Nanovlakenné materialy v hojeni ran
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scaffoldy pro tkanové inZenyrstvi
o Struktura (,,nativni*, povrch, porozita, mech. vlastnosti,

2D/3D....)

o Material (pfirodni/syntetické, ne/biodegradabilni.....)

o Limitovana bioaktivita scaffoldi (biologicky aktivni latky ,
molekuly, coating, funkcionalizace, inkorporace....)
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Elektrostatické zvlaknovani (DC)

Syringe Solution Needle Jet

Tylor cone

High Voltage Collector

Figure 1: Electrospinning setup

Jirsak, O. Sanetrnik, F. Lukas, D. Kotek, V. Marinova, L. Chaloupek, J. (2005) WO2005024101 A
Method of Nanofibres Production from A Polymer Solution Using Electrostatic Spinning and A
Device for Carrying out The Method.



Nanovlakenna vrstva z PVA

o Material — vodorozpustny polyvinylalkohol (PVA)
o Struktura — planarni vrstva

Number of fibers

fiber diameter (um)



Vlakenny scaffold s inkorporovanymi trombocytovymi
rustovymi faktory

GFs (forma)

systém-nosiC (polymer)

Technologie, Loading, Nativni podminky
Analyza (kvantitativni, kvalitativni)

- : A
~ ~ y / ‘I s J - - ! 4 ~ £
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx 11 VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx 1 VEGA3 TESCAN
WD: 14.97 mm Det: SE 10 pm WD: 14.04 mm Det: SE 10 ym
View field: 55.4 ym Date(m/d/y): 04/20/15 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym Date(m/d/y): 04/15/15 FT TUL Liberec




Biologicky aktivni latka — trombocytové riistové faktory

- PRP (TRS) — 600-900 x 10° PLT/ml
- Trombocytovy lyzat: ,,freeze-thaw* (-80°C/4°C, Dr. Lysak)
- Fyzilogické zastoupeni, mnozstvi
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systém-nosic¢ (polymer)

pozadavky
* Nativni proteiny
* Postupné uvolnovani inkorporovanych proteinu

moznosti

* Biodegradabilni polymery — polyestery (PCL, PLA, PLCL..)
* H,O rozpustné polymery - zZelatina, PVA....
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Technologie, Nativni podminky

 PVA -Mw 130000, 88% OH

* Elektrospinning (DC, AC), centrifugdlni zvlaknovani.....

* Rozpoustédlovy systém H,O — EtOH




Loading

e trombocytovy lyzat — mnozstvi

* vyroba scaffoldu/*“ucinnost*
scaffoldu

116 kDa
—>
97.4kDg

66,2 kDa
—

40 kDa
—

NC

PL 7,5%
PL 10%
PL 12,5%
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Analyza aktivity inkorporovanych proteinii

Modelovy protein —HRP (kvalitativni analyza — nativita)

e Electrospinning neovliviiuje aktivitu proteinu (HRP)
e Aktivita sledovana 3 tydny — pokles aktivity o 80%
* Aktivit klesd podobn€ jako u nezvlaknéného enzymu
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Postupné uvoliiovani inkorporovanych proteinii — nutno snizit
rozpustnost polymeru

* modifikace postrannich skupin
- SITOVANI

Chite




modifikace postrannich skupin
acylace povrchu
- pomoci kyseliny [2- [2- (Fmoc-amino) ethoxy] ethoxy] octové (FAEEAA)
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* heat or cross-linking agent @

™ Hydrogel

? PVA stupent hydrolyzy , molekulova hmotnost
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Fig.: SEM of materials prepared from 10% PVA (MW 125 000, 98% hydrolysis)
wirh/without platelet lyzate; magnification 5000x, scale bar 10um




protein release
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Analvza pomalu rozpustnych PVA vrstev
7?7 homogenita — inkorporované proteiny
7?7 uvoliovani proteint
7?7 rozpustnost PVA
7?7 nativita/aktivita GFs
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Aktivita inkorporovanych trombocytarnich riustovych faktoru

- 1n-vitro testovani
- Puzité bunécCné linie:  3T3 mysi fibroblasty,
HaCat keratinocyty,

HSVECs
- Inkorporované GFs podporuji bunécnou proliferaci
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Fig.: HaCat keratinocytes formed a confluent layer
on day 14 the cells started to create the second layer
of cells. Staining: cytokeratin 14 (red).

Human keratinocytes cell line HaCat MTS assay



In vivo — v prubchu
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Tato price byla provedena diky finanéni podpoie MZ CR, projekt &islo NV18-01-00332



Nanovlakenna vrstva z PCL

o Materidl — degradabilni polyester (polykaprolakton)

o Struktura — planarni vrstva
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Elektrostatické zvldknovani : bezjehlové,
NANOSPIDER, DC

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.12 mrﬁ .
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm
View field: 277 pm  Date(m/d/y): 08/08/19 TUL Liberec KNT

Nanovlakenna vrstva:
Primér vlaken: 381 + 89 nm
Plo$na hmotnost 25g/m?



Nanovlakenna vrstva z PCL

NANOTARDIS
o Klinicka zkouska — v prﬁbéhu CZ: Nanovlakenny kozni kryt, sterilni
- akutni a chronické rany X/ cm

VYLUCNE PRO KLINICKE ZKOUSKY
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Nepouzivat pokud je baleni poskozené

Dalsi vyzkum - MoZnost funkcionalizace biologicky
aktivnimi latkami



