktinova vladkna cytoskeletu a DNA v jadrech bu-
nek, se ziskavaji informace o tom, do jaké miry dany material podporuje adhezi a proliferaci
bunék. Vysledna morfologie a hustota buné€k slouzi jako indikator biokompatibility materi-

alu, nebot’ odrazeji, jak bunky dané prostiedi toleruji a jak se na jeho povrchu chovaji.
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200 pm

Obrazek 14 Proliferace bunék po 2 dnech na povrchu nanovlaken chitosanu s PEO
zvlakinovanych 60 minut na snimcich z fluorescencniho mikroskopu pii zvétseni 100x: a)
Cernobily snimek bunék na rozhrani materialu, b) aktinova vlakna cytoskeletu bunék, c)
DNA v jadte, d) aktinova vladkna a jaderna DNA

(zdroj: vlastni)

Na obrazku 14a je zobrazen bunécny rist v pfimém kontaktu s nanovlakny. Z pozoro-
vani vyplyva, Ze k zddné inhibici ristu nedochazelo. Buiiky v kontaktu s materidlem si plné
zachovaly zivotaschopnost i1 svou typickou fyziologickou morfologii. Na snimcich z flu-
orescencniho mikroskopu je mozné pozorovat proliferace bun€k na daném materidlu. Na
nanovlaknech z chitosanu a PEO zvlédknovanych 60 minut buniky nevykazovaly po 2 dnech
vyrazny narist. Z obrazku 14 b-d je ziejmé, ze buniky mély spiSe kulovity tvar a vyskytovaly
se ve shlucich, coz poukazuje na skute¢nost, Ze bunky nebyly schopny dostatecné prolifero-
vat. Proto byly snimky pofizeny jesté po 5 dnech, aby se zjistilo, zda jsou buniky vibec

schopny na tomto materialu proliferovat (obrazek 15).
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Obrazek 15 Proliferace bun¢k po 5 dnech na povrchu nanovlaken chitosanu s PEO
zvlaknovanych 60 minut na snimcich z fluorescen¢niho mikroskopu pfi zvétSeni 100x: a)
aktinova vlak-na cytoskeletu bunék, b) DNA v jadfe, c) aktinova vlakna a jadernd DNA

(zdroj: vlastni)
Ze snimki pofizenych po 5 dnech je patrné, Ze ani s delSi dobou kultivace nedoslo

k vyraznému nartstu poctu bunék a stale si udrzely kulovity tvar. Na tomto materidlu tedy

buiiky neprokazaly schopnost proliferace.
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Obrézek 16 Proliferace bun€k po 2 dnech na povrchu nanovlaken chitosanu s PEO
zvlaknovanych 90 minut na snimcich z fluorescencniho mikroskopu pii zvétseni 100x%: a)
cernobily snimek bunék na rozhrani materialu, b) aktinové vlakna cytoskeletu bunék, c)
DNA v jadre, d) aktinova vlakna a jaderna DNA

(zdroj: vlastni)

Stejné€ jako v predeslém ptipad¢, buniky v pfimém kontaktu s nanovlakny chitosanu
s PEO zvldknovanych 90 minut nevykazovaly Zzadné abnormality (obrazek 16a).
Avsak, oproti nanovlakniim chitosanu s PEO zvladkiovanym 60 minut, buiikky na povrchu
nanovlaken stejného sloZeni zvlaknovanych 90 minut vykazovaly mnohem vétsi schopnost
proliferace, jak je patrné ze snimkl vySe (obrazek 16). Buiiky nemély kulovity tvar typicky
pro klidovy stav, ale naopak byly hezky rozprostfené. Tato morfologie je vysledkem akti-
nové polymerizace a reorganizace cytoskeletu, které jsou esencialni pro bunécnou adhezi
a proliferaci. Divodem znac¢né lepsi proliferace na nanovldknech spinovanych 90 minut byla
s nejveétsi pravdépodobnosti hustota nanovlaken. Vétsi prostory mezi jednotlivymi nano-
vlakny totiZ mohly znamenat horsi podminky pro adhezi a naslednou proliferaci bunék, a pa-

trné z toho diivodu buniky Iépe proliferovaly na hustSim materialu.




52 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Obrazek 17 Proliferace bun¢k po 2 dnech na povrchu nanovlaken chitosanu s PEO
a 1 mol.% DAC zvléknovanych 60 minut na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu pfi
zvétSeni 100x: a) Cernobily snimek bunck na rozhrani materidlu, b) aktinova vldkna cytos-
keletu bun¢k, c) DNA v jadre, d) aktinova vlakna a jadernda DNA

(zdroj: vlastni)

Obrazek 17a demonstruje, jak buniky rostou v pfimém kontaktu s nanovldkennym ma-
teridlem s ptidavkem DAC. Vysledky zde ukazuji, jak v ptedeslych ptipadech, absenci ja-
kékoliv inhibice. Pti pozorovani proliferace bun¢k po 2 dnech pfimo na povrchu materialu
z chitosanu, PEO a DAC byla ale patrna neidealni morfologie bunék (obrazek 17). Bunky
meély, stejné jako v pfipadé€ chitosanu s PEO zvlaknovanych 60 minut, kulovity tvar a vy-
skytovaly se ve shlucich, coz svédcilo o tom, ze buiiky dostatecné neproliferovaly. I ptes
pozitivni vlastnosti DAC, které¢ jsou zminény vySe v kapitole 7.2.1, buiikky na tomto materi-
alu neproliferovaly v takové mife jak na materialu bez DAC zvlakiiovaném po dobu 90 mi-
nut. AvSak ve srovnani s nanovldkny spinovanymi po dobu 60 minut bylo pozorovano hustsi
a homogenné;jsi osidleni bunék s ptfidavkem DACu. Napftic¢ tomu, Ze po dvou dnech prolife-
race bunky na nanovlaknech s DAC tvofily shluky, snimky potizené po 5 dnech dokazuyji, Ze
pfi delsi dobé kultivace byli buniky schopny se postupné rozristat (obrazek 18), zatimco
u nanovldken bez obsahu DAC toho buiiky schopné nebyli. Proto je mozné jednoznacné

potvrdit, Ze pfidavek DAC m¢l na proliferaci bun¢k pozitivni vliv.
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a)

Obrazek 18 Proliferace bunck po 5 dnech na povrchu nanovldken chitosanu s PEO
a 1 mol.% DAC zvlakiiovanych 60 minut na snimcich z fluorescencniho mikroskopu pfi
zvétSeni 100x: a) aktinova vlakna cytoskeletu bunék, b) DNA v jadre, c) aktinové vldkna a
jadernd DNA

(zdroj: vlastni)

Struc¢né shrnuto, buiiky mySich fibroblastl prokazaly schopnost riist v pfimém kontaktu
se vSemi tfemi testovanymi typy nanovlakennych materialii. Toto zjisténi je pln€ v souladu
s vysledky predchozich testt cytotoxicity (MTT test), které potvrdily, Ze pfipravené materi-

aly nejsou pro bunky toxické a nevyvolavaji nezadouci cytotoxickou odpoved..

Prestoze vSechny vzorky umoznily adhezi a rGst bunék, byly mezi nimi pozorovany
rozdily v mife ndsledné bunécné proliferace a v morfologii bunék. Nejlepsi podminky pro
proliferaci a rozprostieni bunék do typické vietenovité morfologie poskytl material z chi-
tosanu s PEO zvlakiiovany po dobu 90 minut. Na zbyvajicich dvou materialech (chitosan
s PEO zvlakiiovany 60 minut a chitosan s PEO a DAC zvldknovany 60 minut) byla bunécna
proliferace pomalejsi a buiniky si ¢ast&ji zachovavaly spiSe kulovity tvar, zejména v ranych
fazich kultivace. U vzorku chitosanu s PEO a DAC zvldknovaného 60 minut bylo nicméné
pozorovano postupné zlepSovani bunécného ristu a mirné zvyseni proliferace s prodluzujici

se dobou kultivace.
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ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo vytvofit polymerni nanovldkna na béazi chitosanu techno-
logii elektrostatického zvlaknovani a nasledné zhodnotit jejich biokompatibilitu s linii my-
Sich fibroblastl. Celkem byly uspésné ptipraveny 3 druhy nanovlaken, a to nanovlakna chi-

tosanu s PEO spinovana po dobu 60 minut, nanovlakna chitosanu s PEO spinovana po dobu

90 minut a nanovlékna chitosanu s PEO a 1 mol.% DAC spinovana po dobu 60 minut.

Proces elektrostatického zvlaknovani je komplexni a jeho Gspésnost zavisi na fadé vnitinich
1 vn&jSich faktort, mezi které patii naptiklad zvolené napéti, viskozita polymernich roz-
tokt, vlhkost okolniho prostfedi nebo i koncentrace latek obsazenych v roztocich. V ramci
této prace se jako klicovy parametr pro Uspé$né zvlaknovani roztokt s DAC ukéazala byt
prave jeho koncentrace. Pti plivodné testované koncentraci 3 mol.% dochézelo ke gelovaténi
roztoku, coZ znemoznilo formovani vldken. Usp&$né piipravy nanovliken s DAC bylo do-
sazeno az po snizeni koncentrace na 1 mol.%. Tento jev byl pravdépodobné zptisoben vyso-
kou reaktivitou Cerstvé syntetizovaného DAC. Ptipravené nanovldkenné materialy byly na-
sledn¢ analyzovany pomoci SEM, ktera u vSech tfi typl vzorki potvrdila tvorbu nanovlaken
s relativné homogenni tlouStkou. Nésledny test cytotoxicity MTT prokdzal domnénku, Ze
ani jeden z materiali nevykazoval cytotoxické ucinky. Naopak bylo zjisténo, ze urcité kon-
centrace extrakt podporovaly viabilitu bun¢k. Hodnoceni bunééné adheze a proliferace uka-
zalo, Ze bunky nejlépe proliferovaly na nanovldkenném materidlu z chitosanu a PEO
zvlaknovaném 90 minut. Tento pozitivni vysledek lze pfisoudit zvySené hustoté nanovla-
kenné sité, dosazené delsi dobou zvladknovani, kterd pravdépodobné piispéla k efektivnéj-
Simu rozprostfeni buné€k a jejich pevnéjsi adhezi prostfednictvim vét§siho mnozstvi kontakt-
nich bodi. U zbylych dvou materiali naopak nebyla proliferace vyrazna a buiiky si zacho-
vavaly kulovitou morfologii. OvSem u nanovlaken chitosanu s PEO a 1 mol.% DAC
zvlaknovanych 60 minut vysledky naznacuji, Ze s delsi dobou kultivace bun¢k na materialu

dochézelo ke zvySeni bunécné proliferace.

Ziskané vysledky naznacuji, ze véts$i hustota nanovldken pozitivné ovliviiuje proliferaci
buné€k, a tudiz nanovldkna chitosanu s PEO zvldkiiovand 90 minut by v biomedicinskych
aplikacich mohla byt vhodna napftiklad pro scaffoldy v oblasti regeneraci mékkych tkéni, re-
generace nervoveé tkané nebo pfi ptipravé materialti pro hojeni ran. Nanovlékna chitosanu
s PEO a DAC zvldkiiovanych 60 minut, u nichz byl pozorovan nartst proliferace v del§im
c¢asovém horizontu, by mohla byt perspektivni pro aplikace vyzadujici postupné osidlovani

materidlu bunikami, naptiklad v tkanovém inzenyrstvi specifickych tkani nebo pro materialy
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podporujici vaskularizaci. Nanovladkna na bazi chitosanu a PEO by vzhledem k velmi nizké
mife bunécné proliferace nasla uplatnéni jako bariérové materidly, do¢asné kryci vrstvy
nebo nosice pro fizené uvolnovani 1éCiv, kde rychld integrace s okolni tkani neni primarnim
pozadavkem. Specifického medicinského ucinku ¢i rozsifené funkcnosti by nanovldkna
mohla nabyt prostfednictvim inkorporace 1é¢iv ¢i dalSich bioaktivnich latek ptimo do jejich
struktury.

YV v

Tato prace uspésné demonstrovala piipravu biokompatibilnich nanovldkennych mate-
ridll na bazi chitosanu s odliSnymi charakteristikami a naznacila jejich potencidl pro dalsi

vyzkum a mozné uplatnéni v oblasti biomedicinskych aplikaci.
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ECM
DAC
DMEM
DMSO
HA
MTT
PBS
PEO
PLA
PPy

PVDF

SEM

Extracelularni matrix

Dialdehyd celulozy

Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium
Dimethylsulfoxid

Kyselina hyaluronova
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok
Polyethylen oxid

Kyselina polymlécna

Polypyrrol

Polyvinylidenfluorid

Pocet otaCek za minutu

Skenovaci elektronovéa mikroskopie



