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Seznam zkratek

PCL Polykaprolakton

PET Polyethylentereftalat

PLCL Kopolymer polylaktidu a polykaprolaktonu
ePTFE Expandovany polytetrafluoroethylen

IND Vzdalenost mezi uzly (internodal distance)
PVDF Polyvinylidenfluorid

PEO Polyetylenoxid



C. Vybrané aplikace tkanového inzenyrstvi

Treti sekce je vénovana aplikacim tkdnového inzenyrstvi, konkrétné byly vybrany
nanovlakenné kozni kryty, cévni ndhrady, glaukomové drendzni implantaty a
gastrointestinalni aplikace. Tyto aplikace jsou vyvijeny na Katedfe netkanych textilii a
nanovlakennych material. Kapitola ukazuje souhrnny pohled na jednotlivé aspekty
tkanového inzenyrstvi. Na zacatku kazdé kapitoly je popsdna stavba nahrazované tkang,
jsou rozebrany konven¢né pouzivané¢ materidly pro danou aplikaci a dale je pfedlozeno
mozné feSeni pomoci nanovlakennych materialt.



1. Kozni kryty
Jana Horakova

Diilezité pojmy: funkce kiize, pokozka, skara, podkozni vazivo, akutni / chronické rany, primarni
/ sekundarni hojeni ran, fdaze hojeni ran, popadleniny, viastnosti kozniho krytu, hydrogely,
hydrokoloidy, alginaty, polyuretanové kozni kryty, produkty pripravené postupy tkarnového
inzenyrstvi, nanovlakenné kozni kryty, NANOTARDIS

1.1. Stavba a funkce kize

Kuze tvoii souvisly pokryv celého téla, tvofi bariéru mezi organismem a vnéj$im prostfedim.
Jedna se o nejvétsi organ lidského téla, zaujima plochu 1,6-1,8 m?, tvoii asi 7% celkové
hmotnosti ¢loveéka. Jeji tloustka se pohybuje v rozsahu 0,4 mm (nejtenci je kiize na o¢nich
vickach, penisu) az 4 mm (nejsilnéj$i vrstva kiize se nachazi na zadech).

Kuze plni celou fadu funkci. Jedna se predevS§im o ochrannou funkci. Ktze zajistuje
mechanickou bariéru pted ptisobenim chemickych a fyzikalnich vlivli a prinikem patogend.
Dale ma kuze smyslovou funkci diky ptitomnosti receptorti reagujicich na teplo, chlad, tlak ¢i
poranéni. Dalsi vyznamnou funkci je termoregulace. Kuze je schopna odvadét teplo
prostiednictvim potnich zlaz a regulaci pritoku krve kizi. Na druhou stranu je teplo udrzovano
diky pfitomnosti tuku v podkozi, které ma 1 funkci skladovaci. Podili se na latkové vymeéné,
umoznuje vstiebani lipofilnich latek, tvofi se zde vitamin D. Ma také vylucovaci funkci
prostfednictvim potnich zldz a apokrinnich zlaz, které vylucuji chemické pachové signaly.
Mimo jiné ma také funkci estetickou.
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Rez lidskou k(izi: 1. rohovita vrstva; 2. germinativni vrstva; 3. mazova Zlaza; 4. kofen vlasu, cibulka; 5. potni
Zlaza; 6. cévy; 7. tukova bunka; 8. potni por; 9. vzpfimovac chlupu. Cidla: 10. bolesti; 11. doteku; 12.
tlaku. Vrstvy: 13. pokozka (epidermis); 14. Skara (dermis); 15. podkozni tkan

FADAM.

Obr. 1: Stavba kize (pokozka, skdra, podkozni vazivo).

Kuze je slozena ze 3 vrstev, jak je vidét na obrazku 1: pokoZka (epidermis), skdra (dermis) a
podkoini vazivo (hypodermis). PokoZka tvoii povrchovou vrstvu kaze. Je tvofena
mnohovrstevnym dlazdicovitym epitelem o tloust’ce cca 0,3-1,5 mm. Jeji struktura je zobrazena
na obr. 2. Obsahuje pievazné keratinocyty, v mensim zastoupeni také pigmentové buiky
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melanocyty (5%), imunitni Langerhansovy buniky a mechanoreceptory (Merkelovy bunky).
Pokozka je rozdélena do dalsich 5ti vrstev, kdy na spodiné€ epidermis se vyskytuji keratinocyty
S jadrem, v hornich vrstvach dochazi ke ztraté bunééného jadra, rohovaténi a odumirani bunék.
Zrani bun¢k od bazadlni membrany k povrchu trva ptiblizné 2-4 tydny. Pokozka neobsahuje
krevni zasobeni, buniky v blizkosti bazalni membrany jsou vyzivovany diftzi ze skary.
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Obr. 2: Struktura pokozky.

Skdra (corium, dermis) je vazivova vrstva kiize, ktera je oddélena od pokozky zvInénou bazélni
membranou (viz obr. 1). Jeji tloustka dosahuje pfiblizn¢ 0,5-2 mm. Obsahuje ptfevazné
fibroblasty, které produkuji mezibunéénou hmotu — kolagenni, elastick4 a retikulinova vlakna.
Dale se zde vyskytuji buniky imunitniho systému (makrofagy — histiocyty, Zirné burky,
lymfocyty), krevni cévy, nervy. Ve Skéfe se vyskytuji tzv. Meissnerova téliska (hmatové
receptory piitomné piedevS§im na prstech a rtech), Krauseho téliska (receptory chladu),
Ruffiniho téliska (receptory tepla). Dale se zde nachazi vlasové folikuly, mazové Zlazy, potni
7lazy. Skéra je rozdélena na 2 vrstvy — povrchova vrstva je elasticka, hlubsi vrstva je hustsi,
sloZend ptrevazné z kolagennich vlaken.

Podkozni vazivo (hypodermis, tela subcutanea) je tvofeno pievazné fidkym kolagennim
vazivem o tloustce 0,5-10 cm v zavislosti na mnozstvi tukové tkan€. Podkozni vazivo spojuje
kazi s dal§imi tkanémi jako napt. svaly, kosti, chrupavky. Vyskytuji se zde Vater-Paciniho
téliska, které¢ vnimaji dotyk a tlak. Jsou zde uloZeny tukové bunky, které slouzi jako tepelna
izolace a zasobarna energie. Mohou byt zdrojem kmenovych tukovych bunék, které jsou
Vv poslednich letech hojn€ vyuzivany v tkanovém inZenyrstvi.



1.2. Hojeni ran

Kozni poranéni jsou definovéna jako poruseni integrity kaze V disledku fyzikalniho,
mechanického ¢i termického poskozeni. Poranéni klize mtize byt klasifikovano podle nékolika
hledisek. Dle prub¢hu hojeni se rozliSuji akutni a chronické rany. Akutni rany vznikaji na
zdravé kuzi, hoji se zpravidla v kratkém casovém useku (v zavislosti na rozsahu poSkozeni) bez
vaznéjSich komplikaci. NejCastéjsi pfiCinou byvaji trazy ¢i chirurgické zakroky. Jako
chronické rany se oznacuji rany, které se i1 pies adekvatni 1écbu nelepsi po dobu delsi nez
nékolik tydnt. Pfi¢inou mize byt infekce rany, celkovy zdravotni stav pacienta. Mezi chronické
rany patii napt. bércové viedy, proleZzeniny (dekubity).

Dalsi hledisko d€leni poranéni ktize mize byt podle zpisobu hojeni, kde rozliSujeme hojeni
primarni a sekundarni. Primarni hojeni se uplatiiuje u malych ran, kde dochazi ke slepeni /
seSiti okraji rany a nevznikd nova tkan. Pii pocatecnim poranéni dochazi k aktivaci krevni
srazlivosti, kdy aktivované trombocyty a fibrin zastavi poranéni drobnych cév. Dale dochazi
k mirné aktivaci imunitniho systému, ktery zajisti regeneraci vzniklého poskozeni — dochazi
k migraci fibroblasti produkujicich kolagen, k novotvorbé cévniho zasobeni. V posledni fazi
dojde k reepitelizaci a vznik jizvy. Jako sekunddrni hojeni se oznacuje hojeni, které je spojeno
S vystavbou nové tkané€, probihd u rozsihlych poranéni, které byvaji komplikovany dalSimi
ptidruzenymi faktory. Jeho pribéh lze rozdélit do 3 fazi (Cistici, granulaéni a epitelizacni), které
jsou zobrazeny na obr. 3. Prvni faze se oznacuje jako Cistici (zanétliva) faze, trva po dobu
n¢kolika dni (3-5 dni). Dochézi k rozvoji akutniho zanétu se vSemi ptiznaky (otok, zarudnuti,
bolest, zvysena teplota). Béhem této faze dochézi k pokryti povrchu rany fibrinem. Do rany
migruji fagocyty, které odstrafiuji nezadouci slozky. Dalsi faze se nazyva granulacni, kdy
dochazi k tvorbé granulacni tkan€. Ta je tvofena pievazné kolagenem, ktery je produkovan
fibroblasty, dochazi také ke vzniku nového cévniho zasobeni. Tato faze trva delsi dobu (3-24
dni). Granula¢ni faze probihd nejlépe ve vlhkém prostiedi. Posledni fazi je epitelizace, kdy
dochazi k prertistani buné€k epitelu po nové vytvorené granulacni tkani.
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Phases of physiological wound healing. Inflammatory phase: there is the hemostasis of wounded area
and acute inflammation through the release of cytokines, growth factors and the migration of leukocytes
in the area. Proliferative phase: increase in the migration and proliferation of the keratinocytes,
fibroblasts, endothelial cells and leukocytes in the wound. Increase in the synthesis of extracellular
matrix components and improve of angiogenesis and re-epithelialization mechanisms. Remodeling
phase: extracellular matrix remodeling, with substitution of collagen Il for collagen I. Increase in the
activity of MMPs. Apoptosis of provisional endothelial cells, fibroblasts, and myofibroblasts of the injury.

Gushiken, L.F.S.; Beserra, F.P.; Bastos, J.K.; Jackson, C.J.; Pellizzon, C.H. Cutaneous Wound Healing: An Update
from Physiopathology to Current Therapies. Life 2021, 11, 665. https://doi.org/10.3390/life11070665

Obr. 3: Proces hojeni rany (Cistici, granulacni, epitelizacni faze).

Hojeni ran muze byt komplikovano pfitomnosti mikroorganismi. Z hlediska mnoZzstvi
choroboplodnych zarodki se rozliSuji rany aseptické, kontaminované a infikované. Aseptické
rany jsou Cisté rany napt. pifi chirurgickych zékrocich, kde je udrzovano sterilni prostiedi.
Bézna poranéni jsou pak obvykle tzv. kontaminovana, kde jsou mikroorganismy piitomné, ale
nevyvolavaji infekci znesnadnujici hojici proces. Infikované rdany jsou kolonizovany
mikroorganismy a znacné komplikuji proces hojeni. Infikované rany jsou provazeny hnisavou
sekreci, bolesti, horeckou a prodlouzenou dobou hojeni.

Specifickym koznim poranénim jsou popaleniny, které mohou byt zpisobeny nejenom teplem,
ale taktéz elekttinou, chemickymi latkami ¢i ozafenim. Dle zdvaznosti se déli do 4 stupnt:
popéleniny 1. stupné zasahuji pouze pokozku, projevuji se z€ervenanim kiize. Popéleniny 2.
stupné zasahuji pokozku a Skaru, na kizi je patrné zCervendni s tvorbou puchyit. Pokud
poskozeni postihne i podkozni vazivo, jedna se o popaleniny 3. stupné. Maji obvykle bilou nebo
Sedobilou barvu. Nejzavaznéjsi jsou popaleniny 4. stupné, které zasahuji 1 do dalSich tkani jako
napft. svalstvo nebo kost. Maji ¢erné zbarveni. Dulezity je také rozsah poranéni, ktery se méii
jako procento celkové plochy téla postizeného popaleninami. Jako lehké popéleniny se
oznacuje poskozeni < 10 % povrchu téla, jako t€Zké popaleniny pak > 20 % povrchu téla.

1.3. Komer¢né dostupné kozni kryty

Na trhu je k dostani mnoho druhti kozniho kryti. Kazda rana vyzaduje specialni oSetieni, proto
je nutna variabilita vlastnosti produktti. Idealni kozni kryt by mél mit tyto vlastnosti:

1) udrzovani vlhkého prostredi, které podporuje zejména granulaéni fazi hojeni rany
2) odvod exsudatu, ktery v ran¢€ vznika

3) umoznéni vymény plyna

4) zamezeni praniku mikroorganismii, aby nedochézelo ke kontaminaci rany

5) snadna aplikace a vyména bez naruseni prubéhu hojeni

6) netoxicita

7) dostupnost v nékolika velikostech

8) cenova prijatelnost

Kozni kryty se déli nejcastéji na primarni a sekunddrni nebo podle typu uinku na pasivni,
aktivni a interaktivni. Primarni kryti je ptimo ve styku s ranou. Nékdy je zapotiebi primarni
kryti fixovat, proto se pouziva jesté tzv. sekundarni kryti. Jako ochrana primarniho kryti se
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Casto pouziva gaza. Pokud kozni kryt zajistuje pouze ochranu poskozeného mista, oznacuje se
jako pasivni. Kozni kryty zajist'ujici vlhké hojeni jsou oznacovany jako aktivni kryti. Pokud je
V koznim krytu umoziujicim vlhké hojeni pfitomna jesté dalSi pridavna podpora procesu
hojeni, jednd se o tzv. interaktivni kryti. Mize se jednat napt. o pritomnost antimikrobidlnich
latek, latek podporujicich tvorbu kolagenu, snizujicich tvorbu exsudatu, podporujicich
epitelizaci rany apod.

V nésledujicim textu budou ptiblizeny nékteré typy koznich krytl, které se pouzivaji v klinické
praxi. Jejich vycet neni kone¢ny, poslouzi vSak pro zékladni pfedstavu o vlastnostech soucasné
pouzivanych materiali. Budou zde zminéné hydrogely, hydrokoloidy, polyuretany, alginaty a
produkty ptipravené postupy tkanového inzenyrstvi.

Hydrogely jsou gelova kryti na bazi hydrofilnich polymeri s vysokym obsahem vody. Jsou
dostupné bud’ ve formé polstarka, nebo jako amorfni hmota v tubé. Absorbuji nadbytecny
exsudat, udrzuji vlhké prostiedi, umoziuji transport kysliku a metabolitii. Musi byt Casto
vyménovany, aby nedochazelo k dehydrataci rany. Pti aplikaci hydrogelovych kryti je nutnost
pouziti sekundéarniho kryti.

Hydrokoloidy obsahuji hydrofilni koloidni ¢astice ve vnitini vrstvé a polopropustnou vrstvu
Z polyuretanu ve vnéjsi vrstvé. Koloidni ¢éstice jsou schopné absorpce exsudatu, ktery se
pfeménuje na gel, v rané je tak udrzovano vlhké prostiedi. Tato kryti jsou nepropustna pro vodu
a plyny. Po vycCerpani absorpcni kapacity hydrokoidniho kryti je nutna jeho vyména. Pouzivaji
se nejcastéji k 1é¢né prolezenin.

Dalsi skupinou material jsou kozni kryty vyrabéné z polyuretanii. Jsou dostupné bud’ jako
transparentni filmy, které umoziuji kontrolu hojeni diky své prthlednosti. Udrzuji vlhké
prostfedi v ran€, jsou vodcodolné. DalSim typem materidlli na bazi polyuretani jsou
semipermeabilni pény, které jsou schopné absorbovat exsudat, podporuji ¢isténi rany, udrzuji
v ran€ vlhké prostiedi. Jsou propustné pro plyny, nepropustné pro vodu a mikroorganismy,
slouZi 1 jako mechanicka ochrana poskozeného mista.

Velmi vyznamnou skupinou jsou kozni kryti na bazi alginatii, které jsou vyrabény z moiskych
fas. Udrzuji vlhké prostiedi v rané, maji vysokou absorp¢ni schopnost, ¢imz ptipsivaji k ¢isténi
rany. Alginatové kozni kryty lze pouzit i na infikované rany. Pti absorpci exsudatu se vlakna
alginatu pfeménuji na gel, ktery zachytava i zbytky odumftelych bunék ¢i mikroorganismy.

Nejnovéjsi skupinou koznich krytd jsou produkty vyrobené postupy tkdnového inZenyrstvi,
které obvykle obsahuji scaffold tvofeny polymerem ¢i slozkou mezibunécné hmoty a bunky
(keratinocyty, fibroblasty). Jejich nevyhodou je vysoka cena, proto se nepouzivaji bézné
v klinické praxi. Jako priklad Ize uvést produkt Apligraf™ (Organogenesis, Canton, MA), ktery
je slozen zkolagenni matrix, fibroblasti a keratinocytd. DalSim produktem je napf.
Dermagraft™ (Advanced Tissue Sciences, LaJolla, CA), ktery je slozen biodegradabilnich
polyesterti (PGA, PLA) a fibroblastd.

Dals§im zajimavym produktem na trhu je Xe-Derma (Apotex). Jedna se o bezbunécnou praseci
dermis vyrobenou z koznich $tép1, ktera obsahuje ve své struktuie predevsim kolagen a elastin.



Tento kozni kryt napoméha hojeni diky své struktuie, kterd je shodna s pfirozenou
mezibunéénou hmotou kize. Diky tomu byla Xe-Derma zvolena jako kontrolni material
k vyvijenym koznim krytim na bazi nanovlaken, které budou piedstaveny v nasledujici
podkapitole.

1.4. Nanovlakenné koZni kryty

Nanovlédkenné materidly nachazi slibné uplatnéni jako kozni kryty diky tomu, ze svou
morfologii napodobuji slozeni mezibunééné hmoty, maji velky mérny povrch, vysokou
porozitu, vhodné mechanické vlastnosti. Je také mozné je nejriznéjSimi zplsoby
funkcionalizovat pro dosazeni dalSich specifickych vlastnosti kozniho kryti.

Nanovlédkenné materidly pro 1é¢bu koznich poranéni jesté nejsou k dostani na trhu, zatim se
jednéd pouze o védecky vyzkum, ktery je vsSak jiz ve fazi klinickych zkousek. Na TUL se
vyvojem kozniho krytu z nanovldken zabyva jiz fadu let tym prof. Davida Lukése, koZni kryt
nese nazev NANOTARDIS (viz obr. 4). Je vyrabény metodou bezjehlového elektrostatického
zvlaknovani z polykaprolaktonu. Pro ucely klinickych zkousek byl dodavan o rozmérech 7x7
cm (na zéklad¢ pozadavkl lékart provadé¢jicich klinickou zkouSku). Sterilizace probihala
pomoci nizkoteplotniho etylenoxidu. Ze zkuSenosti lékaid pak bylo pozorovéano, ze
zdravotnicky prosttedek NANOTARDIS se snadno aplikuje na kozni poranéni. Adheruje
k ran¢, postupné dochazi k degradaci materialu. Adheze kryciho materialu k rané se obvykle
povazuje za komplikaci, jelikoz jsou kryci materidly v klinické praxi nedegradabilni a musi
dochazet k pravidelné vyméné kozniho kryti. Pfi odtrzeni adherovaného krytu dojde k dal$imu
poranéni hojici se tkdné€ a proces regenerace se tak komplikuje a zpozd'uje. NANOTARDIS je
biodegradabilni material, ktery nemusi byt z rany odstrafiovan. Po vstfebani materidlu do rany
je moznad jeho opakovana aplikace. Degradace materialu probiha odlisné v zavislosti na
prostfedi rany (pH, pfitomnost enzymi).

NANOTARDIS ’

€2 Nanoviakenny kot kryt. steeini

7X7 cm

VYLUCNE PRO KLINICKE ZKOUSKY

Obr. 4: Foto baleni kozniho krytu NANOTARDIS — predni strana (4), zadni strana (B),, SEM
snimky kozniho krytu NANOTARDIS p#i mensim zvétseni (C, meritko 100 y,, pri vétsim zvétSeni
(D, meritko 10 um).

Pied zahajenim klinické zkousky bylo nutné provést n€kolik testli dokladajicich materidlové
vlastnosti a biologickou bezpecnost tohoto nového materidlu. NANOTARDIS byl klasifikovan
jako tzv. zdravotnicky prostfedek kategorie IIb, ktery se dostavéa do kontaktu s porusenou ktzi
po dobu delsi nez 30 dni dle CSN EN 1SO 10993-1. Diky tomuto zafazeni byly provedeny
nasledujici testy akreditovanymi pracovisti:



Chemicka charakterizace byla provedena na zaklad¢ udaji od dodavatele polymerniho
materidlu (PCL). Dale bylo provedeno stanoveni zbytkovych rozpoustédel, které
prokézalo jejich nepfitomnost v materialu.

Rezidua ethylen oxidu po sterilizaci (dle 1SO 10993-7), které nedetekovaly zbytky
ethylen oxidu ¢i dalSich produkth sterilizace ve zdravotnickém prostiedku
NANOTARDIS nad ptfedepsanou normu.

Zkousky na akutni systémovou toxicitu (dle ISO 10993-11). Z materialu byly
piipraveny extrakty ve vodé a v olivovém oleji (60 cm? / 10 ml rozpoustédla, 72 hodin
na tfepacce), které byly aplikovany do bfiSni dutiny laboratornich potkant (1 ml
extraktu / 100 g télesné hmotnosti potkana, n=10). Potkani byli sledovéani po dobu 14
dnti, po ukonceni experimentu se hodnotila mortalita, télesna hmotnost a dalsi
parametry. Zavérem testovani bylo zjisténi, Ze jednorazové aplikace extraktu
nezpusobila akutni systémovou toxicitu u potkant.

Test kozni drazdivosti in vitro (EpiDerm™ Model, dle OECD Test Guideline 439). Byly
pfipraveny extrakty materiald jako u ptredchozich experimenti, které byly aplikovany
(30 ul) na model tkan¢ v in vitro podminkach po dobu 60 minut. Hodnotila se buné¢na
viabilita pomoci MTT testu. Zavérem testovani bylo zjisténi, ze testovany material je
povazovan za nedrazdivy pro kazi v in vitro podminkach.

Zkousky nitrokozni (intradermalni) reaktivity na zvitatech (dle ISO 10993-10). Opét
byly pfipraveny extrakty materiald stejnym zptsobem jako v pfedchozim ptipadé, které
byly aplikovany do podkozi kralika (n=3). Po 72 hodinach od aplikace byly hodnoceny
kozni projevy jako zarudnuti (erytém), priSkvar ¢i otok (edém). Zavérem testovani bylo
zjisténi, Ze NANOTARDIS nezpusobil zadnou negativni kozZni reakci u kralika.
Bakteridlni test genovych mutaci (dle ISO 10993-3). Extrakty materiali byly pfidany
k bakterialni suspenzi 2 vybranych kmeni (Salmonella typhimurium, Escherichia coli).
Tyto bakterialni kmeny jsou za normalnich podminek zavislé na dodavce urcité
aminokyseliny (histidin, tryptofan). Pokud dojde k mutaci genomu bakterii, vznikly
kmen neni na dodavce dané aminokyseliny zavisly. Testovany material nevyvolal
mutaci bakteridlnich kmend.

KoZni kryt NANOTARDIS byl tedy podroben klinickému testovani, coZ je zasadni krok pfi
vyvoji zdravotnického prostfedku do klinické praxe. V dalsi fazi bude nasledovat zhodnoceni
klinické zkousky a pfipadné dalsi testovani (aplikace v kombinaci s dal§imi u¢innymi latkami,
modifikovany koZzni kryt apod.).

Vyvojem koznich krytli se samoziejmée zabyvaji i jiné tymy po celém svété. Bylo publikovano
nékolik studii, které popisuji vyuziti nanovldkennych materialti pro kozni kryty s vyuzitim
syntetickych 1 pfirodnich polymer. Nanovldkenné materidly lze pro tyto ucely takeé
modifikovat pfidavkem aktivnich latek. V neposledni fad¢ je zde trend vyvijet kozni kryty,
které by byly aplikovany pfimo na ranu (in situ konzi kryty). Jsou popisovany rucni piistroje,
které jsou schopné vyrobit nanovlakenny material pfimo na oblast rany.
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2. Cévni nahrady

Jana Horakova

Dulezité pojmy: tepny, Zily, viasecnice, sloZeni cévni steny (vmitini, stredni, vnéjsi vrstva),
endotelové buiiky, hladkosvalove bunky, pozadavky na cévni nahrady, syntetické cévni nahrady
(polyethylentereftalat, polytetrafluorethylen, polyuretan), cévni nahrady vyrobené postupy
tkarnovéeho inzenyrstvi, nanovidkenné cévni nahrady

2.1. Obéhova soustava

Kardiovaskularni systém zajist'uje zivotné dilezité funkce — ptedevsim transport Zivin, plynt a
odpadnich latek prostiednictvim krve. Sklada se ze srdce a cév, jednd se o uzavieny systém.
V lidském téle cirkuluji 2 télni ob&hy — plicni (maly) a télni (velky). Srde¢né-cévni onemocnéni
patii mezi nejCastéjsi pti¢iny umrti ve vyspelych zemich.

Srdce je duty svalovy orgén, ktery svymi stahy zajist'uje ob¢h krve organismem. Srde¢ni sténa
je slozena z vnitini vrstvy — endokardu (vazivova blanka pokryta endotelovymi buiikami),
myokardu (srde¢ni svalovina) a perikardu (vazivova blanka obsahujici tepny a Zily, tuk).
Srde¢ni sval je zdsobovan krvi z tzv. véncitych tepen, které odstupuji z aorty. Pfi cévnich
chorobach mohou byt prave tyto cévy poskozeny, coz vede k Zivot ohrozujicim komplikacim.
Pti ischemické chorobé srde¢ni dochazi k ¢asteénému uzavieni véncité tepny, kdy neni srdecni
sval dostatecné vyzivovan. Pfi Gplném uzavieni véncité tepny dochazi k infarktu myokardu.

Krevni cévy rozvadi krev po téle, déli se na tepny, zily a vlasecnice. Tepny (arterie) vedou krev
smérem od srdce. Zily (vény) vedou krev smérem k srdci. Vlase¢nice (kapilary) jsou
tenkosténné jemné cévy, které propojuji tepny a zily.

Cévy jsou sloZeny ze 3 vrstev, jejichz uspotadani a tloustka je odli$na u tepen a zil (viz obr. 5).
Rozli$uje se tzv. vnitini vrstva (tunica intima), ktera je sloZzena z endotelovych bunék, bazalni
membrany a subendotelového vaziva. Endotelové buitkky maji protahly tvar ve sméru toku krve,
vytvaii komplexni spoje se sousednimi buikami, takze vytvaii spojitou vystelku cévni stény.
Jejich funkci je udrzovani homeostazy cévni stény a krve. Obsahuji tzv. Weibel Paladeova
téliska s von Willebradnovym faktorem, ktery se ucastni aktivace krevniho srazeni. Jedna se o
dynamicky systém, ktery reguluje mnoho aktivit uvnitt cévy jako napf. propustnost cévni stény,
regulaci prutoku krve (vazokonstrikce, vazodilitace), syntézu faktori ovliviigjicich krevni
srazlivost, ristovych faktort, cytokind, tvorbu mezibunééné hmoty, regulaci proliferace dalSich
bunék (zejména hladkosvalovych bunék ve stiedni vrstvé cév), oxidaci lipoproteinti v cévni
sténé.

Stredni vrstva cév (tunica media) je tvofena hladkosvalovymi bunkami, které produkuji
mezibunéénou hmotu sloZzenou z kolagennich, elastickych, retikuldrnich vldken a
proteoglykant. Hladkosvalové buiiky jsou vietenovité burnky uspoifadané do nékolika vrstev.
Elasticka vldkna vytvari v nékterych cévach patrné vnitini a vnéj$i laminy.

Ve vngjsi vrstvé (tunica adventitia) se vyskytuji zejména fibroblasty produkujici mezibunéénou
hmotu tvofenou pievazné kolagenem. Dale se zde vyskytuji adipocyty, nervova zakonceni a
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cévni zasobeni. Tenké cévy jsou vyzivovany difuzi z krve proudici v céve. U silnéjSich cév (s
tloustkou cca nad 1 mm) probiha vyziva skrz tzv. vasa vasorum, coz je vlastni cévni zdsobeni
vyskytujici se ve vnéjsi a stiedni vrstve.

Zastoupeni jednotlivych vrstev se 1isi v riznych ¢astech cévniho systému. Tepny maji obecné
siln€jsi sténu, jsou pevné a pruzné. Jest¢ se dale rozliSuji tepny svalového a elastického typu.
Tepny elastického typu se nachazi v blizkosti srdce (patii k nim napf. aorta a jeji vétve). Jejich
funkci je pfedevsim distribuce krve do periferie, coz je umoznéno diky hojnému zastoupeni
elastickych vldken ve stfedni vrstvé. Tepny svalového typu zasobuji jednotlivé tkang a organy.
Maji zesilenou stfedni vrstvu v porovnani s vnitinim primeérem tepny, kterd obsahuje cetné
hladkosvalové buiikky. Ty jsou schopné reagovat na aktudlni poptavku krevniho toku
vyzivovanych organt. Tepny s primérem menSim nez 0,3 cm se nazyvaji tepénky (arterioly).
Jsou tvorené vrstvou endotelovych bunék na bazalni membrané a jednou ¢i nékolika malo
vrstvami hladkosvalovych bun¢k. Nejmensi cévy se pak nazyvaji vlasecnice (kapildry), jejich
pramér je 8-10 pm (odpovida rozméru Cervenych krvinek). Kapilary jsou tvoiené pouze vrstvou
endotelovych bunék nasedajicich na bazalni membranu. Jejich funkci je pfedani zivin a kysliku
tkanim a naopak odvod zplodin metabolismu a oxid uhli¢ité¢ho z tkani. Kapilary tvoii rozsahlé
kapiléarni sité tak, aby byla zajisténa dostate¢na vyziva cilovych organt. Z kapilar krev proudi
do Zilniho systému — mensimi zilkami (venuly) do vétSich zil (vény), které se sbihaji ve 2 hlavni
sbérné zily — horni a dolni duta Zila. Stény Zil jsou obecné tenci, protoZze nemusi odolavat
vysokému tlaku, jako je tomu v tepndch. Vnitini vrstva zil obsahuje chlopné, které zabranuji
zpétnému toku krve. Zilni chlopné jsou tvoiené endotelovou vystelkou a vazivem.
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Obr. 5: Struktura cévni steny tepen (A), zil (B) a viasecnic (C).

2.2. Cévni nahrady v klinické praxi

Pfi vyvoji cévnich nahrad je nutné zohlednit vS§echny pozadavky, které jsou na tyto materialy
kladené. Testovani se musi fidit zdkony, konkrétné se jedna o normu CSN EN ISO 7198
(852929) Kardiovaskularni implantaty a mimot&lni systémy — Cévni protézy — Tubularni cévni
Sté€py a cévni zaplaty.

Cévni systém musi v organismu za kazdych okolnosti bezpodminecné fungovat, proto
jakakoliv dysfunkce materidlu mize zplsobit Zivot ohrozujici komplikace. V prvni fad¢ je
nutné zajistit netrombogenni povrch. Ten je u nativnich cév zajistén endotelovymi butikami. U
cévnich nahrad lze zajistit endotelizaci vnitiniho povrchu v podminkach in vitro, coz je ale
pon¢kud komplikované vzhledem k obtizné dostupnosti zdravych endotelovych bunék a jejich
nizké proliferacni aktivité. Navic tento pfistup neni mozny pouZit u akutnich operaci. Dalsi
moznosti je pfiprava materialu, ktery by podporoval endotelizaci povrchu in vivo, tedy piimo
Vv organismu po implantaci. Endotelizace povrchu cévnich ndhrad je ¢asto popisovana u
experimentalnich zvitat, kde skutecné dochazi k pokryti endotelu a tim zabranéni vzniku
trombt. U ¢loveka je vSak schopnost endotelizace zna¢né limitovana, lidské télo je schopné
pokryt endotelem pouze malou vzdalenost od vzniklych anastoméz (spojek cévni ndhrady
S nativni cévou). V praxi se vSak pouzivaji cévni ndhrady dlouhé i n¢kolik desitek cm. Proto je
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nutné zajistit netrombogenni povrch ptidavkem vhodnych drug delivery systémt napi. na bazi
heparinu, donorti oxidu dusnatého ¢i dalSich latek ucastnicich se krevniho srazeni.

Dalsi dulezity pozadavek je na mechanické viastnosti cévnich nahrad, které by mély
napodobovat vlastnosti piirozené cévy. Cévy musi mit dostateCnou pevnost a pruznost pii
cyklickém namahéni. Déle se u cévnich ndhrad méfi maximalni tlak dosazeny pfi roztrzeni
cévni nadhrady (burst pressure, jednotky MPa), tzv. poddajnost (compliance, jednotky %/mm
Hg) a pevnost §vu. Mechanické vlastnosti jsou u nativni cévy zajistény predevsim sloZzenim
stfedni vrstvy. Kolagen zajist'uje pevnost, zatimco elastin roztazitelnost cév. U cévnich nahrad
je nutné, aby vyvijené materidly mély podobné mechanické vlastnosti, aby nedochézelo
k naruseni pratoku krve. U degradabilnich materiala je nutné zohlednit postup degradace, kdy
dochazi 1 ke zmén¢ mechanickych vlastnosti materialu.

Nemén¢ dilezitym aspektem je rozmer a morfologie cévnich ndhrad, ktery tzce souvisi i
s mechanickymi vlastnostmi. Cévni nidhrada by méla odpovidat svymi rozméry (vnitinim
pramérem, tloustkou stény) nativni cévé. Materialy by tedy mély byt vyrobitelné v Siroké skéle
velikosti pro konkrétni aplikaci. Material by mél byt idedlné porézni tak, aby mohlo dojit
K infiltraci buné€k (hladkosvalovych ve stiedni vrstvé, fibroblastl ve vnéjsi vrstvé) a aby mohlo
dojit k remodelaci cévni stény. V tomto ohledu se v posledni dobé upiednostiuji
biodegradabilni materialy, které umozni infiltraci bunék. Degradace by v tomto ptipadé¢ méla
probihat dostatecné pomalu, aby nov¢ infiltrované bunky mohly syntetizovat mezibunécnou
hmotu a postupné tak nahradit degradovany material cévni nahrady. Béhem celé doby

remodelace musi byt zajistény vSechny vySe zminéné parametry.

V neposledni fadé¢ je nutné, aby cévni nahrady byly okamzité dostupné a skladovatelné. Jejich
vyroba by neméla byt financné pfili§ narocnad. Manipulace s materidly musi byt snadnd pro

kardiochirurgy.

Cévni nahrady se rozde€luji podle svého vnitiniho priméru na velkopriimerové (vnitini primeér
> 9 mm), strednéprimeérové (6-9 mm) a malopriimérové (< 6 mm). Nejvétsi problém vznika
Vv klinické praxi u cévnich ndhrad s malym primeérem, jelikoz snadno dochazi ke vzniku trombu
a ucpani cévy. Tyto cévni ndhrady prozatim nejsou uspokojivé nahrazovany syntetickymi
protézami. Proto se tkanové inZenyrstvi zabyva predevsim vyvojem maloprimérovych cévnich
nahrad.

Dalsi hledisko déleni cévnich ndhrad je podle piivodu. Jako biologické cévni ndhrady jsou
oznaCovany autogenni ¢i alogenni cévy, které jsou odebirany pacientiim. Nejcast€ji byvaji
postizeny korondrni tepny srdce, které jsou nahrazovany zilnimi $tépy z dolnich koncetin.
Biologické nahrady jsou u maloprimérovych cév zlatym standardem v klinické praxi,
syntetické protézy zatim nebyly v téchto aplikacich uspesné. Problémem vsak byvaji napiiklad
pacienti s aterosklerotickymi cévami ¢i pacienti po nékolika operacich, kdy jiz nejsou dostupné
zdravé Zily. Syntetické cévni ndhrady jsou rutinn€ vyuZzivany pro nahradu velkoprimérovych
cév. NejCastéji se jednd o protézy na bazi polyetylentereftalatu, expandovaného
polytetrafluoroethylenu a polyuretanu. Dale jsou ve vyzkumu hojné testovany cévni nahrady
vytvorené postupy tkanového inZenyrstvi.
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Polyethylentereftalat (PET) je nedegradabilni polyester, jeho chemicka struktura je
znazornéna na obr. 6. Ve form¢ vlédken je zndm pod obchodnim nazvem Dacron, ktery zacala
vyrabét americka firma DuPont. PET je hydrofobni polymer s vysokym stupném krystalinity.
Na trhu jsou K odstani 2 typy cévnich nahrad vyrobenych z PET - pletené a tkané. Pletené
krvéaceni. Proto byly protézy predsrazeny krvi pacienta pied vlastnim zakrokem. V poslednich
letech je snaha o modifikaci pletenych protéz pomoci zelatiny / kolagenu / albuminu pro snizeni
propustnosti cévni protézy. Tkané protézy jsou mén¢ propustné nez pletené. Jejich nevyhodou
je riziko tfepeni na koncich. Pletené i tkané cévni ndhrady se pouzivaji pro nédhrady
velkoprumérovych cév. Po dlouhodobé implantaci byla pozorovana dilatace téchto protéz

L4

v organismu. Cast&j§i je vyuziti pletenych protéz.
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Obr. 6: Chemicka struktura polyethylentereftalatu.

Expandovany polytetrafluoroethylen (ePTFE) je znamy pod obchodnim nazvem Gore-Tex
(patentovano firmou Gore). Cévni ndhrady z ePTFE jsou vyrabény litim. Vysledny material ma
specifickou strukturu tvofenou tzv. ,,uzly* (nodes), které jsou spojeny vlakny (fibrils). Typicka
vzdalenost mezi uzly je 30-90 um (IND internodal distance). RozliSuji se protézy s nizkou
porozitou (IND < 30 um) a s vysokou porozitou (IND > 45 um). Porozita cévnich nahrad
Z ePTFE je menS$i v porovnani s dacronovymi protézami, diky tomu jsou tyto materialy i méné
trombogenni. Novinkou na trhu je povrchovd modifikace téchto cévnich nahrad pomoci
heparinu, ktery sniZzuje trombogenicitu materialu.

Nevyhodou vySe zminénych syntetickych cévnich nahrad je jejich inertnost, coZ znamena 1
minimalni interakce s organismem. Nedochdzi k regeneraci cévni stény pomoci osidleni
cévnich protéz buitkami a nasledné syntézy mezibunééné hmoty. Proto se stale hledaji nové
materialy, které by byly této regenerace schopné. V klinické praxi se prozatim zkouseji cévni
nahrady z polyuretanti, prozatim vSak nedoslo k jejich rozsahlejsimu vyuziti.

Polyuretany jsou elastické polymery obsahujici funkéni skupinu [-NH-(CO)-O-].
Polyuretanové cévni ndhrady se z hlediska své vnitini struktury déli na vldkenné a pénové. Na
trhu neobjevilo jiz vice typl vyrobki, z nichZ né€které musely byt staZzeny kvili hydrolytické
degradaci ¢i oxidaci. Jednd se o novou skupinu materidli, které jsou nyni podrobovany
klinickému zkouseni.

Vyvojem maloprimeérovych cévnich nédhrad se zabyva mnoho skupin vénujici se tkanovému
inzenyrstvi. Ke konstrukci 1ze pouzit viechny zminéné piistupy uvedené v kapitole Uvod do
tkanového inZenyrstvi. Pfistup in vitro kombinuje vyuziti bun€k (endotelové, hladkosvalové,
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kmenov¢), scaffoldii a bioreaktoru v laboratornim prostfedi pro konstrukci funkcéni cévni
nahrady. Endotelové a hladkosvalové buitky maji omezenou proliferacni aktivitu, proto se ¢asto
vyuzivaji kmenové bunky, které jsou diferencovany do téchto bunécnych linii. Endotelizace
vnitfniho povrchu zajistuje v dlouhodobém horizontu prichodnost cévni nahrady, jelikoz se
jedné o jediny netrombogenni povrch. Endotelizace vnitiniho povrchu s vyuzitim bioreaktoru
trva vSak fadové nekolik tydnt, proto nemiize byt tento ptistup vyuzivan v akutnich ptipadech.
Pfistup in vivo vyuziva zivého organismu jakoZzto ,bioreaktoru®, ve kterém vznika samotny
scaffold. Tubularni nosi¢ je implantovan do organismu (naptiklad do podkozi nebo do bfisni
dutiny), kde se kolem n¢j vytvoii nova tkan tvorend obvykle fibroblasty a kolagenem. Tento
konstrukt pak miize slouzit jako tkanovy nosi¢. Opét je zde vSak problém s ¢asovou dostupnosti
takto pfipraveného materialu. Okamzité dostupné jsou grafty pfipravené piistupem tzv. in situ
tkanového inzenyrstvi, které spocivaji ve vyuziti tkaiového nosi¢e bez bunck. Struktura a
vlastnosti takového scaffoldu by mély co nejvice napodobovat slozeni cévni stény, aby mohla
prob&hnout remodelace cévni stény pi¥imo v organismu.

2.3. Nanovlakenné maloprimeérové cévni nahrady

Mezi piistup in situ se fadi i nanovldkenné tubularni nosice, které mohou slouzit jako
maloprimérové cévni nahrady. Na Katedie netkanych textilii a nanovlakennych materiala je
provadén dlouhodoby vyzkum téchto tubuldrnich scaffoldd, pievdzné na bazi
biodegradabilnich  polyestert  (polykaprolakton ~ PCL, kopolymer polylaktidu a
polykaprolaktonu PLCL a jejich kombinace). Na obr. 7 jsou snimky elektrostaticky
zvlaknéného kopolymeru PLCL do podoby tubularniho vzorku, véetné jeho vnitini struktury.

Obr. 7: Snimky elektrostaticky zvlakneného kopolymeru PLCL: makrosnimek (A), pricny rez
tubularnim vzorkem (B, meritko 1 mm, C, méritko 100 um).

Nanovlédkenné cévni ndhrady mohou byt vyrabény pomoci elektrostatického stejnosmérného
jehlového 1 bezjehlového zvlaknovani (DC), i pomoci stfidavého zvlakiovani (AC).
Uspotadani zafizeni se 1i§i pouze typem kolektoru, kterym je rotujici ty¢ o ptislusném praméru
(obvykle 3-6 mm). Délka tubularniho scaffoldu se odviji od rozmért kolektoru, v praxi jsou
pozadovany cévni ndhrady nékolik desitek centimetri dlouhé. Problém nebyva s vyrobou takto
dlouhych tubularnich scaffoldd, ale s jejich naslednym sundavanim z kolektoru. Prozatim bylo
docileno maximalni délky dosahujici kolem 20ti centimetrii. Dale je moZné tidit tlouStku stény
cévni nahrady dobou zvldknovani. TlouStka stény by meéla idealné odpovidat tloustce
nahrazované cévni stény pii zachovani shodnych mechanickych vlastnosti. Pii vysSich ota¢kach
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kolektoru je mozné docilit orientace vlaken, jako je tomu ve stiedni vrstvé nativni cévni stény.
Na snimku 8A je zobrazen elektrostaticky zvlaknény polykaprolakton pii 250 otackach za
minutu (rpm), na obr. 8B je stejny polymer zvlaknén na kolektor s vys$§imi otackami 15 000
rpm. Elektrospinningem Ize docilit i vrstevnaté struktury, kterd napodobuje strukturu a
vlastnosti cévni stény. Byly testovany riizné kombinace biodegradabilnich polymert, na obr.
8C je znazornén tubularni graft tvorfeny kopolymerem PLCL ve vnitini vrstvé a
polykaprolaktonem ve vnéj$i vrstve.

Obr. 8: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie elektrostaticky zvidknéného
polykaprolaktonu na tubuldrni kolektor (A, B, méritko 120 um) pri nizkych otackach 250 rpm
(4) a pri vysokych otackach 15 000 rpm (B). Snimek dvouvrstvého tubuldarniho graftu tvoreny
kopolymerem PLCL ve vntrni vrstve a polykaprolaktonem ve vnéjsi vrstve (C, méritko 100 um).

Vnitini vrstva by méla zajistovat endotelizaci po implantaci do krevniho fecisté a byt idealné
minimaln¢ trombogenni. Trombogenicita je u nanovlaken velkym problémem diky velkému
mérnému povrchu téchto materiali. Pro snizeni trombogenicity materialu je pak mozné vyuzit
vhodny drug delivery systém. Pro tento ucel byla testovana napf. inkorporace heparinu ¢i latek
uvolnyjicich oxid dusnaty (L-Arginin, S-nitrosothioly). Stfedni vrstva by méla zajistovat
pfedevS§im mechanické vlastnosti cévni ndhrady, idedlné s preferencni orientaci a dostate¢nou
porozitou pro infiltraci hladkosvalovych bunék, které zajisti produkci mezibunééné hmoty.
Vnéj$i vrstva nebyla v naSich experimentech nahrazovana, jelikoz se pifedpoklada jeji
samovolna regenerace v organismu. Vn¢jsi vrstva je tvorena fibroblasty, které migruji do okoli
cévni ndhrady a zajisti tak napojeni na dalsi tkané v okoli.

Otazka vyvoje idedlni cévni nahrady v klinické praxi doposud neni vyfesena, jelikoz se jedna
0 velmi komplexni, zivot ohrozujici problém. Na této aplikaci lze nazorné demonstrovat
multidisciplinaritu tkanového inzenyrstvi. Lékar urcuje pozadavky na material a vlastnosti
cévnich ndhrad, provadi implantace vyvijenych material, hodnoti praci s cévni ndhradou a
piipadné dava dalsi podnéty pro zlepSeni vlastnosti. Materialovy inzenyr navrhuje, vyrabi a
testuje cévni nahrady. Do testovani je obvykle zahrnut i chemik, ktery analyzuje chemickou
strukturu polymeru, povrchové vlastnosti materialu a jeho degradaci a dale biolog, ktery
provadi in vitro testovani scaffolda (pro aplikaci cévnich nahrad se vyuzivaji endotelové buiky,
hladkosvalové burky i fibroblasty, trombocyty a dals$i krevni elementy). Na testovani se také
vyznamné podili biomechanik, ktery vyhodnocuje mechanické vlastnosti cévnich nahrad
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(tahové zkousky, cyklické namahani, poddajnost, pevnost Svu apod.). Po zakladnim
materialovém a in vitro testovani se pfistupuje k in vivo testovani (potkani, kralici, prasata), kde
je zapotiebi zverolékar, ktery pripravuje zvifata na provedeni implantace materidlu a déle
zajiStuje jejich osetfovani béhem experimentu. Po ukonceni experimentu je nutna spoluprace
histologa, ktery zpracuje a vyhodnoti interakci biomaterialu s organismem, u cévnich nahrad
se zjisStuje zejména endotelizace vnitiniho povrchu, zastoupeni hladkosvalovych bunck ve
stfedni vrstvé cévni stény, produkce mezibunééné hmoty (kolagen, elastin), remodelace cévni
stény, piipadn¢ nezddouci jevy jako tvorba trombu, kalcifikace cévni stény a dalsi.
V neposledni fadé je vhodné vSechny experimenty konzultovat se statistikem. Zejména pokusy
in vivo, které se musi fidit principem 3R, je vhodné diskutovat se statistikem, aby bylo pouzito
co nejméng¢ zvifat, avSak aby bylo dosazeno spravného zévéru provedené studie.
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3. Nanovlakenné materialy pro prevenci pooperac¢nich
adhezi

Markéta Kli¢ova

Diilezité pojmy: pooperacni adheze, gastrointestindlni anastomoza, hydrofilni/hydrofobni
nanovlakna, jehlovy/bezjehlovy electrospinning

3.1. Uvod

Z predchozich kapitol je zjevné, ze tkanové inzenyrstvi piresahuje do mnoha oblasti
biomedicinského vyzkumu. Od jeho zaloZeni ubé¢hlo jiz témér 30 let a zdjem o produkty
vyzkumu a vyvoje v této oblasti stale roste. Pozornost prameni z tendence efektivné zvysovat
kvalitu lékatské péce, nabidnout pacientim nové moznosti 1€cby a predevsim fesit nedostatek
organli pro transplantaci. Rostouci zdjem pfirozené¢ vyustil v nové moznosti aplikace
nanovladkennych materiall, na které jsou vSak kladeny stdle vyssi pozadavky.

Jednou z naléhavych potieb posledniho desetileti je vyvinout funkéni biomaterial, ktery by
uspésné zabranil vzniku nezddoucich pooperacnich adhezi tkani, které vznikaji vlivem
opera¢niho zakroku, infekce, traumatu nebo ozéateni. Tkanové adheze (neboli sristy) tvoii
nepiirozené tkanové spojeni (mosty) mezi organy, které nejsou fyziologicky (tzn. normalné,
tvofi srusty mezi sttevnimi klickami i dalSimi bfiSnimi organy, a dale v muskuloskeletalni
chirurgii, pfi operacich panevniho dna, operacich pobiisnice (peritonea) nebo gynekologickych
zakrocich. Adheze nasledné vedou k Sirokému spektru komplikaci, od mirnych potizi, jako je
abdomindlni diskomfort, az po silné bolesti bficha a gastrointestinalni obstrukce
(nepriichodnost) nebo vyrazné omezeni pohyblivosti koncetin (sristy Slach). Mnohé z téchto
stavll je nutné znovu chirurgicky 1éc¢it. Bohuzel tyto pooperacni komplikace nejsou vzacné, ale
bézné ovliviuji Zivoty pacientli po zminénych operacnich zakrocich.

Nedostatek komerc¢né dostupnych materialli pro G¢innou a bezpecnou prevenci adhezi vedl
k pozadavkiim na vyvoj novych biomaterialti. Tyto pozadavky pochazi ptimo od lékait
zZ klinické praxe, kterym takovy material chybi. Chirurgické spojky na stfevech po operacich
jsou provadény jiz vice nez 200 let, piesto vSak pacienti stale trpi na zavazné komplikace, které
mohou vést k neprichodnosti stfev, porucham stfevni pasaze, neplodnosti, opakované operaci
a vyrazné snizuji kvalitu Zivota po operaci. Jednou z novych moznosti moznosti prevence
vzniku pooperacnich adhezi je pouziti biodegradabilnich nanovldkennych materidlti, které
mohou byt aplikovany kolem chirurgické stfevni spojky, jak je ukazano na Obr. 9. Tyto
materidly by mély byt z jedné strany (vnitini) tzv. pro-adhezivni, to znamena, Ze by mély dobie
pfilnout ke stfevni tkani a naopak z druhé strany (vné&jsi) je potieba zajistit anti-adhesivni
povrch. Material by tak mél z jedné strany vykazovat dobrou pfilnavost ke tkani a ulpivat na
chirurgické stfevni spojce, aby nedochazelo k dislokaci. Naopak z druhé strany materialu je
nutné zajistit antiadhesivni vlastnosti, aby nedochézelo k pfirstani tkan€ v okoli chirurgické
sttevni spojky.
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Obr. 9: Aplikace biodegradabilnich materiali na bazi polykaprolaktonu kolem
gastrointestinalni anastomozy. Test na velkém zvirecim modelu (prase). Materialy byly vyvinuty
na Katedre netkanych textilii a nanovlakennych materialii, TUL. Snimky patii autorum skript.

3.2. Adheze

Nezadouci btisni adheze patii mezi nejcastéjsi komplikace po chirurgickém vykonu. K tvorbé
adhezi (sristll) dochazi v ¢asném poopera¢nim obdobi, nejkritic¢téjsi obdobi je 3—5 dni po
operaci. Pooperacni sristy jsou vysledkem reakce organismu na chirurgicky zakrok, mohou byt
ptic¢inou bolesti, ucpani tenkého stfeva nebo dokonce neplodnosti u zen. Ty je teba fesit, ¢asto
chirurgicky, a mohou vyznamné ovlivnit kvalitu pacientova zivota. Frekvence peritonealnich
srustl v bfi$ni chirurgii se pohybuje kolem 55-66 %, s jest¢ vyS$imi pocty (90 %) u pacienti,
kteti podstoupili predchozi operace. Incidence (7-9 %) perikardidlnich adhezi je pozorovana
po operacich srdce a operace §lach také ¢asto komplikuji adheze (1627 %).

Adheze vznikaji Cinnosti fibroblastd a jejich proliferace, koagulace a ukladani fibrinu
predevsim v mistech, kde doslo ke krvaceni nebo zanétu. Pfi srazeni krve se tvofi bilkovinna
vlakna zvana fibrin. Nasledné v poopera¢nim obdobi dochazi k degradaci fibrinu v disledku
fibrinolyzy. Kdyz vSak fibrinolyza neni Gplnd, mtze fibrin vytvaret tzv. mosty mezi normalné
nespojenou tkani a dochazi k t€zkym sristim. Tato vazivova spojeni se mohou v tydnech po
operaci velmi zpevnit a mohou se v nich vytvofit krevni cévy a nervova vldkna. Lécba jiz
vytvotenych adhezi je ndkladnd a Casov€ narocna, coz vede k prodlouzenym pobytim v
nemocnici a potencidlné¢ zhorSené kvalité Zivota pacientd. Pozornost je tak pochopitelné
vénovéana metoddm prevence vzniku pooperacnich adhezi s vyslednym zamétenim na vyvoj
novych materiald.

Jeden z novych ptistupil k prevenci nezddoucich peritoneélnich sriistii vznikl poc¢atkem tohoto
stoleti spolecné s rozvojem nanotechnologii a zejména vyuzitim nanovléken pro lékarské ucely.
Planarni nanovlakenné vrstvy lze pouzit jako bariérové materidly, které tvoii rozhrani mezi
posSkozenym/operovanym organem a okolni tkani v lidském téle. Nespornou vyhodou
nanovldkennych materialt je nejen jejich potencidlni biologicka rozlozitelnost, kterda vede k
eliminaci dodate¢nych operaci pii odstranovani materidlu, ale také jejich podobnost s
extracelularni matrix. Nanovldkenné materialy mohou tak podporovat hojeni poSkozené tkané,
které 1ze dale urychlit zabudovanim uc¢innych latek do nanovlakennych vrstev. Z poslednich
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vyzkumu se napt. ukazuje jako uziteCné pouzit nanovldkennou vrstvu jako nosi¢ antibiotik,
které zabranuji mnozeni bakterii v okoli stfevni chirurgické spojky. Tyto bakterie totiz
produkuji enzymy kolagenazy, které S$tépi nové vznikajici kolagen (nové vytvorenou tkan
stieva), coz dale vede k netésnosti chirurgické spojky, potencialnimu uniku obsahu stfev do
dutiny bfi$ni, vzniku zanétu, ktery opét mize podpofit vznik adhezi.

3.3. Komerc¢né dostupné produkty pro prevenci adhezi

Aktudlné neexistuji komeréné dostupné materialy pro lokalni kryti stfevnich anastomdz, které
by preventovaly vyskyt anastomotického leaku® a peritonealnich adhezi. Vzhledem k tomu, Ze
ob¢ komplikace jsou velmi zavazné, probiha intenzivni celosvétovy vyzkum materidlovych
feSeni a byla tak testovana celéd fada produktii. Mezi nejvice hodnocené materialy patii fibrinové
patche a tkéanova lepidla. Na trhu existuje napiiklad produkt Tachosil®, kolagenova naplast,
ktera slouzi jako matrice pro tkanové lepidlo a dalsi aktivni slozky. Ve studii od Nordentoft et
al. byl Tachosil® prokazan jako bezpecny pro kryti stievnich anastomdz, nicméné vysledky
neukdzaly zadny ucinek v prevenci tiniku obsahu stfev nebo sttevnich adhezi.

Tkénova lepidla mohou byt na bazi kyanoakrylatu, glutaraldehydu, fibrinu
a polyethylenoxidovych hydrogelt. Tyto ptipravky vykazuji nevyhody v podobé vysoké ceny,
komplikované piipravy pro chirurgy ¢i dokonce riziko toxicity in vivo. Chirurgické anastomdzy
Ize kromé riznych Sicich technik spojovat i za pouziti stapleri neboli chirurgického
svorkovace. Pro snizeni krvaceni po pouziti staplerti byl na trh uveden produkt s komerénim
nazvem Gore® Seamguard®, produkt slibuje rovnéZ sniZzeni vyskytu anastomotického leaku.
Struktura Gore® Seamguard® je na bazi syntetického kopolymeru kyseliny polyglykolové a
trimethyl-karbonatu. V nejvétsich randomizovanych studiich se vSak neprokazal pokles v
incidenci Uniku obsahu stfev a lepsiho pooperacniho hojeni pii pouziti fibrinovych lepidel ¢i
Gore® Seamguard®.

Dalsi casto pouZivané materidly pro tvorbu lokéalni antiadhesivni bariéry funguji na bazi
kyseliny hyaluronové a jsou pouZivané pii gynekologickych operacich. AvSak na zakladé
literarni resSerSe a konzultace s klinickymi 1€kafi nebyly tyto materialy schvaleny pro pouziti na
tenkém a tlustém stfevé. Produkt Seprafilm™ (Genzyme, Cambridge, MA), ktery je vyroben
zZ kyseliny hyaluronové a karboxymethylceluldzy, je na zakladé nazorti nekterych Iékait piilis
kfehky a rychle degradabilni. Produkt Interceed™ (Gynecare, Somerville, NJ) na bazi celulozy
muZe pomoci sniZit adheze, nicméné vyskyt krve je kontraindikaci pro pouZiti a krev musi byt
plné€ odstranéna pted aplikaci, coZ komplikuje chirurgicky proces. VSeobecné feceno, komeréné
dostupné produkty zatim nejsou schopny spolehlivé zabranit peritonealnim adhezim.

3.4. Nanovlakenné materialy pro prevenci adhezi

V aktudlni védecké literatufe je patrny velky zdjem o vyvoj nanovladkennych vrstev pro tyto
aplikace. VSeobecné lze vyvijené nanovldkenné materidly rozdé¢lit na jednovrstvé (1) a
vicevrstvé (2) struktury. Jednovrstvé materialy 1ze dale rozd¢lit na nanovldkenné materialy bez

! anastomoticky leak - unik obsahu stiev do dutiny bfisni
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funkcionalizace (a), nanovlakna obohacend chemickymi/ptirodnimi latkami (b), hydrofilni
struktury (c), hydrofobni struktury (d) nebo lubrikacni nanovlakna (e).

Z aktualni védeckeé literatury je také ziejmé, Ze nejvice se pouzivaji syntetické polymery a z
nich jsou vybirany biodegradovatelné polyestery, pficemz hlavni roli hraje polykaprolakton.
Obr. 10 znazoriiuje procentualni vyuziti jednotlivych polymert pro tento vyvoj. Nejvice
pouzivanou metodou pro vyrobu téchto materialu je jednoznacné elektrostatické zvlaknovani.
Z analyzovanych ¢lankt pouzilo laboratorni jehlové zatizeni 92 % vyzkumi, a to i pfes urcita
omezeni a riziko nizké opakovatelnosti a homogenity produktu (viz Obr. 10). Lze vidét, ze
tendence k prevenci bfiSnich pooperacnich adhezi je nejvyrazngjsi, 67 % recenzovanych
vyzkumu se zameétfuje na komplikace po bfiSnich operacich. Intenzivné jsou studovany i
prevence srastt Slach, 17 % vyzkum je zaméfeno na toto téma (Obr. 11).

POLYMERY

Prirodni
4%
SYNTETICKE POLYMERY -
BIODEGRADABILNI
POLYESTERY

\ Biodegradabilni
polyestery
Biodegradabilni
kopolymery
Nedegradabilni
polymery

PCL | PLA HPHB
Synteticke 71%  25% 4%
80%

Obr. 10: Polymery pouzivané pro pripravu a vyvoj nanovlakennych materialu pro prevenci
adhezi. Grafy jsou internim vystupem literarni reserse autoru skript (Klicova M., Rosendorf J.,
Erben J., Horakova J. Antiadhesive Nanofibrous Materials for Medicine:
PreventingUndesirable Tissue Adhesions. ACS Omega, 2023, 8 (23): 20152-62. DOI:
10.1021/acsomega.3c00341)
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Obr. 11: Nanovlakenné materialy pro prevenci pooperacnich adhezi jsou nejcastéji vyvijeny
pomocl electrospinningu. Majorita vyzkumu se zabyva pouze vyrobou pomoci jehlového
electrospinningu, coz mize zpomalit komercionalizaci vyvijenych produkti (vievo). Typy
pooperacnich adhezi, které jsou vétsinou preventovany pomoci nanovidkennych materiali
(vpravo). Grafy jsou internim vystupem literarni reserse autoru skript (Klicova M., Rosendorf
J., Erben J., Horakova J. Antiadhesive Nanofibrous Materials for Medicine:
PreventingUndesirable Tissue Adhesions. ACS Omega, 2023, 8 (23): 20152-62. DOI:
10.1021/acsomega.3c00341)

Na Katedfe netkanych textilii a nanovldkennych materidlli jsou dlouhodobé& vyvijeny
nanovlakenné materialy pro prevenci gastrointestinalnich komplikaci. Vyvijené materialy jsou
prevdesim na bazi biodegradabilniho polyesteru polykaprolaktonu, ktery se ukazal jako pro-
adhezivni materialy pfi in vivo testovani na velkém zvifecim modelu. Polykaprolaktonova
nanovlakna jsou tak dale upravovany pro dosazeni antiadhezivniho chovani z jedné strany. Pro
tyto Ucely byla napf. na jedné strany planarnich nanovldken vytvofena imitace povrchu
lotosového listu, ktery je pfirozené superhydrofobnim materidlem. Struktura napodobujici
lotosovy list byla vytvofena pomoci polymernich kapek z elektrostatického sprejovani
(naprasovani). Struktura materidlu je zndzornéna na obr. 12. Kapky polymeru byly dale
upravovany napf. hydrofobnim plazmatem pro zvyseni antiadhezivniho chovani. Pfi Upravé
materialu je nutné dodrzet biokompatibilni vlastnosti vysledné struktury.

25


https://doi.org/10.1021/acsomega.3c00341
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Obr. 12: Kompozitni materidl inspirovany lotosovym kvétem: schéma (A) — lotosovy kvét +
vyrobeny materidal s vyznacenym reliéfem povrchu, snimky z elektronové mikroskopie (B) —
méritko 5 um. Obr. Viz publikace Klicova et al. Biomimetic hierarchical nanofibrous surfaces
inspired by superhydrophobic lotus leaf structure for preventing tissue adhesions. Materials &
Design 2022. DOI: 10.1016/j.matdes.2022.110661

Vseobecné by nanovlakenné materidly vyvijené pro tuto aplikaci mély spliovat nasledujici
kritéria:

e biokompatibilita (nanovlakenna vrstva nesmi vést k fibrotickému hojeni ani jinak
negativné ovliviiovat proces hojeni a dalsi pochody v lidském organismu, vrstva nesmi
uvolnovat toxické latky),

e biodegradabilita (spiSe kratsi doba degradace z diivodu podpory hojeni, cilem neni tkan
uplné izolovat od hojivych procesi),

e stabilita pfi sterilizaénim procesu (stalé¢ vlastnosti i po sterilizaci, kterd je nutnou a
nedilnou soucésti vyroby materidlu),

e kontrolované uvoliovani lé¢iv ve znamé koncentraci (pokud dojde k inkorporaci
aktivnich latek, napt. antibiotik, mé¢l by byt znat profil uvoliiovani a méla by byt dobie
prozkoumana cytokompatibilita materiali),

e pro/anti-adhezivni chovani (pomoci in vitro modelt ovétené adhezivni vlastnosti pred
implantaci),

26


https://doi.org/10.1016/j.matdes.2022.110661

e znam¢é hodnoty smacivosti (studie se aktualn¢ neshoduji na tom, zda byt material
hydrofilni nebo hydrofobni, zalezi na celkové materialové kombinaci a dalSich
faktorech),

e opakovatelna vyroba pro dosazeni stejnych vlastnosti, moznost vyroby dostate¢ného
mnozstvi materidlu pro komplexni testovani v nékolika opakovanich (idedlné vyroba na
polopriimyslovém nebo primyslovém zvlakiovacim zatizeni).

Aktualn¢ stale probiha vyzkum nanovldkennych materidlti pro prevenci adhezi, piestoze je
takovy material velmi zadany pifimo Iékaiskou komunitou, je velmi narocné splnit veskeré
materialové pozadavky. Siroké spektrum vyzkumnych ¢lankG  ukazuje potencial
nanovldkennych struktur jako bariérovych materiali pro prevenci zdvaznych pooperacnich
adhezi. Probihajici intenzivni vyzkum je provadén mnoha védeckymi skupinami
podporovanymi Iékafi z klinické praxe. Problém tvorby pooperacnich sriisti ziistdva nevytesen,
protoze komeréné dostupné materialy nejsou schopny dostatecné preventovat tyto komplikace.
Kvalita zivota pacientl po operacich je tak stale ohrozena a v mnoha ptipadech trvale sniZena.
Bylo zjisténo, Ze vyzkumné ptistupy pfinaseji mnoho novych informaci o chovani nanovlaken,
nicméné byly zaznamenany i jisté inkonzistence ve vyzkumnych pfistupech. V budoucnu tak
lze o¢ekavat dalsi intenzivni vyzkum na zéklad¢€ pfedchozich zvetejnénych informaci.
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4. Nanovlakenné materialy pro 1é¢bu glaukomu

Andrea Klapstova

Dulezité pojmy: glaukom, nitroocni tekutina, nitroocni tlak, glaukomové drendzni implantaty,
nedegradabilni biokompatibilni polymery, polyvinylidenfluorid, elektrické zvlaknovani

4.1 Anatomie oka

Oko je smyslovym organem umisténym v kostni duting, tzv. oc¢nici. Jeho funkci je vnimat
svétlo a zajistovat zrak. Hlavni strukturu tvofi o¢ni bulva, kterd se sklada ze tfi vrstev: vnéjsi
vazivove, stiedni cévnaté a vnitini (obrazek 13).

pedni o¢ni komora~_ rohovka stfedni vrstva

komorova voda i ocni koule
zadni o¢ni komora
duhovka
fasnaté

le o
2oy télisko

ciliarni

cévnatka
bélima

prokrvujici
sitnici

Obr. 13 Anatomie oka

Vnéjsi vrstva, znama také jako tunica fibrosa, ma dvé ¢asti. Prvni ¢ast (bélima), udrzuje tvar
oka a sklada se z husté sit¢ kolagenniho vaziva. Tato €ast je propojena s vlakny zrakového
nervu, cilidrnimi arteriemi a menSimi nervy. Druhou ¢asti je prihlednd rohovka, kterd se
nachazi v pfedni Casti oka. Jeji prihlednost je zajisténa uspofadanim kolagennich vldken.

Stfedni vrstva, nazyvana tunica vasculosa, obsahuje fidsi kolagenni vazivo s mnoha cévami
a melanocyty. Tato vrstva zahrnuje duhovku, fasnaté télisko a cévnatku. Duhovka je tkan
sloZena ze dvou listh obsahujicich kolagenni a elastinova vlékna a jeji barvu urcuje mnoZstvi
pigmentovych bunck. Uprostied duhovky je zornice, kterd reguluje mnozstvi svétla
dopadajiciho na sitnici. Za duhovkou se nachazi fasnaté télisko. Zde dochazi k produkci
nitroo¢ni tekutiny a k akomodaci ¢ocky. Zbylou ¢ast tvoii cévnatka vyzivujici celou stiedni ¢ast
oka.

Vnitini vrstva oka, nazyvana tunica nervosa, je tvofena sitnici. V zadni ¢asti obsahuje nervové
buniky a fotoreceptory, které zpracovavaji informace o obraze. Zrakovy nerv pienasi tyto
informace do centralniho nervového systému. Oko opousti v misté zvaném slepd skvrna. Na
sitnici se soucasné nachazi oblast nejostiejSiho vidéni, nazyvané zluta skvrna.
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4.2 Glaukom

Glaukom se tfadi mezi skupinu nelécitelnych ocnich onemocnéni, povazovanou za jednu
Z nejcastéjsSich pricin ztraty zraku po celém svété. Hlavnim znakem tohoto onemocnéni je
zvySeny nitroocni tlak, ktery muze poskozovat ocni nerv. Progresivni pribéh nemoci bez
patficné 1écby zpusobuje postupné odumirani nervovych bunék a vladken v oblasti zrakového
nervu, coz muze resultovat v Gplnou slepotu. Pfesny mechanismus vzniku zatim neni plné
pochopen, coz zplsobuje, ze glaukom je celosvétové velmi problematické onemocnéni,
postihujici 3,54 % populace nad 40 let. Svétova zdravotnickd organizace zaradila glaukom mezi
prioritni o¢ni onemocnéni vedouci ke slepot¢.

Trabekularni sitovina je struktura mezi duhovkou, jejim kofenem a rohovkou (obrazek 14). Za
bézné situace udrzuje v oku normalni nitroo¢ni tlak a odtéka tudy vétsina nitroo¢ni tekutiny (asi
65-90 %). Tato tekutina dale proudi tzv. Schlemmovym kanalem zpét do celkového krevniho
obéhu. | kdyz ptesné pfiiny glaukomu nejsou zcela zndmé, je ziejmé, Ze zvySena odolnost
trabekularni sitoviny vici odtoku tekutiny ma zésadni vliv na vznik glaukomového
onemocnéni. Tato odolnost mize byt zplsobena strukturadlnimi i biochemickymi zménami.
Trabekularni sitovina vykazuje porézni strukturu obsahujici proteoglykany a hyaluronan, které
zvySuji odpor vici odtoku tekutiny.

Obr. 14 SEM snimek lidské trabekuldrni sitoviny; méFitko 100 um. Zdroj: Dua H. et al. The
collagen matrix of the human trabecular meshwork is an extension of the novel pre-
Descemet’s layer (Dua’s layer). The British Journal of Ophthalmology. DOI:
10.1136/bjophthalmol-2013-304593.

Nitroo¢ni tekutina je bezbarva tekutina, kterd zasobuje bezcévnaté oc¢ni struktury kyslikem,
zivinami a odvadi odpadni latky. Jak bylo zminéno dfive, vznika v fasnatém télisku a nasledné
proudi do zadni oéni komory. Pomér mezi jeji produkcei a odtokem stanovuje vysledny nitrooéni
tlak. Pfi normalnim stavu se jeho hodnota pohybuje mezi 9 a 21 mmHg (1,2-2,8 kPa), nicméné
definice normalni hodnoty nitroo¢niho tlaku je takova, pii které nedochazi k poskozeni o¢niho
nervu a je zachovana integrita oka. Koncept nitroo¢niho tlaku je klicovy pii diskuzi
0 glaukomu, nebot’ je hlavnim faktorem, ktery mize ovlivnit poskozeni o¢niho nervu.
Nebezpecny je jak piilis vysoky, tak i pfili§ nizky nitroo¢ni tlak (o¢ni hypotonie).

4.3 Terapie glaukomu a komer¢né dostupné glaukomové implantaty

Jak jiz bylo zminéno, glaukom je onemocnéni, které dosud nemé 1é¢bu. Pouzivaji se pouze
metody zaméfené na snizovani nitroo¢niho tlaku. Na trhu se soucasné nenachazi zadny
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fungujici glaukomovy implantat, nicméné existuji zpisoby, které dokazi glaukomové
onemocnéni zpomalit ¢i zastavit.

Prvnim krokem je vZdy konzervativni terapie pomoci lokélnich nebo peroralnich Iékt. Tyto
léky mohou snizovat nitroo¢ni tlak tim, ze snizuji produkci nitroo¢ni tekutiny (napf.
betablokatory) nebo naopak zvysSuji odtok nitroo¢ni tekutiny (napft. prostaglandiny). Inovativni
ptistupy, které zlepsuji biologickou aktivitu 1é¢iv jsou fizené uvoliovani lécivych latek, vyuziti
hydrogel nebo specialnich o¢nich implantati s obsahem aditiv. Laserové terapie funguji na
principu zvySovani odtoku tekutiny vytvofenim otvoru v trabekularni sitoving, nicméné
s kratkodobym efektem.

Pokud neni terapie pomoci 1ékii nebo laseru dostate¢né ucinnd, je nutné zvazit operacni
moznosti. Nejbézné&jsi chirurgicky zakrok, ktery se dosud provadi je tzv. trabekulektomie, kdy
je trvale odstranéna cast trabekuldrni sitoviny a piilehlych oblasti. Prestoze tato metoda
prokazatelné udrzuje funkéni zorné pole a snizuje nitrooc¢ni tlak, je uspé$nost 1écby bez nutnosti
reoperace stale niz8i nez 50 %. Nejnovéjsi piistupy se zaméfuji na tzv. mikroinvazivni
glaukomovou chirurgii. Jeji hlavni vyhodou je nizkd invazivita postupu, coz snizuje riziko
pooperacnich zanétl a urychluje hojeni. Principem je rozsifeni pfirozeného odtoku nitroo¢ni
tekutiny nebo vytvoreni nové cesty.

Na trhu jsou aktudlné dostupné rizné implantaty pro mikroinvazivni glaukomovou chirurgii,
které obdrzely schvaleni od Amerického tfadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Implantat
iStent (Glaukos, USA) se sklada ze tii titanovych stentll potazenych heparinem a umisténych
V oku podél okraje Schlemmova kanalu, coZ pomaha zlepsit odtok nitroo¢ni tekutiny. Vysledky
studii v8ak nevykazuji vysokou ucinnost. Podobn¢ je na tom implantat Hydrus (Alcon, USA)
zkonstruovany ze slitiny niklu a titanu. Jedné se o otevienou strukturu ve tvaru pilmésice se
tfemi otvory, ktera se vklada pfimo do Schlemmova kanalu. Na trhu existuji také implantaty
Z ptirodnich materiala jako je trubicovy Zelatinovy implantat XEN (Allergan, USA). BohuZel
byla pfi jeho pouziti objevena spojitost se vznikem zanétu o¢nich struktur (tzv. endoftalmitidy).

Vétsina implantati je vyrabéna z tuhych materiald, které se diky tomu nemohou piizpusobit
pfirozenému zakfiveni skléry a dochézi tak k poSkozovani rohovkové bunééné vrstvy (tzv.
rohovkového endotelu). Z tohoto diivodu je vhodnéjsi pouzivat flexibilnéj$i materialy. Timto
materidlem by mohl byt naptiklad kolagen, ktery je soucasné hlavnim stavebnim prvkem
extracelularni hmoty. Komeréné se pouZziva biodegradabilni implantat nazyvany Ologen,
sestavajici z lyofilizovaného veptfového kolagenu typu 1 a glykosaminoglykanli. Jeho
nevyhodou je postupna degradace, proto je pouzivan zejména v kombinaci s trabekulektomii.

4.4 Nanovlakenné glaukomové drenazni implantaty

Vzhledem ke skute¢nosti, ze zname nativni charakter struktury tkané a soucasné neexistuje
dlouhodobd a efektivni 1écba glaukomu, miizeme predikovat zajem ocnich chirurgt
I samotnych pacientti o fungujici systém. Mozné feseni by mohlo vzniknout vyrobou implantatu
z nanovlaken. Jejich velkou vyhodou je struktura podobna trabekularni sitoviné. Klicovym
prvkem je nalezeni vhodného materialu, ktery musi splitovat nékolik podminek.
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e Hlavni znich jsou biokompatibilita v mist¢ urceni, netoxicita a inertnost. Tyto
vlastnosti spolecné zajist'uji ptijmuti implantatu bez imunitni odpovédi.

e Zasadnim faktorem je zabranéni degradace materialu. V idealnim piipadé by m¢l
implantat v oku plnit svou funkci do konce pacientova zivota.

e Material musi byt soucasné odolny vuéi rastu bun€k, aby nedochazelo k blokaci
odtokové cesty jejich portstanim, coz by snizilo efektivitu odtoku tekutiny.

Z uvedenych podminek vyplyva, Ze cilem je nalezeni takového materidlu, ktery bude odolavat
bunéénému riistu, ale zarovenl nebude pro bunky toxicky. Tento pfistup je pravym opakem
vétSiny biokompatibilnich scaffoldd, u kterych obvykle pozadujeme jeho rozpad a nahrazeni
nanovlakenné sit¢ plnohodnotnou tkani. Je zfejmé, Ze material by mél napodobovat ptirozenou
strukturu trabekularni sitoviny a udrzovat ji bez vyraznych zmén. Proto by mél byt porézni,
s vhodnou velikosti porid, které zajisti optimalni odtok nitroo¢ni tekutiny, aniz by doslo
k prilisnému sniZeni nitroo¢niho tlaku a vzniku poopera¢ni hypotonie. Implantat by mél byt
tenky, aby minimalizoval trauma pfi zavedeni. Celkové vlastnosti implantatu jsou kli¢ové pro
jeho ucinnost béhem operace, poopera¢niho obdobi a dlouhodobého pouzivani. Mél by byt
flexibilni a tvarové pfizpisobitelny, aby vyhovoval rGznym operacnim technikdm nebo
individudlnim potfebam pacienta.

Na Katedfe netkanych textilii a nanovldkennych materidli jsou dlouhodobé vyvijeny
glaukomové drenazni implantaty, které spliuji veskeré uvedené podminky. Z hlediska
materidlovych vlastnosti je optimalnim polymerem pro vyrobu implantatu polyvinylidenfluorid
(PVDF). Jedna se o synteticky nedegradabilni polymer pattici do skupiny fluoropolymert,
ktery byl jiz zminén v sekci A - Scaffoldy (podkapitola 3.2.)

PVDF vynika vlastnostmi jako je biokompatibilita, odolnost vii¢i hydrolyze ¢i odolnost vici
ristu bun¢k. V ocnim I€kafstvi se pouziva jako neresorbovatelné Sici nité, bézné v mediciné
napiiklad jako kylni sit’ka posilujici bfisni sténu, ¢i jako urogynekologicky implantat nebo Sici
nit¢ obecn¢. Nanovldkna PVDF se v I¢katstvi dosud bézn€ nepouzivaji.

Elektrické zvlaknovani tohoto polymeru technologii Nanospider neni zcela jednoduchou
zalezitosti. V primyslovém méfitku se pro optimalizaci zvladkiovaciho procesu vyuZzivaji
anorganickd aditiva jako naptiklad tetraetylamoniumbromid. PouZiti téchto aditiv vSak
Vv biomediciné neni moZné, protoze mohou zplisobovat draZdivou reakci, obzvlasté v prostiedi
oka. Vysledna vlakenna vrstva PVDF bez obsahu defekti je kromé spravné nastaveného
zafizeni také kombinaci vhodné zvolenych materialovych (molarni hmotnost polymeru,
rozpoustédlovy systém, koncentrace polymerniho roztoku a zplsob rozpousténi polymeru)
a procesnich (teplota a vlhkost vzduchu) podminek.

V ramci experimenti byla provedena modifikace PVDF hydrofilnim polymerem
polyetylenoxidem (PEO). Tato kombinace zajist'uje odolnost viici rustu fibroblastové bunééné
linie, jak je mozné pozorovat na obrazku 15. Bunky se v pfipadé PVDF/PEO shlukovaly do
klastri a nedochazelo k jejich mnozeni (obrazek 15D). Vice informaci je mozné nalézt
v publikaci Klapstové.
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Obr. 15: 1. Fdadek: SEM snimky porovndvajici A: PVDF, B: PVDF/PEO, méritko 10 um.
Druhy radek: Snimky z FM obarvenych bunécnych jader po 8 dnech kultivace 3T3 mysich
fibroblastit na vrstvach C: PVDF, D: PVDF/PEO véetné K-funkce piedstavujici prostorové

rozlozZeni bunék, méritko 100 um

Podle literarnich prament je pro burnky idedlni mirn¢ hydrofilni povrch s kladnym nabojem.
PVDF je hydrofobni material s thlem smaceni kolem 120 °. Diky jeho siln€ negativnimu naboji
nedochdzi k adsorpci molekul, které jsou nezbytné pro adhezi bunék. V dusledku toho, jsou
proteiny adsorbovany v rigidni formé&, coz zabranuje jejich adhezi k povrchu.

Z hlediska tvaru implantatu je mozné vyuzit jak plandrni formu napodobujici trabekularni
sitovinu, tak tubuldrni formu napodobujici sou€asné vyvijené mikroinvazivni implantaty.
Planarni implantaty je mozné vyuzit jako alternativu K dlouhodob& pouzivané operaci
trabekulektomie. Material s rozmé&ry pfiblizné 2x6 mm je umistén do vytvoteného skleralniho
tunelu blizko okraje pfedni ofni komory, jak znazorfiuje obrazek 16 pfi implantaci na
kadaveroznim (nezivém) prasecim bulbu.
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Obr. 16 Ex vivo implantace nanovlikenného plandrniho implantatu na bazi PVDF do
kadaverozniho praseciho bulbu

Tubularni forma implantati Zz nanovldken je zajimavou alternativou mikroinvazivni
glaukomové terapie (obr, 17). Je to piedevs§im v dusledku flexibility vzniklého materialu a S tim
spojené absenci poskozeni rohovkového endotelu. Vyrobu je vSak nutné pojmout zcela
v odlisné perspektivé. Vysledny implantat dosahuje maximalniho priméru piiblizné 150-400
um, coz je velmi maly rozmér s problematickou vyrobnosti. Aby nedoSlo ke zhrouceni jeho
tubularni struktury pfi manipulaci a operaéni technice, je nutné pouzit vypliovy material, ktery
bude zaroven slouzit jako kapalinovy rezervoar, zpomalovat odtok nitroo¢ni tekutiny a
zabranovat tak vzniku hypotonie. Implantat jako celek je tedy kompozitni material
s antifibrotickymi vlastnostmi a schopnosti zajist'ovat pfirozeny odtok nitroo¢ni tekutiny. Jeho
primarni cil je zachovani normalni hodnoty nitroo¢niho tlaku tak, aby nedochazelo
k poskozovani zadniho o¢niho nervu.

Obr. 17 SEM snimky kompozitniho tubularniho implantatu. A: vnitini ¢ast z PVDF vyrobenad
technologii drawing; méritko 50 um; B: Implantat po nanosu vnéjsi vrstvy PVDFIPEQ;
meéritko 500 um
Vyvoj nanovldkenného glaukomového drendzniho implantatu stale probihda, pficemz jsou
objevovany nové a neprobddané oblasti. Planarni materidl byl jiZz testovan na laboratornich
zvitatech (Novozélandsky bily kralik), pfi¢emz vysledky prokazuji nad€jnych charakter
implantat. Ve studii obsahujici 23 zvifat byly sledovany parametry snizovani nitroocniho

tlaku, zanétliva reakce ¢i komplikace spojené s opera¢nim postupem.

34



V soucasn¢ literatuie se nenachazi zminky o pouziti podobného implantitu pro lécbu
glaukomového onemocnéni. Vysledky provedenych studii jsou pomérné novou oblasti
tkanového inZenyrstvi a je zde ocekavan rychly pokrok v soucinnosti s intenzivnim vyvojem
novych materiald.
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