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ABSTRAKT

Vlastnosti tubularnich nosic¢i pripravenych z nanovliken

Prace charakterizuje polymerni roztoky a nanovldkenné struktury vyrobené
metodou elektrostatického zvlaknovani. Je zde vyhodnocen vliv mechanickych a
geometrickych vlastnosti na proliferaci bun€k na jednotlivych vzorcich. Bylo
pfipraveno a zvlaknéno celkem Sest vzorkli s rliznou koncentraci PCL v rtiznych
rozpoustécich systémech. Viskozitu roztokd urcoval padovy €as kulicky v jednotlivych
roztocich. Smacivost byla ur¢ena pomoci velikosti kontaktniho thlu pfisedlé kapky.
Geometrické vlastnosti vzorkii byly stanoveny ze snimkt z elektronového mikroskopu.
Pro tento ucel byl vytvoten skript v programu MATLAB pro zpracovani SEM snimki
s cilem stanoveni velikosti porti a vlaken. Pfi mechanickém testovani byla stanovena
mez pevnosti jednotlivych vzorki. Vliv vlastnosti vzorkd byl hodnocen na zakladé
bunécénych experimentll, pro jejichz ucel byla navrzena a vyrobena kultivacni komora.
Pro méfeni poctu bunék byl vytvoren skript v programu MATLAB. Proliferace bun¢k
na jednotlivych vzorcich byla hodnocena pomoci barveni jader a cytoskeletu a nasledné
analyzy mikroskopickych snimkid. Byla prokdzana zavislost mezi jednotlivymi
proménnymi. Dle vysledka v této praci uvedenych se pro bunécnou proliferaci jevi jako
nejvhodnéjsi vzorek s koncentraci 16 % PCL. Nejvyssi mechanickou pevnost prokazal
vzorek s nejvyssi koncentraci PCL.

Klicova slova

nanovlakna, polykaprolakton, elektrostatické zvlaknovani, smacivost nanovlaken,
pramér vlaken a velikost port



ABSTRACT

Properties of tubular scaffolds prepared from nanofibers

This study characterizes polymer solutions and nanofiber structures produced by
electrospinning. The influence of mechanical and geometric properties on cell
proliferation on individual samples is evaluated here. A total of six samples with
different PCL concentrations in different dissolution systems were prepared and spun.
The viscosity of the solutions was determined by the fall time of the metal ball in the
individual solutions. The wettability was determined by the size of the contact angle of
the sessile drop. The geometric properties of the samples were determined from electron
microscope images. For this purpose, a script was created in MATLAB to process SEM
images to determine the size of pores and fibers. During mechanical testing, the ultimate
strength of individual samples was determined. The influence of the properties of the
samples was evaluated on the basis of cell experiments, for the purpose of which a
culture chamber was designed and manufactured. A script in MATLAB was created to
measure the number of cells. Cell proliferation on individual samples was assessed by
staining the nuclei and cytoskeleton and subsequent analysis of microscopic images.
The dependence between the individual variables was proved. According to the results
presented in this study, a sample with a concentration of 16% PCL appears to be the
most suitable for cell proliferation. The highest mechanical strength was demonstrated
by the sample with the highest concentration of PCL.

Keywords

nanofibers, polycaprolactone, electrospinning, nanofibers wettability, fiber diameter and
pore size
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Seznam symboli a zkratek

Seznam symboli

Symbol Jednotka Vyznam

(] ° Kontaktni ihel pro vyhodnoceni smacivosti
n mPa-s Dynamicka viskozita

n poise Dynamicka viskozita (1 poise = 0,1 Pa-s)

T S Péadovy cas kulicky pro méteni viskozity
Pk (9/em?) Hustota kuli¢ky pro méteni viskozity

Pr (g/cm?) Hustota roztoku

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

ABAM Antibiotikum-antimikotikum

ADMSC Mezenchymalni kmenové buriky izolované z tuku prasete (Adipose-derived
mesenchymal stem cells)

ANOVA Analyza rozptylu (Analysis of variance)

DAPI 4', 6-diamidin-2-fenylindol

DMEM Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (Dulbecco's modified eagle's
medium)

ECM Extracelularni matrix

FGF2 Bazicky fibroblastovy rastovy faktor (Basic fibroblast growth factor)

PBS Fosfatovy pufr (Phosphate buffered salin)

PCL Polykaprolakton

PGA Polymer kyseliny glykolové

PLA Polymer kyseliny mlécné

PLCL Kopolymer kyseliny mlé¢né a kaprolaktonu

PLGA Kopolymer kyseliny glykolové a mlééné

SEM Skenovaci elektronovy mikroskop (Scanning Electron Microscope)

TRITC Tetramethylrhodamin




1 Uvod

V duisledku kardiovaskularnich onemocnéni zemiou v Evropé kazdy rok 4 miliony
osob [1]. Tato onemocnéni mohou vznikat rliznymi zpusoby. Nejcastéji byvaji
dochazi k nedostatenému prokrvovani pfislusnych ¢asti lidského téla. Jednou
Z moznosti, jak fesit tato onemocnéni je ndhrada poskozené cévy, a to bud Stépem
autolognim, ktery je ziskan z vlastni tkané, xenogennim anebo St€pem umélym [2].
Omezena dostupnost zdravych autolognich cév pro roubovani pomoci bypassu vedla k
vyrobé protetickych  vaskularnich  trubic.  Syntetické Stépy, vyrobené =z
polytetrafluorethylenu ¢i z polyethylentereftalatu, jsou usp&$né pouzivany K
nahrazovani cév s velkym primérem (> 6 mm). Problém vsak nastava u ndhrady cév s
malym pramérem, kdy tyto $tépy vykazuji vysokou miru selhani v disledku trombodzy,
stendzy a okluze [3]. Cévni nahrada by se méla co nejvice podobat cévé nativni.
Pozadavky, které by méla ndhrada splnovat, jsou zejména biokompatibilita s okolnim
prostfedim cévy, dostatené mechanické vlastnosti, které si musi zachovat b&éhem
remodelace cévniho systému, a biodegradabilita, diky niz dojde s postupem casu
k ptirozenému zaclenéni do lidské tkané [4]. Moznym feSenim cévnich nahrad s malym
primérem S poZadovanymi vlastnostmi by mohla byt nanotechnologie. Diky ni je
mozné pomoci elektrostatického zvlaknovani polymerd do nanovlaken vyrobit tkanovy
nosic¢ tzv. scaffold. Na tento nosi¢ Ize nasadit buniky dané tkané a vytvofit nahradu pro
poskozenou cévu. Ptipadné je moZnosti nosi¢ implantovat do téla pacienta, kdy osidleni
probéhne piimo v organismu. Dilezité vSak je zvolit vhodny polymer syntetického nebo
ptirodniho plivodu, z kterého budou nanovlakna vytvotfena tak, aby buiiky vykazovaly
vysoky stupent proliferace. Kone¢nym cilem nanovldkenného tkanového nosice je
vyroba idedlni struktury, kterd bude nahrazovat pfirozenou mezibunécnou hmotu do té
doby, nez budou hostitelské bunky schopny znovu osidlit a resyntetizovat novou
ptirozenou mezibuné¢nou hmotu [5]. Cilem této prace je porovnani nanovlakennych
struktur, vyrobenych zraznych koncentraci polymeru, zméfeni jejich vlastnosti a

ovéfeni vhodnosti nanovldken pro buné¢né kultury.
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2 Prehled soucasného stavu

V posledni dobé se zvysila pozornost na vyuziti nanovldken v oboru tkanového
inZzenyrstvi. Pfedevsim proto, ze svymi vlastnostmi jsou odlisSné od stavajicich materiala
pro nadhradu cév. Diiraz je ptfitom kladen zejména na biokompatibilitu a biodegradabilitu
materidlu. Pfi poskozeni cév miize dojit k nadmérnému ukladdani extracelularni matrice,
které vede k patologickému stavu znamému jako intimalni hyperplazie. V krevnich
cévach s velkym prumérem se toto onemocnéni projevuje zizenim lumen a zptsobuje
tedy zménu v priutoku krve. Nicméné uplné uzavieni ve velkych cévach se vyskytuje
velmi vzacné. V cévach s mensim primérem je vSak okluze zdvazny a Casto fatalni stav,
protoze cévy postradaji prostor pro expanzi béhem faze remodelace. Tento patologicky
stav lze nejlépe 1é¢it pomoci bypassovych roubovacich postupt, které pouzivaji venu
saphenu. Mnozstvi kvalitnich autolognich cévnich §tépt byva vSak omezené, stejné
jako mnozstvi vhodnych $tépti od darcti. Castym problémem je také vysoké riziko
trombdzy ¢i infekce. Proto jsou vyrabény Sté€py umeélé. Syntetické vaskuldrni Sté€py
z polytetrafluorethylenu, které se ukazaly byt vhodné jako nahrady krevnich cév
velkého praméru, byly zkoumany i u malych priméri. Zde vSak zna¢né snizily
prichodnost, a vykazovaly vysokou miru selhani, protoze se jim nepodafilo dostatecné
napodobit nativni funkci $tépu [6].

Elektrostaticky vytvofena nanovlakna se velmi podobaji mezibunééné hmotg, ktera
se rovnéZ sklada z tenkych vldken. Tato vldkna kolagenu a elastinu a jinych latek tvofi
trojrozmérné mikroprostredi, ve kterém bunky ziskavaji snadno urcity funkéni tvar a ve
kterém se vytvaii spojeni mezi bunkami. Elektrozvlaknéné polymery ve formé
nanovladken jsou v tkanovém inzenyrstvi pouzivany jako leSeni s porézni strukturou,
coZ umoznuje bunkdm udrZovat vzajemnou interakci. Mimo leSeni a bunky hraji
dilezitou roli v tkdnovém inZenyrstvi i1 ristové faktory, které podporuji intracelularni
signalni efektory. Vhodnou kombinaci pfirodnich a syntetickych polymera lze vyrobit
nanovldkna, ktera umozZiuji bunkdm dynamicky rast a diferenciaci, coz vede
k vhodnym regeneraénim ucinktim. Pfesto vSak existuji stale moznosti ke zlepSeni a
vytvoreni prostiedi srovnatelného s podminkami in vivo [7].

2.1 Obecna stavba cévy

Krev cirkuluje télem prostiednictvim cév, které se déli na tepny, zily a kapilary.
Podobné jako u jinych tkdni, je hlavni soucasti cév extracelularni matrix (ECM).
Struktura cév sestava ze tii vrstev. Jedna se o vrstvy:

e tunica intima,
e tunica media
e tunica adventitia
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Tunica intima tvofi nejvnitingjsi vrstvu, ktera je v kontaktu skrvi. Sklada se
z endotelu a subendotelové vrstvy tvofené fidkym kolagennim vazivem. Endotel je
hladka, nesmaciva vrstva slozena z plochych endotelovych bunék, které brani styku
krevnich desticek s vazivem subendotelové vrstvy a jejich naslednému shlukovani, a
tim vzniku sraZzeniny (trombu). Tyto bunky zaroven vykazuji vysokou metabolickou
aktivitu [8].

Stfedni vrstva tunica media se obvykle sklada z husté populace koncentricky
uspotadanych bunék hladkého svalstva, které produkuji mezibunécnou hmotu. Tato
vrstva umoziiuje zménu prisvitu cév a zaroven dodava cévni sténé pruznost. Tunica
media je oddé¢lena od vrstvy tunica intima pomoci vnitini elastické laminy [9].

Tunica adventitia tvoii vnéjsi povrchovou vrstvu cévy a obsahuje kolagenni a
elasticka vlakna. Tato vlakna se kiizi a pfechazeji do okolniho vaziva [8].

Z pohledu odliSnosti stén mezi tepnami a zilami, je rozdil v tloust’ce jednotlivych
vrstev. U tepen je nejsilngjsi vrstvou tunica media, naopak u zil je nejsilngjsi tunica
adventitia. To znamena, Ze tepny si diky své silné svalové vrstvé udrzuji téméf za vsech
podminek okrouhly pramér. Zily maji svalovou vrstvu slabou, a proto se jejich prisvit
Casto méni podle tlaku struktur, které jsou s nimi v kontaktu [8]. Je vSak nutné si
uvédomit, ze pfirozené krevni cévy tvoii rozvétvené systémy tepen a zil, které se lisi
velikosti, mechanickymi vlastnostmi, biochemickym a bunéénym obsahem a
ultrastrukturdlni organizaci v zavislosti na svém umisténi a specifické funkci. Proto je
vhodné pfipravovat vaskularni stépy podle specifickych pozadavki, které zohlednuji
mechanické a antitrombogenni vlastnosti nativnich krevnich cév [3].

2.1.1 Mezibunééna hmota

Kazda tkan se skladd z mezibunééné hmoty (ECM) a urcit¢ho poctu bunék.
Mezibunééna hmota, ktera obklopuje cévni buriky je tvofena zejména kolagenem typu |
a Ill, elastinem, proteoglykany a glykoproteiny. ECM ptedstavuje v podstaté leSeni,
které udrzuje tvarovou strukturu stény cévy. Zaroveit ECM nese stalé mechanické sily
vyvolané na cévu pulznim krevnim tokem v tepnach. Diky ni bunky drZi pohromadé a
jsou schopny adheze, proliferace a diferenciace [10]. Z hlediska mechanickych
vlastnosti poskytuje kolagen tahovou pevnost a odolnost proti prasknuti. Zaroven
udrzuje tvar tkané a pienasi a rozptyluje zatéz[4]. Elastin poskytuje pfedevsim elastické
vlastnosti, diky kterym je céva schopna vratit se pfi deformaci do ptivodniho tvaru.
Proteoglykany pfispivaji k odolnosti proti tlaku. Céva je tak schopna diky svym
vlastnostem vyrovnavat pulzaci krve [9].
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2.2 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi znamena in vitro vyvoj a modulace riznych molekul a bunék
v ptirodnich a syntetickych konstruktech za tcelem nahrazeni poskozené tkané.
Dulezitou roli hraji porézni materidly, které jsou vyrabény jako vhodna nahrada ECM a
tvoii tak substrat pro podporu dynamického ristu bunék. Ke zvySeni bunééné adaptace
JSOu na substraty vazany ruzné rastové faktory a cytokiny. Zasadnim strukturou je
takzvané leseni (nosic), které sestava hlavné z ptirodnich nebo syntetickych materialt.
Toto leSeni ukotvuje builky a poskytuje jim vhodné prostiedi pro adhezi, rist a
proliferaci. Poté, co dochazi ke spravnému ristu bunék na poréznim leSeni, mize byt
konstrukt transplantovan do cilového mista in vivo. LeSeni slouzi vSak jen jako dofasna
mechanické opora. Diky biodegradabilité je totiz absorbovano okolni tkani, aniz by bylo
nutné ho chirurgicky odstranovat [7].

2.2.1 Vlastnosti tkanového nosice

Pfi vybéru materialt pro aplikaci v tkdnovém inzenyrstvi musi byt splnéna fada
pozadavkl. Tkanovy nosi¢ by mél byt biomateridlem. Tedy latkou umélého C¢i
prirodniho pivodu, kterd nahrazuje ¢i rozsifuje po urcitou dobu danou funkci lidského
systému. Od takového materidlu se vyzaduje, aby se co nejvice podobal nahrazované
tkani, nebyl toxicky pro lidské télo a nevyvolaval alergickou reakci. V ptipad€ umélych
cévnich $tépu je navic dulezité zajistit antitrombogenni vlastnosti a taktéz odolnost vici
krevnimu tlaku a mechanickému pnuti. UdrZeni téchto vlastnosti je klicové zejména v
Casnych stadiich proliferace bunék in vitro, kdy tkan roste a dosud nema vysokou
mechanickou pevnost. Leseni by navic mélo udrZzovat pruznost bez vyznamné trvalé
deformace, aby se pievedly pfisluSné mechanické podnéty bunck. Daéle pak
mechanickou stabilitu, dokud nebude bunkami tvofenda ECM schopna nést zatéZ, na
kterou je stavén tkanovy nosi¢. S ohledem na pfirozené vrstvy normalni cévy se jevi
konstrukce vicevrstvého vaskularniho leseni jako optimalni pro zlepseni mechanickych
vlastnosti [7].

Vyrobené leSeni by mélo byt porézni se vzajemné propojenymi dutinami. Vysoky
pomér plochy k objemu podporuje rist bunék a usnadiiuje jejich rovnomérnou
distribuci. S tim souvisi téz velikost poru, ktera v pfipadé malych pora blokuje penetraci
bun¢k a produkci ECM. Vhodné rozmezi velikost péri bylo stanoveno na
(91 — 150 um) [11]. Povrchové vlastnosti leSeni, jako je topografie a chemické
vlastnosti, jsou rozhodujici pfi adhezi bun€k a jejich proliferaci. Zejména pfilnavost
k syntetickym materialiim pak zavisi pravé na vlastnostech chemickych [7].

Dalsim rysem vytvofené¢ho leSeni schopnost biodegradace, kterd by méla byt pfi
vyrobé zohlednéna. Biodegradace zajiStuje, Ze se nosi¢ v téle po Case rozlozi na
netoxické monomery, je vylouCen a nahrazen vlastni tkani. Je vSak nezbytné, aby se
rychlost degradace shodovala s rychlosti tvorby nové tkané. Pokud je rychlost
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degradace pfiliS nizka, bude branéno tvorbé nové tkan€. Pokud je vSak rychlost
degradace pfili$ vysoka, pak bude narusena mechanicka stabilita leSeni [12].

2.3 Nanotechnologie a nanovlakna

Mezi ¢im dal vice se rozvijejici odvétvi patfi nanotechnologie, coz je védecka
oblast, kterd se zabyva tvorbou a vyuzivanim struktur v méfitkdch nanometri. Ve
srovnani s makroskopickymi materidly maji nanomaterialy docela odliné vlastnosti a
chovani. V piipadé nanovlaken se jedna piedev§im o mimoiadné vysoky pomér plochy
k objemu.

Vyuziti nanovlaken je rozmanité. Vyuzivaji se v oblasti filtrace, biosenzord,
vojenskych ochrannych odévi, fotovoltaickych zafizeni, vysoce G¢innych katalyzatord,
kosmetiky a také v oblasti biomediciny, ptesnéji feceno tkanového inzenyrstvi. Zde jsou
nanovlakna uzivana jako nosi¢e pro dodavani léCiv, obvazové materialy nebo jako
porézni trojrozmérné leSeni pro nahradu ruznych tkani (kuze, krevni cévy, nervy,
Slachy, kosti a chrupavky) [6].

2.3.1 Nanovlakenné tkanové nosice

Jako nanovldkna jsou oznacovany vlakenné struktury s primérem mensim nez 1
pm. Nanovlakna maji diky svému vysokému poméru povrchu k objemu nékolik
specifickych vlastnosti, jako je nizkd hustota, velky objem pérti s promeénnou velikosti a
vyjimecné mechanické vlastnosti. Ackoli je chemické struktura polymerti pro vyrobu
nanovlaken stejna jako pro vyrobu jinych makroobjektl, vede velky povrch nanovlaken
ke zvySené schopnosti interagovat s okolnim prostiedim a okolnimi casticemi, coz
v disledku vede ke zlepSeni jinych vlastnosti, jako jsou chemické vazby ¢i mechanicka
a teplotni odolnost [13]. Elektrozvlaknéné nanovlakenné matrice vykazuji
morfologickou podobnost s pfirozenou ECM, ktera obsahuje ultrajemna kontinualni
vlakna s velkou plochou, vysokou porozitou a variabilni distribuci velikosti pori, coz
umoziuje buinkdm usadit se i uvnitf nosice. Na chovani bun¢k ma vyznamny vliv
nanotopografie vytvofeného tkanového nosice. Pory, zafezy a vyvySeniny na materialu
totiz ovliviiuji bunéénou adhezi, proliferaci a genovou expresi. Na tyto faktory ma vliv
v zivé tkani ECM, ktera se v zasad¢ sklada z hierarchicky usporadaného kolagenu,
lamininu, dalsich fibril a proteoglykanti v rozsahu nanometri. Primér a orientace
vldken maji také vyznamny vliv na bunécnou odpovéd. Zmeény v bunééném chovéni
mohou byt zplisobeny zménami povrchovych vlastnosti, jako je smacivost, morfologie
povrchu a zmény v poérovitosti a prameru port. To muze vést k adsorpci vice ECM
proteini, jako je vitronektin, fibronektin a vést tak ke zlepSeni adheze a proliferace
bungk ve srovnani s plochymi nebo 2D povrchy [6].

Nanovlakna musi mit dostate¢né mechanické vlastnosti, aby byla vhodna pro danou
aplikaci. Mezi nejcastéji provadéné zkousky patii méteni Youngova modulu pruznosti a
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méieni pevnosti v tahu. Mechanicka pevnost a vlastnosti vlaken zavisi na chemickém
slozeni polymeru, vyrobnim postupu, priméru vlaken a jejich celkovém uspotadani.
Navic lze jejich vlastnosti vyznamné ovliviiovat parametry elektrostatického
zvlaknovani [6].

Nejbéznéji pouzivanymi materidly v tkadnovém inzenyrstvi jsou syntetické
polymery a molekuly extracelularni matrice izolované ze zivocisnych tkani.
NejrozsifenéjSim pfirodnim materidlem je kolagen typu I a ze syntetickych polymert to
jsou polykaprolakton (PCL), polymer kyseliny glykolové (PGA), polymer kyseliny
mlééné (PLA) a kopolymery kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA). Tyto polymery jsou
Siroce povazovany za biokompatibilni, pficemz je lze je vyrobit do rizné tvarovaného
leseni [14].

2.4 Vyroba nanovlaken elektrostatickym zvlaknovanim

Jednou z metod pro vyrobu nanovlaken je elektrostatické zvlaknovani, také jinak
zvané elektrospinovani, diky kterému je mozné vyrobit vldkna o priméru od nekolika
nanometrd az po stovky nanometrti a délky nékolika metrti [6]. Elektrospinovani je
jednoduchy nastroj pro vyrobu nanovlaken nepfetrzitym procesem pomoci pristroje
zvaného nanospinner. Pomoci této metody je mozné vyrobit nanovlédkna z ptirodnich i
syntetickych polymert, jeZ mohou nahradit ECM [15].

Pii elektrostatickém zvldknovani dochazi k formovani roztoku polymerti do
vlakennych utvart vlivem vysokého elektrického potencidlu (fadové desitky kV). Sily
tohoto elektrostatického pole musi piekonat povrchové napéti roztoku. Napéti nejprve
zpusobi vytrysknuti praminkd z kapky polymerniho roztoku vytvofené na spodni
elektrodé (tzv. emitoru). Pak aktivuji 1 jeho pohyb k protilehlé uzemnéné elektrodé (tzv.
kolektoru). Béhem pohybu dochdzi k tenceni, dlouzeni a tuhnuti zvlakiiovaného
roztoku, ktery ve formé vlaken dopada na kolektor (viz Obr. 2.1). Cely tento pohyb
vldkna mezi obéma elektrodami je velice komplikovany a je veden po zcela ndhodné
trajektorii. Doslova chaoticky pohyb leticiho vlakna zptlisobi jeho ndhodné ukladani na
protilehlou elektrodu, kde se vytvaii netkany vlakenny material. Ackoli existuje velké
mnozstvi typtl kolektorti, kam dopadaji vldkna, 1ze je zpravidla rozd¢lit na stacionéarni a
rotujici. Na stacionarni kolektory se vlakna uklddaji v nahodném uspotadani, zatimco u
rotujicich 1ze vhodnou rychlosti rotace vytvofit orientovanou strukturu vlaken. Pokud je
rotace vyssi nez urCitd mez, dojde k potrhani vlaken. Chceme-li vsak vyrobit tubularni
tkanovy nosi¢, je zapotfebi vyuZzit rotujicitho cylindrického kolektoru o priaméru
takovém, jaky chceme, aby tkanovy nosi¢ mél [16]. V tkanovém inzenyrstvi se spise
vyuzivaji rotujici kolektory, které vytvofi orientovanou strukturu. Buiiky totiz lépe
proliferuji ve sméru orientace vldken a vytvareji kompaktni vrstvu. Vytvoieny tubularni
nosi¢ lze nadale modifikovat a zlepsit tak jeho mechanické vlastnosti [12].
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Taylor cone

Needle

Syringe
with polymer solution

Obrazek 2.1: Schéma principu elektrostatického zvlaknovani. Prevzato z [17].

Vysledné vlastnosti a morfologie nanostruktury jsou ovlivnény jednak procesnimi
parametry a jednak parametry polymerniho roztoku.

2.5 Procesni parametry

Tyto parametry maji vliv na proces elektrostatického zvldknovani a na tvorbu
nanostruktury. Zpravidla se nastavuji ptimo na hlavnim panelu nanospineru. Patfi mezi
né zejména aplikované elektrické napéti, rychlost davkovani roztoku, vzdalenost emitor
- kolektor, ptipadna rychlost rotace kolektoru, rychlost proudiciho vzduchu ¢i jeho
teplota. Vsechny tyto parametry spolu vice ¢i méné souvisi a projevi se na vytvoiené
struktufe.

2.5.1 Aplikované napéti

Mezi zakladni parametry elektrostatického zvlaknovani patii aplikované napéti, bez
n¢hoz nedojde ke tvorbé paprsku. ZvySovani intenzity elektrického pole zacne vyvijet
tahové sily na kapalinu, ¢imz se prodluzuje kapka na Spicce kapilary. Pfi dalSim
zvySovani intenzity, dosahneme bodu, ve kterém jsou elektrostatické sily rovny
povrchovému napéti kapaliny, coz vede k vytvorfeni tzv. Taylorova kuzele (viz Obr.
2.1). Je-li aplikované napéti zvySeno za tento bod, jsou vlakna vystielena z vrcholu
kuzele a urychlena smérem ke kolektoru. V piipad€¢ velmi vysokého napéti vSak muize
dojit ke tvorbé kulickovych formaci [12]. Obecné lIze fici, ze pramér vladkna klesa s
rostoucim napé&tim, coz lze pficist rostouci tazné sile [18].

2.5.2 Prutok

Velikost pratoku polymeru ma ptimy vliv na rychlost vyroby vlaken. S rostoucim
priatokem se také zvysuje jak pramér vlaken, tak i velikost port. Nicméné pii vysokych
prutocich dochazi k defektiim vlakna ve formé kulicek, jelikoz vlakno zcela nevyschne
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pred dosazenim kolektoru. To pak muze vést i ke tvorbé zplostélych vlaken a nikoli
vlaken s kruhovym prufezem [18]. Na dostate¢né odpateni rozpoustédla ma dale i vliv
vzdusna vlhkost a teplota. Vysoka vlhkost totiz zplsobuje nedostate¢né odpareni
rozpoustédla, zatimco vysokd teplota naopak mulze zpisobit predcasné vysuSeni
polymeru a tim i zaschnuti polymeru na emitoru [12].

2.5.3 Pracovni vzdalenost

Vzdalenost emitor-kolektor hraje neméné dulezitou roli pii tvorbé vlakna, zejména
pak urCuje velikost jeho praméru, ktery se zmensuje se vzrustajici vzdalenosti. Zaroven
ovliviiuje 1 intenzitu elektrického pole, kterd se snizuje se vzristajici délkou mezi
elektrodami. Rozpoustédlo musi mit dostatek ¢asu na odpafeni a pfeménu proudu na
sucha vldkna. Stim souvisi vznik koralkovitych struktur, které lze na vldknech
pozorovat pii zkracovani vzdalenosti od kolektoru, coz je pricitdno pravé neuplnému
vysuseni polymerniho vlakna [12].

2.6 Parametry polymerniho roztoku

Ptestoze 1ze vyvodit obecné vztahy mezi jednotlivymi parametry, je dilezité zminit,
ze pro kazdy jednotlivy polymer a rozpoustédlo se vztah bude vice ¢i méné lisit. Nelze
tedy presné fict, jaké hodnoty parametri jsou nejoptimalngjsi. Mezi dillezit¢ faktory
zvlakiovaného polymerniho roztoku patfi koncentrace polymeru a tékavost
rozpoustédla, které urcuji, zda budou vldkna tvofena, dédle vodivost roztoku, kterd
urcuje, jakou tahovou silou budou vldkna vystavena v pfitomnosti elektrického pole,
smés rozpoustéciho systému ¢i viskozita roztoku.

2.6.1 Koncentrace polymeru

Koncentrace polymeru je velmi dilezity parametr, nebot’ uréuje, zda se vlakno tvoii
¢i ne. Roztok musi mit dostatecné vysokou koncentraci, aby doslo ke spleteni fetézcu,
ale nesmi byt naopak prili§ ziedény, protoze pak by se vlakna uz nevytvofila.
Koncentrace polymeru ovliviiuje jak viskozitu, tak i povrchové napéti roztoku. Pokud je
roztok pfili§ zfedény, polymerni vlakno se rozpadne na kapicky pifed dosaZenim
kolektoru  kviili  G€inkim  povrchového napéti. Tento jev se nazyva
,electrospraying. Nizka koncentrace polymeru mize také vést k tvorbé koralkovité
struktury na vlaknech. S rostouci koncentraci tento jev mizi az k tvorbé homogennich
vlaken [6]. Pokud ma vsak roztok pfili§ vysokou koncentraci, nemohou se vlakna
vytvaret kvili vysoké viskozité. Polymer tak Casto zasychd, ucpava kapildru a je tak
znemoznéno jej zvlaknit. Pracujeme-li ve vhodném rozmezi koncentraci, lze zvySenim
koncentrace zvysit i pramér spiadanych vlaken, ale i variabilitu praméra [12].
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2.6.2 Tékavost rozpoustédla

Volba rozpoustédla mé vliv na schopnost tvofeni vlaken a také jejich porovitost.
Aby mohlo dojit k dostatecnému odparovani rozpoustédla mezi kapilarnim hrotem a
kolektorem, musi byt pouzito tékavé rozpoustédlo. Je-li pouzito maélo tékavé
rozpoustédlo, nestihne se béhem letu mezi elektrodami odpafit, takze se na kolektor
uklada nevlakenny roztok polymeru [12].

2.6.3 Viskozita polymerového roztoku

Souvisejici veli¢inou, jejiz hodnota je dana druhem a mnozstvim polymeru a
rozpoustédla je viskozita. Bylo pozorovdno, Ze neni mozné vytvofit souvisld
nanovlakna s velmi malymi hodnotami viskozity (7 < 1 poise). Stejné¢ tak neni mozné
pouzit polymer s velmi vysokymi hodnotami viskozity (7 > 20 poise), jelikoz pak je
témef nemozné vytvofit proud polymeru z emitoru. Se vzristajici viskozitou se zvétSuje
primé&r vldken. Stejné tak dochazi i1 k absenci koralkovitych utvarli na vlaknech.
Samotna hodnota viskozity je pak zéavisla na koncentraci a molekulové hmotnosti
polymeru. Molekulovd hmotnost sama o sobé téZz ovliviiuje ptitomnost koralkli na
vlaknech. Cim je hmotnost vyssi, tim spiSe se za stejnych podminek na vlaknech
koralky neobjevuji [19].

2.7 Povrchova modifikace vlaken

Vlastnosti vldken ptipravenych procesem elektrozvlaknéni lze upravit pomoci
ruznych technik povrchové modifikace. Pro aplikaci vldken v biomedicinské oblasti se
povrchy modifikuji chemicky a fyzikalné. Nanovldkna pak mohou poskytovat
biomimetickd mikroprostiedi okolnim bunkdm a tkdnim. Rtzné techniky méni
chemické sloZzeni povrchu nanovlaken, porozitu, drsnost ¢i hydrofilnost povrchu, coz
navic zvySuje biologickou kompatibilitu polymernich materidlli a zavadi rlizné funkéni
skupiny vhodné pro bunéény rast [17].

Mezi bézné uzivané upravy patii oSetieni plazmou, coz je vysokoenergeticky
stav hmoty, ve kterém je plyn ¢asteéné ionizovan na nabité Castice. Tato uprava slouzi k
imobilizaci polarnich skupin, jako jsou karboxylové nebo aminové zbytky na povrchu
za ucelem zlepSeni Smacivosti. Naptiklad elektrozvldknénd PLGA nanovldkna byla
modifikovana plazmou za pfitomnosti kysliku a amoniaku, a po upravé vykazovala
zvySenou hydrofilitu povrchu a doslo tak ke =zlepseni adheze 1 proliferace
fibroblastovych bun¢k [20].
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2.7.1 Smacivost povrchi

Zminéna hydrofilita ¢i smacivost povrchu je dalezitou vlastnosti biomaterialii a
muze ovlivnit pfipojeni, proliferaci, migraci a zivotaschopnost bun¢k. K hodnoceni
smacivosti se pouziva kontaktni thel vody s povrchem. Vétsina syntetickych polymert,
véetné PCL, je hydrofobni povahy, zatimco kolagen a zelatina jsou povahy
hydrofilni [21].

Jak bylo ukazano v n€kolika studiich, Ize zvySenim smacivosti povrchu zlepsit
zivotaschopnost bun¢k. A to bud’ jiz zminénou plazmou, nebo pomoci potahovani
jinych polymeru napiiklad polydopaminem ¢i Zelatinou [22], [23].

Smacivost je ovlivnéna ale 1 vytvofenou vldkennou morfologii. Vlakna
s koralkovitymi strukturami se totiz chovaji vice hydrofobné, nez vldkna bez koralk,
vytvotena ze stejného polymeru. V piipadé tkanového inzenyrstvi, kdy je potieba
nahradit uréitou tkan, mohou tyto koralkovité struktury podporovat buné¢nou adhezi.
S vyhodou lze vyuzit téchto utvari také pfti terapeutickych ucelech, jako je naptiklad
doprava 1€kt na urc¢ita mista v lidském organismu nebo hojeni ran [19].

2.8 Polymery vyuzZivané pro vyrobu nanovlaken

Pti navrhovani nosi¢e musi mit dany polymer vhodné mechanické vlastnosti pro
cilovou aplikaci a jeho produkty rozkladu béhem implantace by mély byt metabolické
latky produkované zivym t&lem, ¢imz by byla zaruéena netoxicita. Casto se pro vyrobu
nanovlaken nepouzivaji pouze Cisté syntetické polymery, nybrz i slouceniny s proteiny
ECM, jako je kolagen a elastin. Pfimichanim téchto slozek do roztoku polymeru
zaruc€uje piihodné podminky pro podporu ristu bunék a pro pronikani buné€k do nové
vytvofené matrice. LeSeni, které je vyrobené pouze ze syntetického polymeru, postrada
zivotné dulezité receptory na bazi integrinu, které jsou dilezité pro bunééné funkce.
Ackoli polymery podobné ECM casto postradaji poZzadované fyzikalni vlastnosti a je
obtizné je zvlaknovat samotné, podporuji nepochybné biologické reakce bunék a
poskytuje piiznivéjsi mikroprostiedi pro bunécné funkce [24]. Da se tedy fict, ze
zatimco pfirodni polymery jsou pifihodnéj$i pro bunéénou adhezi, proliferaci a
diferenciaci, syntetické materidly se naopak vyznacuji vys$S§i mechanickou odolnosti.
Proto se vyuziva kombinace obou polymert [7]. To je napiiklad ukazano i ve studii, kde
byla sledovana proliferace lidskych bunék hladké svaloviny na tiech elektrospiedenych
povrsich vytvorenych z PCL, z kolagenu a slou¢enim PCL a kolagenu. Proliferace na
PLC/kolagenové struktuie byla vyssi ve srovnani s PCL strukturou. Nejvyssi proliferace
byla prokazana na kolagenové struktute. Nicméné PCL/kolagenova struktura prokazala
nejvhodnéjsi mechanické vlastnosti, ale také potiebnou amidovou skupinu, diky které
byla vytvofena rovnomérna distribuce bun¢k hladkého svalstva [4].
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V jiné studii, ve které bylo vytvofeno a zkoumano nanovlakenné leSeni ze smési
kolagenu, elastinu a syntetickych polymerti PLGA, PLA, PCL a PLCL, byla vyrobena
vldkna s priiméry v rozmezi od 477 nm do 765 nm. Nejvétsi pevnost v tahu prokazal
polymer PLA, naopak nejmensi hodnoty byly zjistény u roztoku pouze s pfirodnimi
polymery. Viabilita byla na vS§ech nanovlakennych strukturach téméf stejna, mirné vsak
ptevazovalo leseni pouze z kolagenu a elastinu. Toto leSeni se ale po n¢kolika dnech
kultivace zhroutilo. VSechna leSeni se v§ak chovala netoxicky a biodegradabilné [3].

2.8.1 Syntetické polymery

Mezi jedny z nejbéznéji uzivanych latek k vyrobé scaffoldt patii polymer kyseliny
glykolové (PGA), kyseliny mlécné (PLA), polykaprolakton (PCL) a jejich rtzné
kopolymery. Skoro tim nejuzivanéj§im polymerem pro rizné biomedicinské aplikace je
pravé polykaprolakton (PCL).

PCL je semikrystalicky synteticky polymer S pomérné nizkou teplotou tani
(55-60 °C), ktery je Siroce pouzivan v tkanovém inzenyrstvi. Vyznaluje Se
biokompatibilitou, biodegradabilitou a poskytuje vynikajici mechanické vlastnosti pro
rizné aplikace, a to jak v medicing, tak i v tkdnovém inzenyrstvi. Bylo vsak také
zjisténo nékolik nevyhod PCL, jako je vnitfni hydrofobni povaha a Spatnd interakce S
biologickymi tekutinami, coz snizuje G¢innost adheze a proliferace bun¢k [24]. Jelikoz
PCL je mozné michat s fadou pfirodnich i1 syntetickych polymerti, 1ze upravit jeho
smacivost a biologickou interakci [25].

Syntetické polymery na vyrobu nanovlaken jsou vétSinou doddvany ve formé
pevnych peletek. Proto je nutné pro vytvofeni kapalného roztoku vyuzit vhodné
rozpoustédlo. Je vSak zapotiebi vybirat rozpoustédlo s ohledem na ucel daného
polymeru a vyvarovat se tedy toxicité rozpoustédla, kterd by mohla byt zdsadni pfi
pouziti v dalSich aplikacich.
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3 Cile prace

Cilem prace je vytvofit nanovlakenné nosice z polykaprolaktonu pomoci metody
elektrozvlaknovani a tyto nosi¢e charakterizovat z hlediska smacivosti, mechanické
pevnosti, velikosti port a priméru vlaken. Za tucelem hodnoceni mechanickych i
povrchovych vlastnosti vyrobenych vlaken maji byt pouzita riizné rozpoustédla a rizné
koncentrace polymeru. Vlastnosti nosi¢li maji byt otestovany na planarnich vzorcich.
Na zaklad¢ vysledkli bude vybran nejvhodnéjsi nosi¢ pro implantaci do téla a osidleni
buikami a zné bude vyrobena tubularni struktura. U roztoki ma byt zjisténa
dynamicka viskozita. K urceni geometrickych vlastnosti ma byt vytvoien vlastni skript
analyzujici vlastnosti port a vlaken. K uréeni mechanickych vlastnosti je cilem stanovit
tahovy diagram vzorkii. U vytvofenych nanovldkennych struktur je cilem najit vhodny
typ sterilizace tak, aby vzorek nebyl cytotoxicky.

Dalsim cilem je navrhnout a vyrobit kultivaéni komoru pro nasadu bunék na
planarni nanovldkenné nosice tak, aby vSechny jeji Casti byly sterilizovatelné a pro
buiiky netoxické. Pro stanoveni bunécné proliferace ma byt vytvoten skript analyzujici
mikroskopické snimky bunék. Ke zjisténi vlivu mechanickych a povrchovych vlastnosti
na proliferaci kmenovych bunék maji byt provedeny bunétné experimenty a
vyhodnocena zavislost mezi témito proménnymi.
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4 Metody

Bylo pfipraveno sedm roztokil. Z roztoki byly pomoci metody elektrozvlaknovani
vytvofeny nanovldkenné struktury. U zvldknénych vzork byl vybran vhodny typ
sterilizace na zakladé primarnich bunéfnych experimenti. Nasledn¢ byla metodou
ptisedlé kapky zméfena smacivost jednotlivych vzorki pred sterilizaci a po sterilizaci.
Jednotlivé vzorky byly nasnimany skenovacim elektronovym mikroskopem a
Z obrazovych dat byl zméten primér vlaken a velikost pora. Déle pak byl proveden test
mechanické pevnosti. Pfed zvlaknénim byla zmétena viskozita jednotlivych roztokt. U
vybranych zvlaknénych vzorki probéhla kultivace bun¢k v navrzené kultiva¢ni komote.
Jednotlivé metody jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

4.1 Roztoky polymeri

Pro ptipravu roztoku byl pouzit synteticky polymer polykaprolakton - PCL (Sigma
Aldrich, USA, Mw = 45000 g/mol), ktery byl rozpustén v riznych rozpoustécich
systémech. Jako rozpoustédlo byl pouzit:

e Chloroform (Penta, ¢isty)

e Ethanol (Lachner, 96%)

e Kyselina octova (Lachner, 80%)
e Aceton (Lachner)

e Dimethylformamid (Lachner)

Pro elektrostatické zvlaknovani byly pfipraveny nasledujici roztoky:

e PCL 12 hm % + Chloroform : Ethanol : Kyselina octova (8:1:1 v/v/v)...roztok/vzorek A
e PCL 16 hm % + Chloroform : Ethanol : Kyselina octova (8:1:1 v/v/v)...roztok/vzorek B
e PCL 20 hm % + Chloroform : Ethanol : Kyselina octova (8:1:1 v/v/v)...roztok/vzorek C
e PCL 16 hm % + Chloroform : Ethanol : Kyselina octova (7:1:2 v/v/v)...roztok/vzorek D
e PCL 16 hm % + Chloroform : Ethanol : Kyselina octova (6:1:3 v/v/v)...roztok/vzorek E
e PCL 14 hm % + Chloroform : Dimethylformamid (7:3 v/v)................. roztok/vzorek F
e PCL 20 hm % + Aceton : Kyselina octova (1:1 v/v).........cooeviiinnn.n. roztok/vzorek G

U jednotlivych roztokli byla nasledné métena hustota. Z kazdého roztoku bylo vzdy
odpipetovano 0,5 ml a tento objem byl zvézen. Pro kazdy roztok probé&hlo toto méteni
desetkrat. Z téchto dat byla urcena hustota, jeji primeér a smérodatna odchylka.
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4.2 Proces elektrostatického zvlaknovani

Piipravené roztoky byly zvlaknény metodou elektrostatického zvlaknovani
V piistroji nanospinner 4SPIN (Contipro, CR) (viz Obr. 4.1 - 4.3), ¢imZ bylo vytvofeno
nékolik typt nanostruktur. Zvlaknovani probihalo na staticky i rotujici kolektor.
Parametry procesu byly nastaveny tak, aby polymer vytvarel Tayloriv kuzel a byl tak
rovnomérné rozprostien na vybrany kolektor. Konkrétni parametry jsou uvedeny Vv
tabulce 4.1. Pro kazdy roztok probihalo zvlaknovani Vv piistroji po dobu jedné hodiny.
Bliz$i vysvétleni metody je uvedeno v podkapitole 2.4.

Tabulka 4.1: Parametry pii elektrostatickém zvlaknovani.

Roztok | Napéti Davkovani Vzdalenost elektrod VIhkost Teplota
(kV) (ul/min) (cm) (%) (°C)
A 22 31 15,4 32 21
B 22 25 18,4 33 22
C 20 28 17,4 32 21
D 23 22 17,4 29 22
E 20 28 17,4 34 22
F 18 32 17,4 33 22

Obrazek 4.1: Elektrozvlaknovani na staticky kolektor. Foto: autor.
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Obrazek 4.3: Elektrozvlaknovani na rotujici tyCkovity kolektor. Foto: autor.

4.3 Sterilizace nanovliaken, hodnoceni cytotoxicity viaken

Ke sterilizaci nanovlédken byly pouzity nasledujici typy sterilizace:

V autoklavu (121 °C, 1 atm, 5 minut)

Ethanolem (PA, 70%, 30 minut)

UV zatenim (30 minut)

e UV zafenim a ethanolem (kombinace vyse uvedeného)

K ovéfeni cytotoxicity vlaken byly vzorky vysterilizovany vySe uvedenymi
zpusoby a ctverce vzorkli o rozmérech 1x1 cm byly vloZeny do 24jamkové kultivacni
desky a po inicialnim oplachnuti PBS zality kultivaénim médiem. Po 24 hodinach byla
do jamek vstiiknuta kultura mezenchymalnich kmenovych bunék izolovanych z tuku
prasete v hustoté 30 tis.b./cm® a bunky byly v jamkéch kultivovany po dobu 3 dnti. Poté
byla hodnocena morfologie bunék a zdanlivy pocet bunck. Jako netoxické byly
oznaceny ty vzorky, kdy buiky byly protahlé, ptisedlé ke dnu komory a dosahovaly
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min. 70 % konfluence. Od kazdého typu vlédken byly testovany 4 vzorky. Podrobny
popis pouzitych bunék a kultiva¢nich médii je uveden v kapitole 4.9.

Pro nasledujici experimenty byla vybrana sterilizace ethanolem, ktera probihala
nasledujicim zptisobem:

1) Vybrané nanovlakenné struktury byly 30 minut nalozeny do 70% PA ethanolu
2) Po uplynulé dob¢ byly struktury oplachnuty 2x v PBS, uchyceny do komory a
nasledn¢ na n¢€ byly nasazeny bunky

4.4 Meéreni smacivosti

Kdyz je umisténa kapka vody nebo jiné kapaliny na pevny vzorek, je rozloha
plochy, kterou kapka zaujme na povrchu, dana pravé smacivosti. Tu uréujeme pomoci
kontaktniho thlu (6), jehoz velikost nam udava miru pfilnavosti kapky k povrchu.
Kontaktni thel je thel, ktery svira te¢na k povrchu kapky, vedend v bod¢ styku kapky
s rozhranim. Uhel miize nabyvat hodnot od 0° (povrch je dokonale smacivy) do 180°
(povrch je dokonale nesmacivy). Povrchy, které maji kontaktni thel nizsi nez 30° jsou
oznacovany jako hydrofilni, zatimco povrchy, které maji kontaktni thel vétsi nez 90°
jsou oznacovany jako hydrofobni. Povrchy, které maji kontaktni thel mezi témito
hodnotami, jsou ozna¢ovany jako mirné smacivé [13].

Mé&feni smacivosti prob&hlo na péti zvlaknénych vzorcich, a to pred sterilizaci
ethanolem a po sterilizaci ethanolem. Na povrchy byla mikropipetou odmeétena kapka
vody. Pomoci mikroskopického kamerového systému Dino-Lite (AM7515MZTL) byly
nasledné potizeny snimky pfisedlé kapky, viz Obr. 4.4. Pro kazdy jednotlivy povrch
probéhlo deset méfeni, znichz byl uren primér a smérodatnd odchylka. Urceni
velikosti kontaktnich ihli probihalo v softwarovém prostiedi ImageJ, viz Obr. 4.5. Ke
statistickému zhodnoceni byla pouZita analyza rozptylu.

Pouzité parametry:

e Objem kapky V=5 ul
e ZvétSeni mikroskopu Z=19,5x
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Obrazek 4.4: Mikroskopicky kamerovy systém Dino-Lite. Foto: autor.

Obrazek 4.5: Méteni kontaktniho thlu 6 pomoci softwaru Imagel. Foto: autor.

45 Skenovaci elektronova mikroskopie, méreni pruméru
vlaken a velikosti poru

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) patii mezi bézné€ uzivané metody
k zobrazeni povrchové struktury vzorku. Diky elektronovému vysokoenergetickému
svazku elektronil je mozné vytvaret snimky s vysokym zvétSenim a rozliSenim. Hlavni
vyhodou SEM je jednoduché pouziti a jednoduchd udrzba. Princip je zalozen na svazku
elektronti, ktery postupné po fadcich skenuje dany povrch. Pomoci elektromagnetickych
cocek je svazek ostfen a zuzovan. Pomoci detektoru jsou snimany sekundarni elektrony,
které putuji od vzorku, a v pocitaci pak vznikne vysledny obraz. Pro pouziti této metody
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je vsak potteba, aby byl vzorek vodivy. Z toho divodu se pouzivaji v piipad¢ potieby
metody naprasovani, které zajisti vodivost povrchu.

U vybranych nanovlakennych struktur byly pofizeny snimky pravé pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu pfi urychlovacim napéti 30 kV. Jednotlivé
snimky byly podrobeny analyze v softwarovém prostiedi MATLAB.

Primér vlédken je ur€ovdn pomoci skriptu vytvorené¢ho v programu MATLAB.
Vyvojovy diagram skriptu je zachycen na obrazku 4.6 Poté, co je snimek nacten a
upraven, je zmétfena plocha vldken na snimku a zméfena sada vzdalenosti jednotlivych
vlaken (viz Obr. 4.7). Z namé&fenych dat je urCen prumér a smérodatna odchylka. Pro
statistické zhodnoceni dat byla uzita analyza rozptylu. Cely skript je nahran na
ptilozeném CD.

zacatek algoritmu
pro vypocet priméru vldken

\ 4

nacteni obrazovych dat

Y

ofiznuti snimku

4
filtrace gaussovskym filtrem

Y

uréeni prumeéru nanovlaken

Y

prevod dat z pixelu
na mikrometry

Y

vykresleni histogramu

Y

( konec algoritmu )

Obrazek 4.6: Vyvojovy diagram algoritmu. Foto: autor.
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Obrazek 4.7: Méteni praméru vldken v programu MATLAB. Foto: autor.

Velikost porit je urcena opét pomoci skriptu vytvoreném v programu MATLAB

(viz Obr.

4.8). Vyvojovy diagram algoritmu je uveden na obrazku 4.9. Snimek je nacten

a je z n¢j odfiltrovan Sum. Po nalezeni vhodného prahu je snimek pfeveden na binarni.

Cerné plochy jsou pak povazovany za poér, jehoz velikost je zméfena a nasledné
ptevedena na shodnou plochu kruhu, z kterého je ur¢en primér port. Z namétenych dat
byl uréen primér a smérodatna odchylka a data byla podrobena Kruskal-Wallisovu
testu. Cely skript je nahran na pfiloZeném CD.
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Obrazek 4.8: M¢teni praméru pora v programu MATLAB. Foto: autor.
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Obrazek 4.9: Vyvojovy diagram algoritmu. Foto: autor.

4.6 Meéreni viskozity

Viskozita charakterizuje vnitini tfeni kapaliny. Urcuje tedy silu tieni, ktera vznika
mezi dvéma vrstvami proudici kapaliny. K méfeni dynamické viskozity byl pouzit
Hopplerav viskozimetr KF 3.2 (Haake Medingen), viz Obr. 4.10. U jednotlivych
roztokl byl méfen padovy cas kuli€ky v roztocich, na jehoz zaklad¢é byla stanovena
hodnota dynamické viskozity n (mPa-s) pro kazdy roztok dle vzorce 4.1

n=t-(px— pr) K (4.1)

, kde t (S) je padovy cas kulicky, pgx (g/cm?) hustota kuli¢ky, pr (9/cm?) hustota roztoku
a K (mPa-cm?/g) konstanta charakterizujici pouzitou kulicku.
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r — R )
Obrazek 4.10: Viskozimetr se sadou kuli¢ek. Foto pievzato z [26].

Pro kazdy roztok byla viskozita méfena desetkrat. Byla ur€ena primérna hodnota a
smérodatna odchylka. Méfeni probihalo za konstantni teploty.

4.7 Meéreni mechanické pevnosti

Pevnost nanovlaken je dulezitou velic¢inou, pro danou aplikaci. Méfeni tahového
napéti v zavislosti na deformaci poskytuje informaci o maximalni sile, kterd miize
pusobit na vzorek, aniz by doslo k jeho nevratné deformaci. Pro méfeni je nutné znat
pusobici silu a plochu vzorku. K vytvofeni vzorku o pfesné urcenych rozmérech byl
pouzit skalpel, nebot’ laserovy gravirovaci stroj se ukézal jako nevhodna metoda.
Pomoci skalpelu byly vyfiznuty z planarnich vzorkt pruhy srozméry 40 x 13 mm
(viz Obr. 4.12). Tyto pruhy byly uchyceny do trhaciho stroje (viz Obr. 4.13), diky
kterému byla zméfena pevnost jednotlivych vzorkd zkoumanych struktur. Pro méteni
byl pouzit méfici systém vyvinuty k témto ucelim (Ing. Roman Maté¢jka, Ph.D.). Od
kazdého vzorku bylo provedeno né€kolik méfeni, nicméné vzhledem
k nepublikovatelnosti vysledki byl vybran jeden reprezentativni tahovy diagram.
Vzorky jsou v diagramu porovnavany vici sobé pouze relativné.
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Obrazek 4.12: Pfipravené nanovlakenné vzorky. Foto: autor.

Obrazek 4.13: Trhaci stroj. Foto: autor.
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4.8 Navrh komory pro uchyceni nanovlaken

Aby bylo mozné na nanovlakenné strukture provadét bunécné testy, je zapotiebi ji
uritym zpisobem pevné uchytit a predejit tak pfipadnym nerovnostem, srolovani
struktury a kultivaci bunék mimo vymezenou oblast. Za timto ucelem byla navrZena
kultiva¢ni komora pro uchyceni 4 plandrnich vzorkd nanovldken. Navrh probihal
v softwarovém prostfedi SolidWorks (viz Obr. 4.14). Technicky vykres komory je
k nalezeni v pfiloze. Kultivaéni komora byla vyrobena na CNC systému
Z polykarbonatu, materialu, ktery je mozné snadno tfiskové obrabét, je sterilizovatelny
v autoklavu a k buitkam netoxicky. Komora byla doplnéna silikonovym tésnénim a
nerezovymi Srouby M4 s matkami.
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Obrazek 4.14: Navrh v softwarovém prostredi SolidWorks. Foto: autor.

4.9 Vliv povrchovych vlastnosti vldken na adhezi a
bunécnou proliferaci

Kultivace bunék probihala na péti typech nanovldkennych struktur a na kontrolnim
sklu. Kazdy vzorek byl pripraven 4x pro statistické porovnani. Nanovlakenné vzorky
byly nastfihany na ¢tverce 3x3 cm. Pred experimentem byly vSechny substraty, véetné
kontrolniho skla, sterilizovany po dobu 30 minut v 70% ethanolu. Pro experimenty byly
pouzity mezenchymalni kmenové buriky izolované z tuku prasete (ASC). Na jednotlivé
vzorky, umisténé do navrzenych kultiva¢nich komor, byly nasazeny buiiky v hustoté
30 000 bun&k/cm?. Pokus probihal za statickych podminek. Jako kultivaéni médium
bylo pouzito médium DMEM s 10 % fetalniho séra, 1 % antibiotik ABAM (100 1U/ml
penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, a 0,25 pg/ml Amphotericinu B; vSe Sigma-
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Aldrich (MO, USA) a 10 ng/ml FGF2. Bunky byly staticky kultivovany v inkubatoru
(37 °C, 5 % COy) po dobu 7 dnti, pficemz kazdé 3 dny bylo vyménéno kultivacni

médium za Cerstvé.

Po kultivaci byly vSechny vzorky zafixovany methanolem a nasledné byla jadra
nabarvena barvivy DAPI a F-aktinova vlakna cytoskeletu phalloidinem konjugovanym s
tetramethylrhodaminem (TRITC), (Sigma-Aldrich). Povrchy byly poté vyfotografovany
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

Z jednotlivych snimkt byl urCen pocet bunék pomoci skriptu vytvofené¢ho v
programu MATLAB (viz Obr. 4.15). Vyvojovy diagram je uveden na obrazku 4.16.
Snimek je nacten a je odfiltrovan nezadouci Sum. Po pfevodu snimku na binarni, je
nalezen obvod jednotlivych elementi. Pomoci segmentace rozvodim jsou ptekryvajici
se buiky analyzovany ne jako jedna, ale jako vice bunék. Jednotlivé elementy jsou pak
spocteny. Pocet bunck byl pro kazdy vzorek spocten z deseti snimki. Pro kazdy vzorek

byl ur€en primér a smérodatna odchylka. Cely skript je nahran na pfiloZeném CD.
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Obrazek 4.15: Pocitani bun€k v programu MATLAB. Foto: autor.
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Obrazek 4.16: Vyvojovy diagram algoritmu. Foto: autor.

4.10 Statistické zhodnoceni

Pro statistické zhodnoceni byla data podrobena testu normality a testu shody
rozptyll. Kovéfeni normality byl pouZzit Shapirav-Wilklv test. K ovéfeni shody
rozptylll byl pouzit Bartlettliv a Levenelv test. Kde byla splnéna podminka normality a
shodnosti rozptyl, byla pouZzita metoda ANOVA. Pokud tyto podminky splnény
nebyly, byl pouzit Kruskal-Wallisiiv test. Testovani probihalo vzdy na hlading
vyznamnosti 5 %. Pro zjisténi signifikance vysledkli byl pouzit Tuckeyho test
mnohocetného porovnani. Vysledné tabulky pro statistické testy, signifikanci vysledkt
a korelaci dat jsou uvedeny v priloze.
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5 Vysledky

5.1 Pripravené roztoky

Pro elektrostatické zvlaknovani musel byt vyfazen roztok G (PCL 20 hm % +

aceton :

kyselina octova (1:1 v/v)), nebot’ pelety polymeru se Vv rozpoustédlu ani po

n¢kolika hodinach nerozpustily. V ostatnich pfipadech rozpusSténi polymeru zcela

probéhlo a roztoky tak mohly byt zvlaknény a podrobeny dal$im experimentim.

Prestoze vzorek F byl zvldknén, byl pro dalsi experimenty vyfazen z divodu velmi

nepravidelné struktury s riznou tloustkou vrstvy. Stru¢nou specifikaci vzorki, na nichz

byly provadény experimenty, uvadi tabulka 5.1.

Tabulka 5.1: Specifikace jednotlivych vzorki.

Koncentrace Pomeér Nameéiena
Vzorek . ,
PCL (%) (chloroform : ethanol : kyselina octova) | Hustota (g/cm?)

A 12 8:1:1 1,36+0,16
B 16 8:1:1 1,13+0,09
C 20 8:1:1 1,20+0,13
D 16 7:1:2 1,04+0,07
E 16 6:1:3 0,99+0,07

5.2 Elektrostatické zvlaknovani

Vsechny vySe uvedené roztoky byly zvlaknény v nanospinneru. Pifi procesu

zvlaknovani nastaly jevy, pfi nichZ kapka polymeru skapavala z emitoru, ¢i pii nichz
stahovana struktura ulpivala z ¢asti na kolektoru. Tyto jevy a struktura vzorkd je
popsana v tabulce 5.2. Vytvotené vzorky jsou zachyceny na obrazku 5.1. Ze zminénych

vzorkl se jevil pfi stahovani strukturou nejlépe vzorek B.

Tabulka 5.2: Stru¢ny popis nanovlakennych struktur.

Vzorek

Popis struktury

Vrstevnata struktura, z ¢asti ulpivala na kolektoru; Mirné pénovita struktura;

Oproti ostatnim se 1épe stahoval; Mirné pénovita elasticka struktura;

Vrstevnata struktura, z ¢asti ulpivala na kolektoru;

Kapka skapavala z emitoru; Vrstevnata struktura, z ¢asti ulpivala na kolektoru;

Kapka mirn¢ skapavala z emitoru; Mirné ulpivala na kolektoru;

M m|O| O |

Obtizné stahovani z kolektoru; Nerovnomérné potrhané struktury;
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/

Obrazek 5.1: Snimky vytvofenych nanovlakennych NOSI&A: hi 12 (8:1:1);
b) PCL 16% (8:1:1); ¢) PCL 20% (8:1:1); d) PCL 16% (7:1:2);
e) PCL 16% (6:1:3). Foto: autor.
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Mimo planarnich vzorkt byly vyrobeny i vzorky tubularni s primérem 4 mm
(viz Obr. 5.2). Zvlaknovani probihalo na rotujicim tyckovitém kolektoru.

Obrazek 5.2: Snimky tubularnich nosi¢u: a) PCL 12% (8:1:1); b) PCL 16% (8:1:1);
c) PCL 20% (8:1:1); d) PCL 16% (7:1:2); ) PCL 16% (6:1:3). Foto: autor.
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5.3 Sterilizace nanovlaken

Z vybranych metod byla vyfazena sterilizace v autokldvu, nebot’ doslo kviili vysoké
teplot¢ ke zhrouceni nanovlakenné struktury z divodu tani polymeru. UV zafeni
struktury vysterilizovalo, ale neucinilo je smacivymi (viz Obr. 5.3).

Obrazek 5.3: Nanovlakna v mediu po sterilizaci. Vlevo vzorek F, vpravo vzorek B.
Typy sterilizace ve sloupcich kultiva¢ni desky: 1-ethanolem, 2-UV zatenim (patrna

nesmacivost-vzorky nejsou ponoteny do média), 3-ethanolem a UV zafenim,
4-kontrolni vzorky. Foto: autor.

Po kultivaci a nabarveni bunék na nanovlakennych strukturach byl vzorek F
vyhodnocen pro buiky jako toxicky (viz Tab. 5.3). Z tabulky je patrna téméf nulova
hustota osidleni bun€k na vzorku F, ktery obsahuje dimethylformamid. Vzorek B
naopak cytotoxicitu neprokazal. Pro dal$i experimenty byl ze zminénych druht
sterilizace vybran zpusob sterilizace pomoci ethanolu.
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Tabulka 5.3: Mikroskopické snimky vzorki pro rizné druhy sterilizace.
(Foto: Ing. Jana Stépanovské, Ph.D.)

Vzorek F
(chloroform : dimethylformamid)

Vzorek B
(chloroform : etanol : kys.octova)

Ethanolem

UV zafenim

Ethanolem a UV zafenim

Kontrolni vzorky

9




5.4 Meéreni smacivosti
Kontaktni thel byl méten pied sterilizaci a po ni. Velikost Ghlu byla pied sterilizaci

stacionarni (viz Tab. 5.4). Po sterilizaci vsak jeho hodnota Kklesala s casem
(viz Graf 5.1).

Tabulka 5.4: Velikost kontaktnich hlti méfenych pred sterilizaci.

Kontaktni thel (°)

Vzorek A B C D E

127,2+3,8 124,4+3,9 120,3+3,4 117,6+3,8 113,9+4,6

Data byla métena pro kazdy vzorek 10krat a jsou uvedena jako aritmeticky prumér +
smérodatna odchylka.
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Kontaktni ahel (°)

cas (s)

Graf 5.1: Zavislost velikosti kontaktniho thlu na ¢ase pfi méteni po sterilizaci.

Dle provedené statistické analyzy lze tvrdit, ze velikost kontaktniho thlu zavisi na
pouzitém polymernim roztoku. Se vzrlstajici koncentraci klesd kontaktni uhel, ktery
naopak roste s pridavkem chloroformu vroztoku. Vysledky statistickych testd a
signifikance vysledk jsou uvedeny v pfiloze.
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5.5 Méreni priméru vlaken a velikosti poru

Jednotlivé snimky z elektronového mikroskopu byly analyzovany pomoci softwaru
MATLAB. Poftizené snimky jsou zachyceny na obrazku 5.4.

WD |d
m|9.1 mm [ETD

WD | det 1 ym —
9.1 mm|ETD sample 5

Obr. 5.4: Snimky nanovlaken pofizené skenovacim elektronovym mikroskopem pfi

zvétseni 50 000x.(Oznaceni snimkt je shodné s ozna¢enim vzorku.)
Foto: Ing. Monika Supova, Ph.D.
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Pomoci programu MATLAB a vytvofen¢ho kodu byl zméfen na jednotlivych SEM
snimcich primér vldken. Pro tuto veli¢inu byl uren pro kazdy jednotlivy povrch
pramér a smérodatnd odchylka (viz Tab. 5.5). Grafické vyjadieni a srovnani
naméfenych veli¢in je znazornéno v grafech 5.2 a 5.3.

Tabulka 5.5: Priméry vlaken naméfené ze snimki SEM.
Pramér vlaken (nm)

Vzorek A B C D E

159,9+12,6 183,6+17,8 201,5+15,9 174,6+15,4 136,8+11,4

Data byla méfena pro kazdy vzorek 33krat a jsou uvedena jako aritmeticky pramér =+
smérodatna odchylka.
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Graf 5.2: Zavislost velikosti praméra vlaken na koncentraci polymeru PCL,
pii pouziti shodného rozpoustéciho systému.
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Graf 5.3: Zavislost velikosti praméri vlaken na rozpousStécim systému, pii zachovani
koncentrace polymeru PCL.
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Z potizenych snimki byla zjiSténa 1 velikost pori. Pro tuto veli¢inu byl ur€en pro
kazdy jednotlivy povrch primér a smérodatnd odchylka (viz Tab. 5.6). Grafické
vyjadieni a srovnani namétenych veli¢in je znazornéno v grafech 5.4 a 5.5.

Tabulka 5.6: Primér pori namétené ze snimktt SEM.
Pramér port (nm)

Vzorek A B C D E

873,3£62,0 772,0+63,1 596,0+56,1 654,4+53,0 559,4+41,2

Data byla méfena pro kazdy vzorek 40krat a jsou uvedena jako aritmeticky pramér =+
smérodatna odchylka.
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Graf 5.4: Zavislost velikosti porti na koncentraci polymeru PCL, pti pouziti shodného
rozpousteéciho systému.

rlizna rozpoustédla; stejna koncentrace PCL (16 %)

900

800 T
— 700
€
£ 600
o3
5 500 -
o
5 400 -
5 300 -
e 200 -

100 -

0 = T T
6:1:3 7:1:2 8:1:1
pomér (chloroform : ethanol : kyselina octova)

Graf 5.5: Zavislost velikosti pori na rozpoustécim systému, pii zachovani koncentrace
polymeru PCL.
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Pomoci algoritmi byly stanoveny histogramy pro prumér vlaken a velikost porti
z jednotlivych snimki. Nékteré z nich jsou zachyceny na obrazku 5.5 a 5.6.
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Obr. 5.5: Histogramy ziskané ze SEM snimk: a) vzorek A; b) vzorek B;
c) vzorek C; d) vzorek D. Foto: autor.
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Obr. 5.6: Histogramy ziskané ze SEM snimk: ) vzorek E. Foto: autor.

Dle provedeného statistického testu lze tvrdit, ze pramér vlaken i1 velikost port
zavisi na pouzitém polymernim roztoku. Primér vldken roste jak se vzrlstajici
koncentraci PCL, tak se vzrastajicim piidavkem chloroformu v roztoku. Se vzristajici
koncentraci PCL ale klesa velikost pord. Roste naopak s ptidavkem chloroformu
v roztoku. Vysledky statistickych testt a signifikance vysledki jsou uvedeny v pfiloze.

5.6 Méreni viskozity

Dynamicka viskozita byla ur€ena pomoci vztahu 4.1, a to zmé&fenim padového Casu
kulicky v jednotlivych roztocich. Viskozity pro jednotlivé roztoky jsou uvedeny
v tabulce 5.7 a grafické srovnani nasledné v grafech 5.6 a 5.7.

Tabulka 5.7: Dynamicka viskozita jednotlivych roztoki.
Dynamicka viskozita (mPa-s)
Vzorek A B C D E
206,845,1 415,145,2 768,7+3,8 428,4+4,0 481,7+6,5

Data byla méfena pro kazdy vzorek 10krat a jsou uvedena jako aritmeticky pramér +
smérodatna odchylka.
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Graf 5.6: Zavislost viskozity na koncentraci polymeru PCL, pfi pouziti shodného
rozpoustéciho systému.
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Graf 5.7: Zavislost viskozity na rozpoustécim systému, pii zachovani koncentrace
polymeru PCL.

Dle provedeného statistického testu lze tvrdit, ze dynamické viskozita zavisi na
pouzitém polymernim roztoku. Se vzrustajici koncentraci PCL, roste i viskozita.
Naopak s pridavkem chloroformu viskozita klesa. Vysledky statistickych testi a
signifikance vysledkil jsou uvedeny v pfiloze.
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Vztah mezi viskozitou roztokil, primérem vlaken a primérem port pro rizné

koncentrace PCL je zndzornén v grafu 5.8. Zavislost pro rizné rozpoustédla je pak
znazornén v grafu 5.9
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Graf 5.8: Zavislost viskozity na priméru vlaken a port pro vzorky A, B a C.
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Graf 5.9: Zavislost viskozity na pruiméru vlaken a port pro vzorky B, D a E.
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5.7 Meéreni mechanické pevnosti

Pro ziskéni vzorku o ptfesnych rozmérech byl pouZit skalpel, nebot’ fez laserem se
ukdzal jako nevhodny. U vytvofenych vzorkli byla provedena tahova zkouska. Mez
jednotlivych vzorkll je zaznamenana v tabulce 5.7. Reprezentativni tahovy

pevnosti

diagram je znazornén Vv grafu 5.8. Tlak je porovnavan vzhledem k nejvyssi dosazené

hodnoté u vzorku C.

Tabulka 5.7: Mez pevnosti nanovlakennych vzorkd.

Vzorek
A B C D E
Relativni napéti (-) 0,30 0,27 1,00 0,61 0,62
Relativni prodlouzeni (-) 0,26 0,13 0,21 0,24 0,29
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Graf 5.8: Tahovy diagram nanovlakennych vzorkd.
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5.8 Komora pro uchyceni nanovlaken

Navrh komory probihal v softwarovém prostfedi SolidWorks. Dle navrhu byla
kultivaéni komora vytisténa pomoci 3D tisku. Na spodni ¢&st komory jsou ulozeny
nanovlakenné vzorky, které jsou nasledné prekryty vrchni ¢asti komory (viz Obr. 5.7).
Mezi ¢asti komory je vlozeno silikonové tésnéni, aby médium nevyteklo mimo komoru.
Ob¢ dve casti jsou nasledné spolu seSroubovany. Z vrchni strany lze na vzorcich
provadét experimenty. Pti bunéénych pokusech je tento celek vlozen do Petriho misky,

aby bylo zamezeno vniku necistot na struktury. Technicky vykres komory je k nalezeni
Vv ptiloze.

-

~
AR T L

A

Obrazek 5.7: Vytisténa kultivaéni komora se vzorky. Foto: autor.
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5.9 Bunécna adheze a proliferace

Kultivace probihala za statickych podminek v navrzené kultivacni komote. Jadra
bunék a cytoskelet byla nasledné nabarvena a vyfotografovana pii desetinasobném
zvétseni (viz Obr. 5.8).

A) B

C)

)

E )

N—r

Obrazek 5.8: Bunky na vzorcich. (Oznaceni snimki je shodné s oznacenim vzorku.)
F) kontrolni sklo. Foto: Ing. Jana Stépanovska, Ph.D.



Pro kazdy vzorek a kontrolni sklo (oznaceni K) bylo pofizeno deset snimki, na
kterych byly spocteny bunky na zorné pole (viz Tab. 5.8). Grafické srovnani je
zobrazeno v grafech 5.9 a 5.10.

Tabulka 5.8: Pocet bunék na jednotlivych vzorcich.
Pocet bungk (-)
Vzorek A B C D E K
109,1+10,3 351,7431,6 324,0+31,9 165,5+18,2 132,9+11,2 489,8+48,3

Data byla métena pro kazdy vzorek 10krat a jsou uvedena jako aritmeticky prumér +
smérodatna odchylka.
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Graf 5.9: Zavislost po¢tu buné€k na koncentraci polymeru PCL, pfi pouziti shodného
rozpoustéciho systému.
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Graf 5.10: Zavislost po¢tu bun¢k na rozpoustécim systému, pii zachovani koncentrace
polymeru PCL.
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Dle provedeného statistického testu lze konstatovat, Ze pocet bunck zavisi na
pouzitém vzorku. U vzorkl s vyssi koncentraci PCL byl pocet bun¢k vyssi nez u vzorku
S pridavkem chloroformu pocet bun¢k roste. Vysledky statistickych testd a signifikance
vysledki jsou uvedeny v piiloze.

5.10 Shrnuti

Srovnani namétenych vysledkt uvadi tabulka 5.9, ve které jsou zaznamenany
primérné namétfené hodnoty. Ke zjiSténi miry linearni asociace mezi jednotlivymi
méfenimi byl pouzit Pearsoniv korelacni koeficient, jelikoz vSechna data pochazeji
z normalniho rozdéleni. Korela¢ni tabulka je vyhotovena pro vzorky A, B a C, které
mély shodny rozpoustéci systém s riznou koncentraci, a pro vzorky B, D a E, u kterych
byla shodna koncentrace PCL, ale rozdilny rozpoustéci systém. Vysledné korelace jsou
uvedeny v piiloze.

S vyssi koncentraci PCL ve vzorcich klesala smacivost a velikost port. Naopak
s koncentraci rostl primér vldken, viskozita a do jist¢ miry i pocet bunck. S vySSim
pomérem chloroformu, a tedy niZz§im pomérem kyseliny octové klesala smacivost,
viskozita a mechanicka pevnost vzorkl. Veli¢iny, které naristaly, jsou pramér vlaken,
velikost port a pocet bunek.

Tabulka 5.9: Tabulka shrnujici naméfené vysledky.

Smacivost Primér vlaken Velikost port Viskozita POéSt Relativali
Vzorek o bunék napéti
©) (nm) (nm) (mPa.s) ) )
A 127,2 159,9 873,3 206,8 109,1 0,30
B 1244 183,6 772,0 415,1 351,7 0,27
C 120,3 201,5 596,0 768,7 324,0 1,00
D 117,6 174,6 654,4 428,4 165,5 0,61
E 113,9 136,8 559,4 4817 132,9 0,62
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6 Diskuze

Hlavnim vysledkem diplomové prace jsou zjisténé hodnoty mechanickych a
geometrickych vlastnosti, smac¢ivosti a viskozity pro jednotlivé vyrobené nanostruktury
a jejich souvislost s bunétnou proliferaci. DalSimi vysledky jsou pak data ziskana

Z bunécnych experimentt a vymodelovana kultivacni komora.

Roztoky polymerit byly namichany dle udaju z literatury. Koncentrace polymeru
PCL vroztocich byla zvolena vrozmezi 12 % az 20 % tak, aby nedochazelo
K neptiznivym vliviim, jako je v pfipadé fidkého roztoku skapavani kapky z emitoru ¢i
naopak Vv ptipadé¢ hustého roztoku ucpani trysky v emitoru. Podobné rozmezi
koncentraci je v souladu s pracemi, kde byly zkoumany také roztoky s piimési PCL
[27], [28]. Ze zkoumanych roztokl v této praci musel byt vyfazen vzorek F (PCL 14 hm
% + chloroform : dimethylformamid (7 : 3)) z divodu nepravidelné struktury (viz Obr.
5.1). V podobné studii byla vSak tato koncentrace pouzita bez vétSich problému[29].
Rozhodujicim faktorem ale mohla byt odlisnd molekulovd hmotnost pouzitych
polymert. Vzorek F byl navic pii testovani druh sterilizace vyhodnocen pro bunky
jako toxicky. Ve studii z roku 2020 byla vyrobena struktura obsahujici jak PCL, tak i
dimethylformamid, u kter¢ byly zajiStény antibakteridlni vlastnosti pomoci
implementace Castic stfibra do struktury[30]. Roztok G (PCL 20 hm % + aceton :
kyselina octova (1 : 1)) byl pro dalsi analyzu také vyfazen, nebot’ nedoslo k dokonalému
rozpusSténi polymeru. Tato skutenost je vrozporu se studii, kde roztok s touto
koncentraci byl zvlaknén bez problému [31]. Rozpustnost bylo vSak mozné do jisté
miry podpofit zvySenim teploty. Nasledna analyza probihala tedy na zbyvajicich péti
vzorcich vzniklych smisenim PCL, chloroformu, ethanolu a kyseliny octové v riznych
pomérech. U téchto vzorkil testovani sterilizace neprokéazalo cytotoxicitu pro bunky.

Pii elektrostatickém zvlaknovani dochazelo ke skapavani roztoku D a E z trysky
emitoru, patrné kvili vysoké viskozité¢ a nizké hustoté. Naopak pii pouziti roztoku C
s koncentraci 20 % PCL dochazelo k mirnému ucpavani trysky béhem procesu
zvlaknovani. To mohlo byt zplisobeno naopak tim, ze byl roztok moc husty. Pfi
stahovani plandrnich nanovldkennych struktur z kolektoru dochdzelo obcas k mirnému
ulpivani struktur na kolektoru. Bylo tak zietelné, ze struktura se sklada z né€kolika
vrstev. U tubularnich struktur mohly byt stahovany pouze kratsi tiseky dlouhé 3 — 4 cm,
nebot’ jinak dochazelo k potrhani struktury. Vzorek C, ktery obsahoval nejvyssi
koncentraci PCL, vSak oproti ostatnim projevil mnohem vétsi mechanickou odolnost a
podafrilo se tak stahnout nékolikanasobné delsi strukturu (viz Obr. 6.1).
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Obrazek 6.1: Tubularni nosi¢ — vzorek C. Foto: autor.

K otestovani cytotoxicity vldken a zvoleni vhodného typu sterilizace, byly
provedeny &tyfi druhy sterilizaci. A to pomoci autoklavu, ethanolu, UV zafeni a
kombinaci ethanolu a UV zafeni. Nasledné byl na vlaknech proveden bunéény test a
byla sledovana bunéfnd odezva. Z vyzkouSenych druhl sterilizace byla vybrana ta
pomoci ethanolu. V piipad¢ sterilizace autoklavem doslo ke zhrouceni struktur, nebot’
vysoka teplota zpisobila tani polymerniho vzorku. V ptipad¢ sterilizace pomoci UV
doslo ke sterilizaci, nikoli vSak ke zvySeni smacivosti. Jak bylo uvedeno, vzorek F byl
témito testy vyhodnocen jako cytotoxicky. U vzorki, které¢ obsahovaly chloroform,
ethanol a kyselinu octovou, cytotoxicita nebyla potvrzena.

Na zvldknénych vzorcich bylo provedeno méfeni smacivosti pomoci kontaktniho
uhlu ptisedlé kapky. Jeho velikost byla pted sterilizaci ethanolem v ¢ase konstantni.
Nejvyssi kontaktni uhel, a tedy nejvice hydrofobni byl vzorek A. Se vzrlstajici
koncentraci klesal kontaktni uhel a vzorky byly vice hydrofilni. Zajimavé je také
porovnani uhlt pii konstantni koncentraci PCL v roztoku, kdy povrchy byly vice
hydrofilni, pokud byl niz$i pomér chloroformu v roztoku (¢ili vyssi pomér kyseliny
octové v roztoku). Jako nejvice smacéivy povrch byl vyhodnocen vzorek E. Z hlediska
vztahu mezi primérem vlaken a kontaktnim thlem lze u vzork B, D a E sledovat, ze
S narustajicim primérem se zvySuje i kontaktni uhel, klesa tedy smacivost. Tuto
skutecnost doklada i prace zroku 2016, ve které je definovan stejny trend [32].
Po sterilizaci vzorkt ethanolem velikost kontaktniho uhlu v ¢ase klesala. Jeho velikost
byla méfena v ¢asech 0, 0,5, 1, 2, 5 a 10 sekund. Velikost uhlu v ¢ase 0 sekund sleduje
témer opacny trend nez pred sterilizaci. Vzorky s vySSim uhlem meéfenym pied
sterilizaci mély nyni tthel niz8i a naopak. V Case 10 sekund byl kontaktni tthel u vzorki
A, B a C roven 0. U vzorkil D a E, které mély nyni nejvyssi kontaktni thel, by se dal
o¢ekavat stejny trend. Z téchto vysledkt se da tedy tvrdit, Ze pomoci provedené
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sterilizace ethanolem lze ucinit z nanovlakennych struktur povrchy hydrofilni povahy.
Ke zvySeni smacivosti vlaken byva pouzivana i prava pomoci plazmy [33].

Z vysledkt méteni praméru vlaken vyplyva, ze se vzrustajici koncentraci polymeru
roste i pramér vlaken (viz Tab. 5.4). Tento trend byva obecné pozorovan [9], [34].
Duvodem je, ze roztok s vyssi koncentraci PCL ma vyssi viskozitu, a tim padem je za
stejnych podminek z emitoru vytahovan tlustsi proud roztoku, ¢imz vznikaji i vlakna
svyS§im pramérem (viz Graf 5.8). Porovname-li roztoky z hlediska rozdilnych
rozpoustécich systému (pii stejné koncentraci PCL), Ize pozorovat snizovani primeéru
vlaken se sniZovanim poméru chloroformu v roztoku. Tento trend lze vysvétlit tak, ze
pfi snizovani pomeéru chloroformu v roztoku a zvySovani poméru kyseliny octové
v roztoku, klesa hustota roztokl, a tim tedy klesa i primér vlaken. S rostoucim
primérem vlaken u vzorkti A, B a C doSlo ke snizeni kontaktniho whlu, coz bylo
pozorovano i u studie zkoumajici taktéz nanovlakenné struktury[35]. Z hlediska
velikosti pord lze sledovat, ze se vzrustajici koncentraci PCL jejich velikost klesa.
Naopak roste s piidavkem chloroformu v roztoku.

Dynamicka viskozita roztokii byla meéfena pomoci Hopplerova viskozimetru.
Z vysledku je patrné, Ze se hodnota viskozity zvySuje s rostouci koncentraci. Z hlediska
rozpoustéciho systému, pii zachovani koncentrace PCL, jeji hodnota klesa s rostoucim
pomérem chloroformu v roztoku, a tedy s rostouci hustotou. Stejny trend je uvadén i
Vv jinych studiich, kdy téz se vzrustajici koncentraci polymeru PCL dochazelo ke
zvySovani viskozity [36].

Meéfeni vodivosti roztokd nebylo vzhledem k nedostupnosti vhodného pfistroje
provedeno. Divodem byl fakt, Ze pti vloZeni sondy do roztoku doslo patrné k zalepeni
elektrod a nebyla tak naméfena zadna smysluplna hodnota. Roztoky byly proto méteny i
jinym kontaktnim konduktometrem, avsak se stejnym netspéSnym vysledkem. Pfic¢inou,
pro¢ nesla zméfit vodivost, bylo pouziti rozpoustédel, ktera naleptavala povrch sondy a
znemoziovaly tak méfeni. ReSenim této situace mize byt pouziti bezkontaktniho
konduktometru, ktery méii vodivost pomoci civek, umisténych mimo roztok.

Testovani mechanické pevnosti vlaken prokazalo, ze nejpevnéjsi vldkna poskytuje
vzorek C, ktery obsahuje nejvyssi koncentraci PCL. Coz vysvétluje mimo jiné 1 divod,
pro¢ bylo mozné stdhnout z kolektoru, oproti ostatnim strukturam, delsi tubularni nosic.
Naopak nejméné pevna vlakna byla pozorovana u vzorku B. Vzorek C, ktery obsahoval
vzorkd s rozdilnym rozpoustédlem se s rostoucim pomérem chloroformu a zaroven
klesajicim pomérem kyseliny octové snizovala mez pevnosti. Ve studii, kdy byl
zkouman polymer PLCL s pruméry od 0,3 do 7 um, dospéli autofi po testovani
mechanickych vlastnosti k zavéru, Ze snizeni prumeéru vldkna zvySuje mechanickou
pevnost pravdépodobné v dusledku zvyseni hustoty vlakna [37]. To mlze vysvétlovat,
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pro¢ mél vzorek A vyssi pevnost nez vzorek B. U tencich vldken byla ve zminéné studii
zaroven pozorovana vyssi proliferace bun¢k oproti vlaknim s vétSim priumérem. Tuto
skutecnost lze pozorovat také mezi vzorky B a C. Kpodobnym zavéram, ze tenci
vlakna poskytuji vyssi pevnost, dospéli i ve studii z roku 2016 [32]. Stejny trend lze
pozorovat mezi vzorky B, D a E.

Z vysledkt bunécnych testt, které probihaly ve vymodelované kultivaéni komote
Ize vidét, Ze nejvyssi pocet bunék byl zaznamenan po vzorku s kontrolnim povrchem na
vzorku B. Druha nejvétsi populace bunék byla zaznamenana na vzorku C s nejvyssi
pouzitou koncentraci. Z toho vyplyva, Ze bunéénd proliferace je uréena koncentraci
PCL jen do uréité miry. Pfi srovnani vzorku B, D a E, které vznikly z roztoku se
shodnou koncentraci PCL, mizeme vycist, ze s pfidavkem chloroformu v roztoku se
zvySuje 1 pocet bun¢k na téchto vzorcich.

Z hlediska vztahu mezi jednotlivymi naméfenymi veli¢inami lze mezi vS§emi nalézt
urcitou relaci, coz podporuje fakt o vzdjemné provazanosti jednotlivych proménnych,
ktery byl nastinén v uvodu. Tabulka korela¢nich koeficientd (viz Tab. 11 a 12 uvedené
v priiloze) ukazuje zavislost proménnych z velké ¢asti v linearnim vztahu. Korela¢ni
koeficienty jsou urCeny jak pro roztoky se stejnou koncentraci PCL V riiznych
rozpoustécich systémech, tak pro roztoky srozdilnymi koncentracemi ve shodném
rozpoustécim systému.
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{7 Zavér

V této praci bylo charakterizovano a srovnano nékolik polymernich roztoki PCL a
zZ nich vyrobenych nanovlakennych vzorku, a to z hlediska vlivu fyzikalnich vlastnosti
na proliferaci kmenovych bunék. Z vybranych roztokid byly vyrobeny jak planarni, tak i
tubularni vzorky. U jednotlivych vzorkli byla urcena hydrofilita, geometrické a
mechanické vlastnosti. U roztokti byla urcena viskozita. Pro bunéné experimenty na
jednotlivych vzorcich byla navrzena a vyrobena kultivaéni komora.

Ke sterilizaci vzorka byl pouzit ethanol. Jako nejvice hydrofobni byl vyhodnocen
vzorek A skoncentraci PCL 12 %. Nejvice smacivym se jevi vzorek E s nejniz§im
pomérem chloroformu v roztoku. Po sterilizaci ethanolem byla smacivost vzorkl téméf
opacna. Vldkna s nejvétsim primérem byla zaznamendna U vzorku C, ktery mél
nejvyssi koncentraci PCL. Tento vzorek zaroven prokazal nejvétsi pevnost. Nejnizsi
primér vlaken byl zaznamenan u vzorku E. Pomoci korelacnich koeficientd byly
porovnany vzorky s rozdilnymi koncentracemi pii shodnych rozpoustécich systémech a
dale roztoky se shodnou koncentraci pii rozdilnych rozpoustécich systémech.
Koeficienty v obou piipadech ukazuji, ze jednotlivé parametry roztoku i vytvoienych
struktur spolu izce souvisi. Jako nejvhodnéjsi se dle vysledkli bunéénych experimentt
na nanovlakennych substratech jevi vzorek B s koncentraci 16 % PCL v rozpouStécim
systému chloroform : ethanol : kyselina octova (8 : 1 : 1). Z hlediska mechanickych
vlastnosti se jevi nejvhodnéjsim vzorek C s koncentraci 20 % PCL, ktery prokazal

zaroven dostate¢nou pevnost pii sundavani z tyckovitého kolektoru.
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Priloha A: Technicky vykres

1 Kultivaéni komora
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Priloha B: Vysledky statistickych testt
Vysledky pro méieni smacivosti (kap. 5.4)

Tabulka 1: Vysledna ANOVA tabulka.

Zdroi variabilit Stupné Suma Primér P- F

J y volnosti étverci étvercu hodnota Kkritické
Meziskupinovy 4 1107,967 276,992 18,209 <0.0001 2,586
Uvnitt skupin 45 684,546 15,212
Celkem 49 1792,513

Tabulka 2: Vysledna tabulka Tuckeyho testu mnohonasobného porovnani.

Pramér A B C D E
A 127,2
B 1244 Ne
C 120,3 Ano Ne
D 117,6 Ano Ano Ne
E 113,9 Ano Ano Ano Ne

Ano-znaci signifikanci, Ne- znaci nesignifikanci (obdobné u dalSich tabulek)

Vysledky pro méieni praméru vlaken (kap. 5.5)

Tabulka 3: Vysledna ANOVA tabulka.

Zdroj Stupné Suma Primér P- F
variability volnosti  ¢tverci ¢tvercu hodnota kritické
Meziskupinovy 4 78997,487 19749,372 90,067 <0.0001 2,400
Uvnit skupin 160 35083,873 219,274
Celkem 164  114081,360

Tabulka 4: Vysledna tabulka Tuckeyho testu mnohonasobného porovnani.

Pramér A B C D E
A 159,9
B 183,6 Ano
C 201,5 Ano Ano
D 174,6 Ano Ne Ano
E 136,8 Ano Ano Ano Ano
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Vysledky pro méieni velikosti pora (kap. 5.5)

Tabulka 5: Vyhodnoceni Kruskal-Walissova testu.
Vysledna statistika:

Pocet .. . Stfedni Smérodatna
Vzorek w ., Minimum Maximum
méreni hodnota odchylka
A 101 755,572 1049,527 873,339 61,967

101 681,690 901,500 771,969 63,105
101 503,367 702,202 596,016 56,061
101 569,061 763,875 654,421 52,992
101 488,527 629,574 559,397 41,205

mo O W

Kruskal-Wallis test:

K 404,128
K kritické 0,488
p-hodnota <0,0001
alfa 0,050

Tabulka 6: Vysledna tabulka mnohonasobného porovnani.

Primér A B C D E
A 873.3
B 772.0 Ano
C 596.0 Ano Ano
D 654.4 Ano Ano Ano
E 559.4 Ano Ano Ne Ano

Vysledky pro méreni dynamické viskozity (kap. 5.6)

Tabulka 7: Vysledna ANOVA tabulka.

Zdroj Stupné Suma Primér P- F
variability volnosti Ctvercii étvercii hodnota Kkritické
Meziskupinovy 4 1629214,031 407303,508 16194,676 <0.0001 2,586
Uvniti skupin 45 1131,771 25,150
Celkem 49 1630345,802
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Tabulka 8: Vysledna tabulka Tuckeyho testu mnohonasobného porovnani.

Primér A B C D E
A 206,8
B 415,1 Ano
C 768,7 Ano Ano
D 428,4 Ano Ano Ano
E 481,7 Ano Ano Ano Ano

Vysledky pro méreni poétu bunék (kap. 5.9)

Tabulka 9: Vyhodnoceni Kruskal-Walissova testu.

Vzorek P?vé et, Minimum  Maximum Stfedni  Smérodatni
méieni hodnota odchylka
A 11 90,00 125,00 109,09 10,25
B 11 315,00 404,00 351,73 31,62
C 11 282,00 386,00 324,00 31,88
D 11 138,00 201,00 165,50 18,21
E 11 118,00 148,00 132,91 11,24
K 11 425,00 574,00 489,82 48,35
Kruskal-Wallis test:
K 64,005
K Kritické 11,070
p-hodnota <0,0001
alfa 0,050
Tabulka 10: Vysledna tabulka mnohonasobného porovnani.
Primér A B C D E K
A 109,1
B 351,7 Ano
C 324,0 Ano Ne
D 165,5 Ne Ne Ne
E 132,9 Ne Ano Ano Ne
K 489,8 Ano Ne Ne Ano Ano
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Vysledky testovani linearni zavislosti (kap. 5.10)

Tabulka 11: Linearni zavislost dle korela¢nich koeficientti vzorka A, B a C.

Proménna Kongeglfrace Viskozita Smacivost lzlll':;; ‘:lr Vle)l(;i:gﬂ Hustota li:’:glt(
Koncentrace PCL
Viskozita L
Smacivost L L
Primér vlaken L L L
Velikost pori L L L L
Hustota L L L L L
Pocet bunék N N N N L N

L = linearni zavislost; N = nelinearni zavislost; za hranici linearity byla
povaZovana hodnota korela¢niho koeficientu 0,92

Tabulka 12: Linearni zavislost dle korela¢nich koeficientl vzorki B, D a E.

Pomér Pomér . oy : <
. - . . Smaci- Pramér Velikost Pocet
Proménna chloro-  kyseliny Viskozita . . . Hustota N
p vost vlaken poru bunék

formu octové

Pomér
chloroformu
Pomér Kkys.
octové
Viskozita
Smacivost
Primér
vlaken

Velikost pori L
Hustota L L
Pocet bunék L L N L N N L

r—r r— - -
rr—r - - rr
r— - Z2
rz2 2

L = linearni zavislost; N = nelinearni zavislost; za hranici linearity byla
povazovana hodnota korelac¢niho koeficientu 0,92

68



Priloha C: Obsah prilozeného CD

Kli¢ova slova ¢esky

Kli¢ova slova anglicky

Abstrakt ¢esky

Abstrakt anglicky

Naskenované zadani diplomové prace
Kompletni diplomova prace

Zdrojové kody
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