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Abstrakt

Hlavnim cilem této diplomové prace je tvorba a zakladni testovani materialu
sloZeného z hydrogelu a elektrostaticky zvlaknénych vlaken. Pro tvorbu vlaken byla
pouzita metoda elektrostatického zvlaknovani do kapaliny, a vodny roztok, do
kterého byla vlakna zvlaknovana, byl v druhém kroku, spolu s vlakny uvnitf,
fyzikalné sitovan pro ziskani hydrogelu. Vldkna jsou do hydrogeli ptidavana
zejména pro aplikaci v mediciné pro tvorbu nosicl bunék, tzv. scaffoldi, nebo kryti
ran. Jejich pritomnost v hydrogelu zlepsuje mechanickou odolnost, ale také zvySuje
adhezi bunék a umoziuje jejich lepsi migraci pravé podél vlaken. Teoreticka c¢ast je
zaméfena na zakladni predstaveni hydrogelti obecné a v reSers$ni Casti je pak
predstaveno nékolik publikaci vénujicich se pravé kombinaci elektrostaticky
zvlaknénych vlaken a hydrogelt. Experimentalni Cast se zabyva kombinaci
hydrogelu z polyvinylalkoholu (PVA) s vlakny z polykaprolactonu (PCL), tedy
biokompatibilnimi necytotoxickymi polymernimi materialy, které byly vybrany na
zakladé predchozich zkuSenosti autora prace a literarni reserse. Nejvétsi prekazkou
této kombinace byla hydrofobita PCL v kombinaci s hydrofilitou PVA. To bylo
vyreSeno zejména snizenim vzdalenosti zvlakinovaci elektrody a kapalinového
kolektoru. Nasledné byly vzorky fyzikalné sitovany pomoci postupného
opakovaného zmraZeni a rozmraZeni, tzv. freeze-thaw. Vybrané vzorky byly
lyofilizovany. Vysledné vzorky byly testovany pomoci DSC metody. Byl sledovan
stupen botnani a ubytky hmotnosti po ponechani ve vodném prostredi po urcité
doby, dale byly vybrané vzorky nasnimany pomoci rastrovaciho elektronového

mikroskopu. Zavérem byly vybrané vzorky uspésné testovany na cytokompatibilitu.

Klicova slova

hydrogel, polyvinylalkohol, polykaprolakton, elektrostatické zvlaknovani do
kapaliny



Abstract

The main goal of this diploma thesis is production and basic testing of
materials composed of hydrogel and electrospun fibers. The wet electrospinning
was chosen for the production of fibers and the aqueous solution, in which was the
fibers electrospun to, was in the second step, along with incorporated fibers,
physically cross-linked to form hydrogel. The fibers are added into hydrogels mainly
for medical applications, such as scaffolds or wound dressings. Their presence in
hydrogels raises mechanical properties, and also raises adhesion and migration of
cells, mainly alongside the fibers. Theoretical part is mainly focused on basic
introduction of hydrogels in general and in the research part, there are given
numerous publications, which are focusing on combining electrospun fibers with
hydrogels. Experimental part then covers combination of hydrogel from polyvinyl
alcohol (PVA) with fibers from polycaprolactone (PCL), thus biocompatible non-
cytotoxic polymer materials, which were chosen on previous experience of the
author and literary research. The biggest obstacle of this combination was the
hydrophobicity of PCL and PVA hydrophilicity. This was solved mainly by lowering
the distance of electrospinning electrode and aqueous collector. The samples were
then physically cross-linked by repeating freeze-thaw cycle. Chosen samples were
also lyophilized. The resultant samples were tested by DSC. The swelling degree and
weight loss were observed after leaving them in aqueous media for a given period.
They were also observed by the scanning electron microscope. The selected samples

were successfully tested for cytocompatibility at the end.
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Uvod
Hydrogely jsou velmi zajimavé materialy s ¢astym vyuzitim v medicinskych
aplikacich. V poslednich letech se dostava do oblasti zajmu vyzkumnikd inkorporace

vlakennych materialt do objemu hydrogelu.

Kombinace hydrogelu a vldkenného materidlu je, dle literarni reSerSe
obsaZené v teoretické ¢asti této diplomové prace, vytvarena zejména pro zvySeni
mechanickych odolnosti celkového kompozitniho materidlu. Nicméné tento
material nachazi uplatnéni i s ohledem na zlepSeni migrace bunék podél vlaken ¢i
vnitini organizace bunék v hydrogelu. TéZ umoZznuje lepsi adhezi bunék na tento
materidl, at' uz pri pouziti jako nosi¢ bunék ¢i kryt rany. Konkrétni pozadavky na
vysledné materialy, kombinujici vlakna a hydrogel, musi byt vzdy specificky

stanoveny s ohledem na finalni aplikaci daného materialu.

Elektrostaticky zvlaknéné materidly prinaseji do kompozitu relativné
vysokou plochu povrchu a variabilitu ¢i modifikovatelnost ve sloZeni, velikosti ci
topografii. Hydrogely pak vnasi svou trojrozmérnou sit' zadrZujici vodu a vytvari
vhodné prostredi z chemického i biologického hlediska. I jednotlivé tyto slozky
prokazuji sviij potencial ve dvou aplika¢nich oblastech mediciny, a to v oblasti
regenerace tkani a dodavani 1éciv. Avsak tyto jednotlivé aplikace stadle mohou
narazet na urcité problémy. Vyzvy v této oblasti zahrnuji tvorbu materiald, které by
napodobovaly sloZitou strukturu a vystavbu nativnich tkani, tedy napodobeni
extraceluldarni matrice neboli mezibunécné hmoty. SoucCasna dostupnost
a rozmanitost elektricky zvlaknovanych materiald a hydrogelt, spolu s jejich
unikatnimi vlastnostmi, jisté nabadd k jejich kombinovani a prekonavani

individualnich nedostatka.

Tato diplomova prace prinasi netradi¢ni postup inkorporace vlaken do
hydrogelu, a to pomoci elektrostatického zvlaknovani primo do roztoku polymeru
vhodného pro nasledné fyzikalni sitovani. Vybrané finalni vzorky hydrogelu
s inkorporovanymi vlakny byly samoziejmé zakladné testovany, aby byla prokazana

charakteristika hydrogelu a cytokompatibilita vysledného kompozitu.
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1. Teoreticka cast

V této kapitole je shrnut celkovy nahled na hydrogely, jejich pouZiti a vlastnosti.
Nasledné jsou popsany konkrétni postupy vyroby hydrogelu s integrovanymi

vlakny, tak jako nasledna aplikace vysledného produktu.

1.1. Hydrogely

Hydrogely jsou vodou nabotnalé (nabobtnalé ¢i zbotnalé) zesitované
polymerni struktury obsahujici bud’ kovalentni vazby vytvorené jednoduchou
reakci jednoho nebo vice komonomert, nebo fyzikalné zesitované sekundarni
(nevazebné) interakce mezi fetézci, pripadné zesitované krystality spojujici dva
nebo vice makromolekularni retézce [1]. Jedna se o jedinetny typ mékkého
materidlu tvoreného hydrofilni polymerni siti, ktery dokaZe zadrzet (pravé
zbotnanim) az 99 hm% vody (tedy vysledny hydrogel poté tvori 1 hm% suSiny
a 99 hm% vody) a to bez rozpousténi nebo rozpadu polymeru ve vodé [2].
Hydrogely jsou tedy trojrozmérné struktury tvorené zesitovanymi hydrofilnimi
polymernimi retézci, které tvori celek nebo alespon cast, ve vodném prostredi.
Hydrofilni vlastnosti téchto materidli jsou dlisledkem ptitomnych skupin
vykazujicich afinitu k vodé (-H, -COOH, -CONHz, -CONH, -SO3H) a diky 3D strukture
usporddani polymernich zesitovanych fretézcli dochazi k zajiSténi stability

materialu ve vodé - tedy jeho nerozpustnosti.

Trojrozmérné struktury jsou tvoreny diky kovalentnim vazbam mezi
jednotlivymi polymernimi retézci, nebo pomoci fyzikalnich interakci, jako napriklad
vodikové mustky nebo van der Waalsovy interakce. K ziskani hydrogeli mohou byt
pouzity riizné ptirodni nebo syntetické hydrofilni monomery a sitovaci cinidla.
Vysledné hydrogely mohou byt klasifikovany jako chemické nebo fyzikalni, iontové
nebo neutrdlni, amorfni nebo semikrystalické a bioinertni nebo biologicky
vstiebatelné. Obecné jsou hydrogely snadno pripravovany ve formé 3D objektu
podobného houbé, gelu, filmu nebo jako ¢asticové systémy. Hydrogely predstavuji
fadu zajimavych vlastnosti pro pouziti ve formé biomateriald, jako je propustnost
tekutin, elasticita a jedna z nejduleZzitéjSich je pravé botnavost ve vodé, ktera

charakterizuje jejich schopnost absorbovat a udrzet vodu bez rozpousténi [3].

12



Hydrogely jsou v posledni dobé velmi zkoumany at uz jako dvou, nebo jako
tfidimenziondlni scaffoldy pro kultivaci bunék. Hlavni pri¢inou velikého zajmu je
skutecnost, Ze dokazi napodobit piirozené bunécné prostredi a to jak chemické, tak
fyzické - tedy extracelularni matrix (mezibuné¢nou hmotu). Mohou byt vyrabény ze
syntetickych polymert, jako napftiklad polyethylenglykol, polyhydroxyethyl-
methakrylat, ale i z polymerid vyskytujicich se prirozené v piirodé. Mezi druhé
zminéné patii napiiklad kolagen, Zelatina, hyaluronan, heparin a chitosan. Jedna se
o velmi uzitecné 3D scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi, a to hlavné diky jejich
vysokému obsahu vody a skuteCnosti, Ze jsou schopné se tvorit i za pritomnosti
bunék, proteinti a DNA. V zavislosti na reaktivité pouzitych materiali maze tvorba
gelu probihat zménou pH, zménou teploty, elektrostatickymi interakcemi,
kovalentnimi vazbami, nekovalentnimi interakcemi nebo polymeraci. [4] Na
obrazku 1 je pro predstavu zobrazen vysuSeny hydrogel ze smési PVA/PNIPA
(poly(vinylalkohol) /poly(N-isopropylacrylamide) a hydrogel vyrobeny z PVA

a derivatu celulozy.

MOME

Obrdzek 1 Vlevo SEM snimek vysuseného hydrogelu vytvoreného ze smési PVA/PNIPA; prevzato z [5], méfitko
predstavuje 1 um; vpravo fotografie hydrogelu vyrobeného z PVA a derivdtu celuldzy; prevzato z [2] — vysuseny
hydrogel vpravo nahore, zbotnaly hydrogel vpravo dole

Zakladni charakteristikou hydrogeld je jejich botnani, které se déje ve trech
krocich: I) difuze molekul vody; II) relaxace polymernich retézct skrze hydrataci;
[II) expanze zesitované polymerni sité po relaxaci. Diky tomuto procesu jsou

hydrogely schopny absorbovat vodu do urcité maximalni miry nebo meze, ktera se
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nazyva rovnovaznym obsahem vody v hydrogelu a zavisi na interakci voda-polymer
a na hustoté zesitovani. Botnani hydrogelii je také ovliviiovano rliznymi zménami ¢i
nastavenimi okolnich podminek nebo podminek prostiedi jako naptiklad teplotou,

tlakem, kompozici rozpoustédla, pH (viz obrazek 2), elektrickym potencidlem atd.

[2]

- L Li
. . Sy
o= WS

pH47 61 74 B84 9.8 10.8

Obrazek 2 Priklad zmény botndni hydrogelu vyrobeného z polyethyleniminu v riznych pH prostredich; prevzato z [6]

1.2. Vyroba hydrogelt

Hydrogely jsou pripravovany botnanim zesitovanych struktur ve vodé nebo
biologickych tekutinach. Pri tvorbé vhodného hydrogelu s definovanym tvarem
a strukturou, je nutné vénovat dostatecnou pozornost vybéru polymert, jejich
tvorbé ¢i postupu vyroby a zpracovani, jejich sitovani atd. Béhem pocatecni
piipravy zesitované struktury muize byt piitomna voda nebo vodné roztoky [2].
Hydrogely jsou vétSinou vyrabény z polarnich monomert nebo polymert. Jak jiz
bylo zminéno vysSe, tyto monomery mohou byt z hlediska jejich typu syntetické,
prirodni, nebo kombinaci obou typt. Vyroba tedy zavisi na jejich typu a jedna se o
roubovanou polymerizaci, zesitujici polymerizaci, tvorbu sité vodorozpustnych

polymert, zesitovani radiaci, atd. [7]

Pro pripravu hydrogeli jsou pouzivany, v zavislosti na technikach sitovani
a dalsiho zpracovani, rizné zplisoby ¢i postupy. Rozlisuji se zejména s ohledem na
postup ¢i zakladni principy na fyzikalni a chemické. Tyto zplsoby syntézy mohou
zahrnovat jednostupnovy proces, jako je polymerace a soucasné zesitovani
vicefunk¢nich monomert, nebo dvoustupnové ¢i vicestupnové procesy, zahrnujici
syntézu polymernich molekul obsahujicich reaktivni funkéni skupiny a jejich
nasledné zesitovani pomoci situjicich ¢inidel ¢i procesii. Proto mohou byt hydrogely
navrzeny a syntetizovany s rizenou strukturou sité na molekularni drovni pomoci

vhodnych hustot zesitovani a zplsobli zpracovani pro ziskdni pozadovanych
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vlastnosti findlniho materialu. Jednotlivé postupy tvorby hydrogell jsou strucné

popsany nize. [2]

1.2.1. Blokova polymerace

Jedna se o nejjednodussi vyrobu hydrogelu, pro kterou je potfeba pouze
monomer a jeho iniciator. Samotna polymerace probihd pridanim sitovadla do
hydrogelniho roztoku a naslednou iniciaci. Zminénym iniciatorem byva pfi této
polymeraci radiace, UV zareni, nebo chemicky katalyzator, ktery je volen dle
pouzitého typu monomeru a pouzZitého rozpoustédla. Diky velké rozmanitosti
monomeru je mozné vytvaret hydrogely s poZadovanymi fyzikalnimi vlastnostmi
pro jejich nasledné uzZiti. Vysledkem blokové polymerace je velmi pevna skelna
a priihledna matice, kterd po ponotfeni do vody nabotng, ¢imZ se stane mékkou
a ohebnou. Jedinym problémem pii této vyrobé je vyrazny narast viskozity
vysledného polymeru, jelikoZ vyvolana reakce generuje béhem polymerace velké
mnozstvi tepla. Tento problém se ovSem da odstranit kontrolovanou polymeraci za
nizké premény [8]. BohuZel ale hydrogely ziskdvané blokovou polymeraci maji
obecné kirehkou strukturu. Aby doslo ke zlepSeni mechanickych vlastnosti, mtiZe byt
hydrogel béhem blokové polymerace roubovdn na stabilnéjsi nosny povrch.
Dochazi k uvoliiovani volnych radikald, které jsou pritahovany na stabilni nosnik,
kde nasledné dojde k polymeraci primo na povrchu, a to diky kovalentnim muistkiim
vznikajicim béhem retézové reakce. K syntetizovani hydrogelu pomoci roubovani

bylo pouzito mnoho riiznych polymernich nosniki, jak je dale uvedeno v [9].

1.2.2. Polymerace z roztoku

Pii procesu roztokové kopolymerace/sitovaci reakce mezi sebou reaguji
ionické nebo neutralni monomery se sitovacim c¢inidlem. Polymerace je nasledné
iniciovana termalné bud ozarovanim UV svétlem, nebo redukéné oxidacéni reakci
iniciacniho systému. Obrovskou vyhodou oproti blokové polymeraci je fakt, Ze zde
rozpoustédlo ptlisobi jako ochlazovaci medium, nedochazi tedy k dalsi iniciaci
uvolnovanim tepla. Typickymi rozpoustédly jsou voda, ethanol, jejich smési,
a benzyl alkohol. Pokud jsou pouzita rozpoustédla syntetickd, je nutné je po
vytvoreni hydrogelu vymyt botnanim ve vodé. Vysledny hydrogel je nutno diikladné

a opakované oplachnout destilovanou vodou, aby doSlo k odstranéni zbylych

15



monomerd, vzniklych oligomerti, zbytkid sitovaciho €inidla, inicidtoru, a zbylych

necistot. [7]

1.2.3. Polymerace ze suspenze nebo inverzni suspenze

Tento typ polymerace je pokrocilou metodou, pti které hydrogel vznika
v podobé prasku nebo mikrokulicek. Monomery jsou spolu s inicidtorem
rozmichdny v uhlovodikové fazi do homogenni smési a nasledné mize dojit
k polymeraci. Vzhledem k vétsimu uZivani systému voda v oleji, namisto obvyklého
systému oleje ve vodé, se tato metoda nazyva polymeraci z inverzni suspenze.
Viskozita monomerniho roztoku, rychlost michani, konstrukce rotoru, a dispergacni
¢inidlo jsou urcovany vyhradné podle velikosti a tvaru ¢astic disperze. Detailnéjsi
popis polymerace z heterofaze byl zpracovan v [10] a [11]. Disperze je
termodynamicky nestabilni, proto je nutné, aby byl systém neustale michan a byl

zajistén pridavek slabého c¢inidla zajistujici hydrofilné lipofilni rovnovahu. [11]

1.2.4. Polymerace ozafovanim

K pripravé hydrogeli z nenasycenych sloucenin se da vyuzit
vysokoenergetické ionizujici zareni, jako tfeba gama a elektronové paprsky.
Ozarovanim vodného polymerniho roztoku dochazi k formovani radikdli na
polymernich retézcich. Naslednou radiolyzou molekul vody dochazi k formovani
hydroxylovych radikal{i, které svym plisobenim davaji vzniknout makroradikalim.
Jejich dalsi rekombinace s riiznymi polymernimi retézci ma za nasledek vznik
kovalentnich vazeb, ¢imz je vytvorena vysledna zesit ovana struktura hydrogelu. Pro
tento typ pripravy hydrogelu se nejvice vyuzivad PVA, PEG a PAA. Nejvétsi viyhodou

této metody je relativné Cisty hydrogel bez jakéhokoliv iniciatoru. [12]

1.2.5. Sitovani polymernich fetézcu

Pro dvoustupiiovou ptipravu hydrogeli jsou pouzivany polymerni roztoky
a sitovaci prostredky €i metody, které se déli na fyzikalni a chemické. V souvislosti
s tim se méni i vlastnosti, a tim i mozné aplikace hydrogeld. Pii pritomnosti
kovalentnich vazeb mezi polymernimi fetézci se hovoii o chemicky zesitovanych
hydrogelech, kde se jednd o permanentni nebo nereverzibilni materialy. Pokud
naopak dochazi k fyzikalnim interakcim mezi polymernimi retézci, jsou vysledné

hydrogely oznacCovany za fyzikalni, tedy nepermanentni neboli nestalé, které je
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moZné znicCit manipulaci, vlivem aplikace napéti nebo urcitymi fyzikalnimi
podminkami [13]. Cilem pouziti jak fyzikalniho, tak chemického sitovani
polymernich tetézcii, je bezpochyby zabranéni rozpousténi materialu pied, ¢i
v pribéhu jeho pouZiti [2]. Schématické zobrazeni jednotlivych zplisobii tvorby

hydrogelli sitovanim polymernich materialli je uvedeno na obrazku 3.

f

Teplota
Elektrické pole
Magnetické pole

Svétlo
Tlak
Zvuk

\ . ==

pH Nenabotnaly
: hydrogel

Fyzikalni podnéty

Nabotnaly
hydrogel

Sila iontu

Slozeni rozpoustédla

Druh molekul

Chemické podnéty

Obrazek 3 Zpusoby sitovdni polymernich retézcu pro tvorbu hydrogelu; prevzato z [7],upraveno

1.3. Polymery pro vyrobu hydrogel(
V této kapitole jsou popsany vybrané polymerni materidly, syntetické
i prirodni, pouZivané pro tvorbu hydrogell. Zajimavou skupinou polymert jsou

praveé ty prirodni, jelikoz se velmi blizi sloZeni extracelularni matrix. [3]

Hydrogely jsou vodou nabotnalé, zesitované polymerni struktury obsahujici
bud’ kovalentni vazby vznikajici jednoduchou reakci mezi jednim nebo dvéma
komonomery, fyzikalnim zapletenim retézctli, nebo nevazebnymi interakcemi, jako
napriklad vodikovymi miistky nebo van der Waalsovymi interakcemi mezi fetézci.
Mohou byt rozdéleny do nékolika kategorii, a to podle zptsobu pripravy, nabitych
iontli, nebo vlastnosti fyzikalni struktury. Podle zpasobu pripravy je mozné
rozeznavat homopolymerni hydrogely, kopolymerni hydrogely, multipolymerni
hydrogely, nebo navzajem pronikajici polymerni hydrogely. U homopolymernich
hydrogelti se jedna o zesitované retézce jednoho druhu hydrofilnich monomernich
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jednotek, oproti tomu u kopolymernich hydrogelii jsou takto zesitovany dva druhy
komonomert, pticemz alespon jeden z nich musi byt schopen zajistit botnavost
vysledného hydrogelu - tedy musi byt hydrofilni. Multipolymerni hydrogely vznikaji
reakci tfi a vice komonomerd. Navzdjem pronikajici polymerni hydrogely jsou
vyrobeny nejprve pripravou sité, ktera je ndsledné ponofena do monomeru a druhy

pouZzity polymer vytvori vzajemné se prolinajici strukturu. [14]

Velmi Casto pouZzivanym zplisobem vyroby se stala metoda mraZeni a
rozmraZeni vznikajici hydrogelu, tedy freeze-thaw. Pfi této metodé se cyklicky
opakuje doba v mrazu s dobou napiiklad v pokojové teploté. Tato metoda je
popisovana zejména u vodnych roztokli PVA (hydrofilni polymer dale popsan
v kapitole 1.3.5) [13]. Toto fyzikalni sitovani hydrogelt zahrnuje silné vodikové
vazby mezi polymernimi retézci za vzniku krystaliti. Miru zesitovani, a tim i
mechanické vlastnosti (tvrdost, elasticitu, pevnost atd.), je mozné ridit nastavenim
procesu zmrazeni a rozmrazovani [2]. Jedna se v podstaté o proces ,krystalizace“
v homopolymernim materialu a v nékterych publikacich je vysledny hydrogel
nazyvan kryogelem [15]. Hydrogely vyrobené touto metodou maji zajimavé
vlastnosti pro pouziti v mediciné zahrnujici vhodnou mechanickou pevnost a
stabilitu pri pokojové teploté a to pri absenci toxickych iniciatort nebo sitovacich
Cinidel [16]. Priklady nastaveni freeze-thaw postupu pro vodné roztoky PVA jsou

uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1 Priklady postupu freeze-thaw pro fyzikdlni sitovdni vodnych roztok( PVA pro tvorbu hydrogeli a jejich
nastaveni

Stupei Koncentrace
Dodavatel hydrolyzy . Pocet Odkaz na
PVA /molekulova vodného Cyklus cykli | literaturu
hmotnosti roztoku PVA
Chemical
Plant 98%/ o 12h pti- 20°Ca 12
Rasnov 48600g/mol 12 hm% pii 20°C 3 [15]
(Rumunsko)
Acros v Mo vi oo
Organics 98% / 10,12, 14, 16 (1}’12 doinia,pirritizvgl 15, 30 (17]
(USA) 95000 g/mol hm% vy a4s
neuveden)
Merck
Chemicals 98%/ 0 20h pri-20°C a 4h
armstadt, mo i
D dt, | 72000 g/mol 16hm% pii 25°C 4 [18]
Némecko)
Aldrich, ref
36315-4 98-99%/ o 20h pti-22°Ca4h i
(zemé | 115000 g/mol | T1IM% pFi 25°C 1-9 [19]
neuvedena)
1h pii-20°C a
Sioma 30min pri
Al§rich 99% / 85000- 10hm% pokojové teploté 3 [20]
(Italie) 146000g/mol 0 (pti prvnim cyklu
ponechano pfi -
20°C pres noc)
. 87-89% / o
1}5;:;1 85000- 9hm% 18h pr;i 2155((:: a6h 3 [16]
124000 g/mol p

1.3.1. Polyethylenglykol

Jedna se o synteticky hydrofilni polymer, ktery mtze diky zesitovani zadrzet
velky objem vody. Dale je to material vhodny k biologickym aplikacim, jelikoZ
normalné nedochazi k zadnym imunitnim reakcim. JiZ od 80. let 20. stoleti se PEG
pouziva ke zvySeni rozpustnosti, sniZeni toxicity, a k prodlouzeni doby Zivota
terapeutickych bilkovin a peptidd. Koncem 80. let se zacalo s experimenty PEG
hydrogelti pro péstovani bunék. Tyto hydrogely jsou chemicky velmi dobte
definované a pro jejich tvorbu i modifikace lze pouzit vice druhii chemikalii. Sit ovani
hydrogelu zavisi na koncich retézcti makromert PEGu, nejcastéji vSak dochazi
k sitovani pres reaktivni vinylovy konec, ktery je polymerizovan inicidtorem
volnych radikald. Dalsi moZnosti sitovani je iniciace redukcéné oxidacni reakct, ktera
generuje volné radikaly, nebo radikaly generované svétlem. [21] Na obrazku 4 je

zobrazen hydrogel praveé z tohoto polymeru.
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Obrdzek 4 Hydrogel vyrobeny z polyethylenglykolu urceny pro aplikaci v tkariovém inZenyrstvi; prevzato z [22]

1.3.2. Zelatina

Zelatina je ve své podstaté derivatem z kolagenu, ktery je ze viech proteint
obsazen v téle nejvice. Ve srovnani s prekurzorovym kolagenem vykazuje Zelatina
mnohem nizsi antigenicitu, coz obvykle byva problémem u kolagenu ZivocisSného
plivodu. Jednad se o obecné neimunogenni polymer, ktery je schopen uchovat si
informacni signaly, jako naptiklad sekvenci kyseliny arginin-glycin-aspartové
(RGD), diky které je podporovana buné¢na adheze, diferenciace a proliferace. Tyto
vlastnosti a jeho jedinetnd schopnost tvorby gelu c¢ini Zelatinu zajimavym
biopolymerem pro aplikace tkaniového inZenyrstvi. AvSak cista Zelatina se zridka
pouziva jako scaffold pro mechanicky extrémné namahané tkané. Zejména pouZiti
pro kloubni chrupavky se u ni jevi nemyslitelnym, pravé diky Spatné mechanické

pevnosti. [23]

1.3.3. Alginaty
Komerc¢né dostupné alginaty jsou extrahovany z hnédych moiskych ras. Dale

Y]

je mozné je ziskat fermentaci urcité bakterie. Tento zpisob se vSak prili§ pro
komer¢ni ucely nepouziva. Ro¢ni produkce alginatli vyrobenych z ras se odhaduje
na zhruba 38 tisic tun celosvétové a nejvétsi Cast jde do potravinaiského
a farmaceutického primyslu. Alginaty se téz pouzivaji v biomediciné, nejvice
k hojeni ran, kostnim Stépim nahrazujicich pateini fize, bunécnym terapiim,
a zvétsSeni stény levé srdecni komory u pacientd s dilatacni kardiomyopatii. Jedna se
o polysacharidy, které jsou tvoreny z linearnich kyselin manurové a guluronové, viz

obrazek 5. Bloky se znac¢né lisi délkou a rozloZenim v zavislosti na tom, z jakého
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druhu a z jaké ¢asti ras se alginaty extrahuji. Chemické sloZeni a distribuce bloki

v alginatové molekule hraje hlavni roli v jejich schopnosti vytvaret iontové gely.

M G
COOH COOH
o]
COOH COOH
0
OH HO ~
HOOC OH
HOOC
0 HO . oH  JTSsse
OH \ 0
o 4 o o
HO HOOC
OH HoOC
M = [3-p-manurova kyselina G = a-L-guluronova kyselina

Obrdzek 5 Struktura algindtd,; prevzato z [24]); upraveno

Bloky kyseliny guluronové jsou klicovymi strukturalnimi prvky
v alginatovych hydrogelech, ale k tvorbé gelu mohou prispivat také bloky stridavé.
Vysledné vlastnosti hydrogelti mohou byt ovlivnény vybérem typu a mnoZstvi iontd,
které gel tvori. Tohoto mliZe byt vyuzito i pro optimalizaci elasticity, botnani,
a stability hydrogelt. Tyto vlastnosti mohou byt téZ vylepSeny vybérem typu
a koncentrace alginatu. Obecné se zvySenim obsahu a délky G bloki zvysi pruznost,
porovitost a stabilita gelu. Poréznost alginatové gelové sité je na nanotdrovni
v rozmezi 5-200 nm a je laditelna. To umoZni bunécny pristup k Zivindm
a odstranéni odpadnich produktli a syntetizovanych produkt, jako jsou inzulin,

dopamin, endostatin a nervové ristové faktory. [24]

1.3.4. Chitosan

Diky svym reaktivhim aminoskupindm je chitosan jedinym prirodnim
kationtovym polymerem, a zarovenn ma mnoho komerc¢nich aplikaci, jako napriklad
urychluje hojeni ran, je antimikrobidlni, antikoagula¢ni, antibakterialni,
protiplisnovy a hemostaticky. Obecny nazev, tedy chitosan, popisuje tadu
pravdépodobné Cistych poly- (beta-1-4) N-acetyl-D-glukosaminovych materiald,
jejichZ vlastnosti jsou vysoce zavislé na stupni jejich deacetylace; primérné
molekulové hmotnosti, polydisperzité, a jejich strukture. Chitin je piirodni
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polysacharid, ktery byl poprvé identifikovan v roce 1811 francouzskym chemikem
Henri Braconnotem. Tvoii soucdst extracelularni matrice urcitych zivych
organism, jako je naptiklad proteoglykan. Je syntetizovdn enormnim poctem
zivych organismi, mezi které se fadi i hmyz a korysi. Dale téZ hlavonoZci, jejichz
vedlejsi produkty jsou cennym zdrojem chitinu, polynenasycenych Kkyselin
a kolagenu. Chitin je téZ mozné extrahovat z exoskeletu riznych hlavonozct, jako
tieba chobotnic, sépif a olihni. Chitosan, ktery byl objeven a pojmenovan roku 1859
Rogetem, se ziskava c¢astetnou deacetylaci chitinu v alkalickych podminkéach,
zaroven je téZ nejdilezitéjSim derivatem chitinu. MiiZe byt pripraven z bunécnych
stén hub pomoci fermentace, coZ se také stalo alternativnim ekonomickym
zplisobem vyroby tohoto polymeru. Chemické zesiténi hydrogelu je tvoreno
kovalentnimi vazbami makromeri chitosanu a je nevratné. Hydrogelu se
z chitosanu da dosdhnout nékolika zptlisoby, mezi které patii chemické zesitovani
pomoci riiznych aldehydd, sitovani ultrafialovym svétlem, chemickym a radia¢nim
Stépenim, hydrofobickou interakci, polyelektrolytickou komplexaci, a freeze-thaw

cyklem [25]. Chitosanovy hydrogel pro predstavu na obrazku 6.

200Mm

Obradzek 6 Fotografie hydrogelu z chitosanu pred (vlevo nahore) a po (vpravo nahore) stlaceni; méritko 1 cm; SEM
snimky ilustrujici strukturu hydrogelu dole; prevzato z [26]
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1.3.5. Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) je ve vodé rozpustny polymer, ktery vznika
hydrolyzou polyvinylacetatu a obsahuje mnoho polarnich hydroxylovych skupin na
molekularnim retézci. Tomuto polymeru je zde vénovana delsi ¢ast, nebot se jedna
o vychozi polymer, ktery byl zvolen pro praci v experimentalni Casti. ProtoZe
molekuldrni fretézec mize snadno tvorit vodikové vazby a ma symetrickou
pravidelnou strukturu, vykazuje dobrou tvorbu tenkych vrstev, rozpustnost ve vodé

a emulgaci.

PVA je pripravovan ve dvou krocich kviili nestabilni formé vinylalkohold,
jako monomernich jednotek, a) radikalovou polymeraci vinylacetatu v alkoholovém
roztoku a b) ¢aste¢nou hydrolyzou polyvinylacetatu. Rizenim kroku hydrolyzy lze
pripravit riizné stupné hydrolyzy PVA polymeru a tim ovlivnit chovani polymerniho
materialu, jako napriklad jeho rozpustnost, krystalinitu a chemické vlastnosti. PVA
s nizkym stupném hydrolyzy vykazuje vyssi rozpustnost ve vodé pri nizké teploté,
s rostoucim stupném hydrolyzy jeho odolnost roste téZz. V PVA mohou zlstat
zbytkové acetatové skupiny oslabujici intra- a intermolekuldrni vodikové vazby
sousedicich -OH skupin. Pro PVA s vysokym stupném hydrolyzy pak musi byt
teplota zvySena vyrazné nad 70 °C, aby doSlo k rozpusténi ve vodném systému.
Pritomnost zbytkovych acetatovych skupin pomaha pii krystalizaci etézcti PVA po

hydrolyzy. [2]

Polyvinylalkohol ma urcitou hladinu biodegradovatelnosti, coZ znamen4, Ze
velmi zaleZi na pouzitém typu PVA, tedy zejména na jeho molekulové hmotnosti
a stupni hydrolyzy, aby bylo mozné ho klasifikovat jako biodegradabilni ¢i pouze
rozpustny v lidském téle. Tento polymer ale obvykle vykazuje skvélou

biokompatibilitu. [2]

PVA hydrogely jsou v literatuie hojné aplikovany jako nadhrady umélych
cévnich materialt, a to hlavné diky jejich nizké cytotoxicité, dobré biokompatibilité,
dobrym mechanickym vlastnostem a vysokému obsahu vody. Dokonce bylo
prokazano, Ze mechanické vlastnosti trubkovité struktury polyvinylalkoholu jsou

velmi podobné vlastnostem praseci aorty. Kromé toho mohou PVA hydrogely
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odpovidat mechanickym vlastnostem cévniho systému. Zaroven s tim védci zjistili,
Ze pridanim riznych dalSich polymerti mohou zlepSit houZevnatost, tuhost,
biokompatibilitu, pérovitost a degeneracni vlastnosti PVA gell, ¢imZ se rozsiri
oblasti pouZiti. Fyzikalni zesiténi PVA hydrogelii se ¢asto pripravuje opakovanou
metodou freeze-thaw (bliZe popsano v kapitole 1.2.5). Snimky povrchii vysusenych
materiali z PVA vyrobenych touto metodou, nasnimanych pomoci rastrovaciho

elektronového mikroskopu, jsou uvedeny na obrazku 7. [27]

e

I
o P 2
L R

Obrazek 7 SEM snimky povrchi PVA hydrogelt po riznych poctech freeze-thaw cykli; shora zleva jeden cyklus, tri
cykly, pet cykld; prevzato z [28], méritko 20 um; vpravo dole poté fotografie hydrogelu z PVA po sitovdni postupem
freeze-thaw — tri cykly, 18 h pri-15 °C a 6 h pri 25 °C; prevzato z [16]

1.4. Hydrogely s integrovanymi nanovldkny a mikrovlakny
Jak jiz bylo zminéno, hydrogely jsou jednim z nejpouZzivanéjsich
trojrozmérnych scaffoldi pro tkanové inZenyrstvi. Posledni dobou se ovSem
ukazuje, Ze pokud je do nich moZné inkorporovat nanovldkna nebo mikrovlakna, viz
obrazek 8, dojde k vyraznému zvySeni mechanickych vlastnosti [29-31]. DalSim
moznym zkoumanym piinosem pritomnosti vlaken je jejich schopnost napomdahat
nebo ovliviiovat bunécnou aktivitu ve vysledném kompozitu diky znacné

podobnosti s extracelularni matrix. [32]
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Vlakna Hydrogel

Vlékna integrovana v hydrogelu

Obradzek 8 Zakladni ndkres vysledného hydrogelu s vidkny

Kombinaci hydrogelu s vlakny je mozno provést nékolika zptsoby, které
budou néasledné popsany. Vzdy jsou vSak voleny dle konkrétnich pozadavkl
findlniho produktu, napiiklad zda se bude jednat o nosi¢ bunék pro rohovku ci
kolenni chrupavku nebo kryt rany. Schémata jednotlivych publikovanych postupi
jsou uvedena v [33] a na obrazku 9. Zde je prehledové zobrazena vétSina jiz
publikovanych procesii vyroby kompozitu hydrogelu a nanovlaken vyrabénych
prevazné elektrostatickym zvlaknovanim. Jedna se zejména o postupy skladani
vrstev hydrogelu a nanovlaken (obrazek 9A), a prevrstveni nanovlakenné vrstvy
hydrogelem (obrazek 9B). Nanovlakenné vrstvy je mozné skladat do prakticky
jakéhokoliv tvaru, ktery mize byt nasledné pouZit jako podptlirna konstrukce pro
hydrogel, coz je znazornéno na obrazku 9C. Pod pismenem D se ukryva postup
inkorporace elektrostaticky zvlaknénych vlaken, ktera jsou po zvlaknéni rozvolnéna
a vpravena do hydrogelu jesté pred jeho zesitovanim. V tomto pripadé byla pouzita
sonikace, tedy uziti ultrazvuku k dokonalému promiseni. Dal§im zplisobem je
pouZiti kombinace elektrostatického zvldknovani a electrosprayingu hydrogelu, jak
je zndzornéno na obrazku 9E. Poslednim, zde zobrazenym, zplisobem je piimo
elektrostatické zvlaknovani hydrogelniho roztoku smiseného s roztokem
polymernim. Tak, jak je moZné vidét na obrazku 9F, vznikaji vlakna obalena
kapickami hydrogelu [9]. Diky podstaté vyroby hydrogelu, tedy vyrobé z kapalné
faze, je mozné docilit smiseni s nanovlakny predchozim trhanim ¢i rezanim

nanovlakenné vrstvy. [18]
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Obrdzek 9 Schematickd zndzornéni moznych kombinaci hydrogelu s elektrostaticky zvldknénymi nanovldkny;
prevzato z [33], upraveno

Kompozitu hydrogelu a elektrostaticky zvlaknénych vlaken se nejcastéji
vyuziva pro tvorbu scaffoldti. Konkrétni publikace, vénujici se kombinaci hydrogelu

a nanovlakennych material{i, budou predstaveny dale.

Prvni vybranda studie predstavuje pouZiti elektrostaticky zvlaknéné vrstvy
z polykaprolaktonu spolu s hydrogelem sloZzenym ptimo z tkané mocového méchyie
krys. Takto bylo mozné ziskat mechanicky stabilni hybridni strukturu, a to
s prirozenou extracelularni matrix mocového méchyte. Tato struktura byla
pripravena tak, Ze gel byl nejprve vpraven do valce, nasledné na néj byla nanesena
elektrostaticky zvlaknéna membrana, ktera byla nakonec opét povrstvena
hydrogelem. Postup celého procesu je ilustrovan na obrazku 10. Vysoka porozita
elektrostaticky zvldknéné membrany, a velky povrch nanovlaken, mél

pravdépodobné pozitivni vliv pro zajiSténi integrace s hydrogelem. [34]
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Obradzek 10 Viyroba hybridniho kompozitu: (a) mocovy méchyr, (b) tenky pldatek nativni tkané, (c) scaffold
z decelularizovaného mocového méchyre, (d) elektrostatické zvidkriovani, (e) nanovldkenna vrstva PCL, (f) finaini
hybridni kompozit; prevzato z [34]

DalSi strucné predstavovana publikace se zamérila na zajiSténi lepsi
distribuce elektrostaticky zvlaknénych vlaken v ramci celého hydrogelu, a to pomoci
rozdéleni vlakenné struktury na jednotliva vldkna, nebo alespon praminky vlaken.
Byl proveden pokus, pti kterém byla elektrostaticky zvlaknéna vldkna urovnavana
a shromazd'ovana na podklad s tenkym filmem polyvinylalkoholu. Ten byl pouzit
jako separacni cinidlo. Podklad s uloZenymi urovnanymi vldkny byl nasledné
narezan kolmo k orientaci vlaken, na kratké segmenty priblizné 1 mm dlouhé, a PVA
bylo z vlaken odstranéno rozpusténim ve vodé. Dispergovana vldkna byla nakonec
smisena s hydrogelem zaloZenym na agar6ze a methylceluléze. Hydrogely
obsahujici elektricky zvlaknéna vlakna vpravena timto postupem do hydrogelu byla
vyhodnocena jako vhodna platforma pro podporu regenerace poSkozeného mozku.

Schéma popisujici postup vyroby je zobrazeno na obrazku 11. [35]
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Obrdzek 11 Zpisob pipravy kompozitu vySe zminénym zpiisobem; prevzato z [35], upraveno

Publikace, zamérena na tvorbu scaffoldi s vétsi prihlednosti, popisuje
vyuziti elektrostatickych nanovldken v kombinaci s hydrogelem pro tvorbu tkané
rohovky. U elektrostaticky zvlaknénych membran s vétsi ploSnou hmotnostni je
nutné vytvoreni otvort, aby doslo ke zvySeni priihlednosti vysledného kompozitu.
U membran z urovnanych elektrostaticky zvlaknénych nanovlaken je mozné pouzit
laser, aby mohlo dojit k vytvoreni perforaci. Takto perforovana elektrostaticky
zvlaknénd PLGA membrana miiZe byt vlozena mezi dvé vrstvy kolagenového
hydrogelu a stlac¢ena, ¢imZ je docileno kyZeného kompozitu. S perforaci byla opticka
propustnost 15krat vyssi neZ u kompozitu s neperforovanymi membranami. Bylo
zjiSténo, Ze tento kompozit vykazuje optickou propustnost 63 % a tato hodnota se
zvysila na 72 % po 7 dnech ponoteni do roztoku PBS [36]. Priprava nanovlakenné
vrstvy, a laserem perforované vzorky z tohoto pokusu, jsou zobrazeny na

obrazku 12.
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Obrdzek 12 Urovnand zvldknénd vidkna s méritkem 10 mm (a), SEM snimek takto zvidknéné vrstvy s méritkem
10 um (b), histogram primeru (c) a uhla (d) vidken, laserem perforované jednosmérné usporadané nanovidkenné
vrstvy z PLGA s riiznou hustotou na plochu s méritkem 200 um prevzato z [36], upraveno

Pritomnost elektrostaticky zvlaknénych nanovldken v hydrogelu popisuje
dalsi publikace, ktera prokazuje zvySeni mechanickych vlastnosti hydrogelu pravé
diky pridani vlaken. Bylo pouZito elektrostaticky zvlaknéné PCL jako podporujici
scaffold vertikalni stability stojiciho nabotnalého PEG hydrogelu, ktery obklopoval
umeéle vytvorené senzorické chloupky. K lokalni koncentraci elektrostaticky
zvlaknénych PCL vlaken byl pouzit zamérujici krouzek, ktery tato vlakna davkoval
vertikalné na senzorické chloupky tésné predtim, nez byla pokryta hydrogelem.
S vlakennou podporou mohla byt hydrogelova kapsule prodlouZena aZ trojnasobné

oproti hydrogelu bez podpory [37]. Schématicky postup zobrazen na obrazku 13.

Pipata Zdroj UV zafeni
/ Y
Fotomaska s L Mabotnaly hydrogel
o 7 k_|
2 “’u'._L \
Polymermni 4 ~ 7
roztok > Of , Chioupky VyBka
= 5 elektrostaticky
“zviaknénymi p
vidkny e
K Sifka
. Chloupky obalendé
Sillkenowy nosnik suchym polymerem

Obrdzek 13 Schematicky zndzornény postup pripravy uméle vytvoreného senzorického chloupku; prevzato z [37],
upraveno
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DalSim pokusem kombinujicim nanovlakna a hydrogel byla inkorporace
elektrostaticky zvlaknéné prize vyrobené z PLLA-CL, ktera byla nasekana na tuseky
dlouhé priblizné 1 mm, a nasledné smichdna s hydrogelem z kolagenu. Pamétovy
modul kolagenniho hydrogelu s nanovldkennou prizi byl mnohem vysSsi nez

u Cistého hydrogelu z kolagenu. [38]

JelikoZ jsou hydrogely obecné zaloZeny na vodni bazi, elektrostaticky
zvlaknéna membrana by méla byt co nejvice hydrofilni, aby mohlo dojit k plné
integraci hydrogelového roztoku do p6ri membrany. Bylo prokazano, Ze PCL je
ptilis hydrofobni na to, aby bylo schopné jednoduSe absorbovat hydrogel. Avsak
pouZzitim PGS (polyglycerol sebarat), primichaného do roztoku PCL, ziskala vysledna
PCL membrana dostate¢nou hydrofilitu, a tak mohlo k absorpci hydrogelu dojit.
Nasledna kultivace bunék na takovém kompozitu ziejmé naznacuje, Ze buriky byly
schopné proniknout az do vldkenné vrstvy, kdeZto buiky kultivované pouze na
elektrostaticky zvlaknéné membrané ziistaly pouze na povrchu. K tomuto jevu doslo
diky botnani hydrogelu, které napomohlo k otevieni pori mezi vlakny natolik, Ze

byly buriky schopné prorist do struktury. [39]

Velika vyhoda pouziti hydrogelu v kombinaci s elektrostaticky zvlaknénym
trojrozmérnym scaffoldem spociva v osazovani bunék. Ty mohou byt zapouzdieny
v hydrogelu a injekci vpraveny do zminéného scaffoldu. Tohoto jevu bylo vyuzito pri
pripravé nezhusténé sité vldken pii kryoelektrostatickém zvladknovani PCL. Pfi
tomto procesu jsou vlakna uchovana na zachytavacim bubnu pfi teploté -78 °C. Tim
padem dojde k vytvoreni ledovych krystalli na povrchu vlaken, ¢imzZ se vytvori
bariéra pro dalsi dopadajici vlakna. Takto vznikne sit' vlaken s velkymi mezerami
mezi jednotlivymi vlakny, do kterych je ndsledné mozné vpravit hydrogel osazeny
burikami. Diky tomu je mozné ziskat kompozitni scaffold s velmi rovnomérnou
distribuci bunék [40]. SEM snimky vyslednych vlakennych vrstev zachytava
obrazek 14.
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Obrdzek 14 Celkovy a detailni SEM snimek vrstev (a) a fez témito vrstvami (b), na kterych je ndzorné vidét nardst
pori a celkové tloustky vrstvy; prevzato z [40], upraveno; méritka pro pohledy shora 50 um a 10 um, pro rezy
300 um

Dal$i vyhodou kombinace hydrogelu s elektrostatickym zvladknovanim je
moznost zapouzdieni bunék do hydrogelu jeSté pred samotnym kombinovanim
s elektrostaticky zvldknénymi vldkny. Tato vyhoda naléza nejvétSi uplatnéni
v klinickych aplikacich, kde je nutnd okamZita inkorporace bunék do scaffoldu.
Trypsinizovanym bunikdm muze trvat az nékolik hodin, nez piilnou k povrchu, coz
je ale moZné eliminovat pravé napusténim scaffoldu hydrogelem, diky kterému
bunikky adheruji okamzité. Zvlasté vyhodna je kombinace elektrostatického
zvlakniovani a tisku bunék, jeZ byly zapouzdieny v hydrogelu. Ty jsou tisknuty vrstvu
po vrstvé, dokud neni docileno trojrozmérného scaffoldu. Vysledna konstrukce
sestavajici z elektrostaticky zvlaknénych PCL vlaken a chondrocytt zapouzdienych
do kolagen-fibrinového hydrogelu, vykazovala v in-vitro testech nejvétsi aktivitu
chondrocytli hlavné v jadie chrupavky, kdezto u jejiho vnéjsiho obvodu byla aktivita
bunék minimalni. Oproti tomu in-vivo studie na subkutanni imunodeficientni mysi

prokazaly pritomnost kolagenu typu Il a GAG v celém scaffoldu. Toto je pouze jedna
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z demonstraci poukazujici na vyhodnost uziti hydrogelu s elektrostaticky
zvlaknénymi vlakny pro léceni tkani [41]. Jak bylo tohoto vysledku docileno, je

zobrazeno na obrazku 15.

Velice podobné byla zkombinovana elektrostaticky zvlaknéna nanovlakna
s hydrogelem tak, aby byla vytvorena hybridni struktura pro regeneraci chrupavky.
Do hydrogelu z alginatu a kyseliny hyaluronové byly ve formé mikrotkané zavedeny
lidské mezenchymadlni kmenové burnky (hCMSCs) a lidské chondrocyty. Takto
pripraveny systém byl umistén pod nanovldkennou membranu naplnénou BMP-7.
Membrana slouZila pro subchondralni opravu kosti, zatimco hydrogel slouzil

k obnové chrupavky. [42]

PCL
Hydrogel s
chondrocyty
PCL
Hydrogel s
chondrocyty

PCL

Obrdzek 15 Makroskopicky pohled na vytistény kompozit (A), schematicky ndkres kompozitu PCL a hydrogelu
s chondrocyty (B), SEM snimek rezu (C), na kterém je vidét vrstva kolagenu uprostied mezi vrstvami PCL, SEM snimek
ukazujici strukturu PCL (D), SEM snimek zndzorriujici adheraci chondrocytu ke kolagenni matrix; prevzato z [41],
upraveno, méritko C 100 um, meritka D a E 10 um

Jednim z omezeni hydrogelu je neschopnost ovliviiovat smér bunécného
ristu. Navzdory tomu, elektrostaticky zvlaknéné scaffoldy, jsou schopny ovliviiovat
riast bunék pomoci kontaktu s urovnanymi vlakny. Vzhledem k tomu, Ze je mozné
snadno vytvorit trojrozmérné prostredi pomoci hydrogelu, smisenim

s elektrostaticky zvlaknénymi vldkny miiZe byt stejné snadno dosaZeno
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usmériiovani bunék do zvoleného sméru. Kombinaci hydrogelu kyseliny
hyaluronové s elektrostaticky zvlaknénymi urovnanymi PCL vlakny, jeZ byly
pokryty lamininem, doslo k podpoie nejvétSiho prodlouzeni neuronalni kultury
v porovnani se samostatnymi urovnanymi vlakny a samostatnym hydrogelem
kyseliny hyaluronové [43]. Snimky vyslednych vlaken pod rastrovacim

elektronovym mikroskopem jsou zobrazeny na obrazku 16.

Obrdzek 16 SEM snimek elektrostaticky zvlaknénych vidken pokrytych lamininem vlevo, vpravo snimek z optického
mikroskopu nanovldken ponorenych v hydrogelu z kyseliny hyaluronové; méritka 10 um, prevzato z [43]

NejvétsSim prinosem pro tkanové inZenyrstvi je fakt, Ze diky kombinaci
elektrostaticky zvlaknéné membrany s hydrogelem mitize dojit k napodobeni
prirozeného tkanového prostredi. Konstrukci kompozitu hydrogel a urovnanych
fibring, které sestavaji z urovnaného elektrostaticky zvlaknéného PEG a fibrinového
hydrogelu, je moZné pouZit pro obnovu michy. Pritomnost elektrostaticky
zvlaknénych vlaken v hydrogelu pomaha napodobovat mechanické vlastnosti
nervové tkané. Tim, Ze jsou elektrostaticky zvlaknéna vlakna v hydrogelu urovnana,
dochazi k prodlouZeni neuritli, coZ napomaha se zotavenim michy. Pokud dojde
k porovnani laboratorni krysy, jez méla implantovan hydrogel z urovnanych fibrini,
vysledkem bude zjisténi, Ze k jejimu zotaveni doslo vyrazné rychleji, neZ tomu bylo
u vzorku s nahodné usporadanymi elektrostaticky zvlaknénymi vlakny ve

fibrinovém hydrogelu [44]. Vyrobni postup uveden na obrazku 17.

Vysoké el, napéti

Injekéni pumpa

Roztok trombinii a vép%\

Svazek urovnanych vlaken Nékolik svazku urovnanych vidken

Obrdzek 17 Schematicky zndzornény postup vyroby urovnanych fibrinovych vidken pro obnovu michy; prevzato
z [44], upraveno
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V nasledujici tabulce 2 jsou prehledné sestaveny priklady jednotlivych
kombinaci materialli nanovlaken a hydrogel(i, se zdliraznénim jejich konkrétnich

aplikaci.

Tabulka 2 Prehled vybranych kombinaci hydrogelu a nanovidken ¢i mikrovldken pro uZiti v mediciné publikovanych
v odborné literature

Nanovlakenny
Material hydrogelu Forma nanovladken Aplikace Odkaz
polymer
decelularizovany
trhand nanovldkenna mocovy
krysi mocovy PCL [33]
membrana méchyt
meéchyr
orientovana
kolagen PLGA nanovlakenna vrstva rohovka [36]
perforovana laserem
podpora uméle
PEG PCL vytvorenych podpora [37]
syntetickych chloupki
zvySeni
elektrostaticky nasekana
kolagen PLLA-CL pamétového [38]
ptize na 1mm tuseky
modulu
okamzita
kolagen s fibrinem PCL 3D tisk adherace [41]
bunék
kyselina urovnana nanovlakna prodlouzeni
PCL [43]
hyaluronova pokryta lamininem neurit
elektrostaticky
fibrin PEG obnova michy [44]
zvlaknéna membrana
nenf uvedeno;
jednosmérné urovnana
kolagen PLA cil = orientace [45]
nanovladkennd vrstva
bunék
mikrovlakna vytvorena kolennf
Zelatina a alginat PCL [30]
zvlaknovanim z taveniny chrupavka
kombinace nanovlaken
smeés (elektrospinning)
Zelatina kostni tkan [46]
PCL/kolagen a hydrogelu
(elektrospraying)
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2. Experimentalni cast

Experimentalni ¢ast této diplomové prace je zamérena na moznou kombinaci
vybraného polymeru ve formé vlaken a hydrogelu, s cilem vytvorit biokompatibilni
material pro aplikaci v mediciné, napiiklad jako kryt rany nebo nosi¢ bunék. Pro
tvorbu takto sloZeného materidlu byla pouzita kombinace dvou postupli -
elektrostatického zvladknovani do kapaliny (wet electrospinning), v tomto ptipadé
do polymerniho roztoku, a nasledné fyzikalni sitovani celé vytvorené smési pomoci
postupu freeze-thaw. Volba kombinace hydrofobniho polymerniho materialu (PCL)
pro tvorbu vldken a hydrofilniho polymerniho roztoku (PCL) pro piipravu
hydrogelu, byla nejednoduchou vyzvou.

Polykaprolakton byl pro tvorbu vlaken zvolen prevazné z diivodu autorovych
predeslych zkuSenosti z bakalarské prace, a to pfimo s jeho elektrostatickym
zvlaknovanim na a do jednoduchych kapalin (voda, ethanol, kombinace
voda/ethanol) jako kolektorti. PCL je relativné dostupny, dobie zvladknitelny
materidl s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi. TéZ se vyznacCuje poZzadovanou
biokompatibilitou a biodegradabilitou.

Pro co nejjednodussi a nejdostupnéjsi tvorbu hydrogelu byly nejprve voleny
dva materidly, a to rybi Zelatina a polyvinylalkohol, avSak v priibéhu reSeni prace se
ukadzal PVA jako vhodnéjSim reSenim, zvlast kvili nemoZnosti jednoduchého
sitovani rybi Zelatiny bez pritomnosti dalSich chemikalii. Vyslednym materialem
tedy byla kombinace elektrostaticky zvlaknénych PCL vlaken a hydrogelu z PVA. Byl
nalezen optimalni postup vyroby takto slozeného kompozitu, a na finalnich vzorcich
byly provedeny vybrané dostupné analyzy. ProtoZe v priibéhu sestavovani postupu
vyroby doslo k predpokladu, Ze by mohly ve vysledném hydrogelu ziistavat zbytky

toxickych rozpoustédel z PCL roztoku, byl na zavér proveden test cytotoxicity.
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2.1. Pouzité materidly
Tato kapitola obsahuje seznam vsSech materialli, které byly v této praci
pouzity. Dale téz popisuje pripravu polymernich roztokii pouzitych k ptipravé
hydrogelli, které byly nasledné aplikovany jako kapalinovy kolektor pfti
elektrostatickém zvlaknovani.
e Polykaprolakton, Mx 45,000 g/mol, CAS: 24980-41-4, Sigma Aldrich
(PCL 45)
e Polykaprolakton, M, 80,000 g/mol, CAS: 24980-41-4, Sigma Aldrich
(PCL 80)
e Chloroform, CAS: 67-66-3, Penta
e Ethanol, CAS: 64-17-5, Penta
e Polyvinylalkohol, Mw 125,000 g/mol, 98 % hydrolyzy,
CAS:9002-89-5, Sigma Aldrich
e Zelatina z kiizi studenovodnich ryb, CAS: 9000-70-8, Sigma Aldrich
e Roztok PBS (pro 1 litr)
o 800mldH20
o 8gNaCl (Penta)
o 0,2g KCl (Penta)
o 3,63g NazHPO4 * 12H20 (Penta)
o 0,24g KH2PO4 (Penta)

e Destilovana voda, TUL

Prvnim pouZivanym polymernim roztokem pro elektrostatické zvlaknovani
byl 16 hm% PCL 45 v rozpousStédlovém systému chloroform:ethanol,
v hmotnostnim poméru 8 : 2. Nasledujicim zvlaknovacim polymernim roztokem byl
20 hm% PCL 45 rozpustén v totozném systému jako 16 hm% roztok. Poslednim
polymernim roztokem byl 10 hm% PCL 80 taktéZ rozpuStén v systému
chloroform:ehanol 8 : 2 hmotnostné. VSechny tyto zminéné materialy byly zvazeny
na laboratornich vahach KB 2000-2N (Kern, Balingen, Némecko). Nasledné byly
preneseny na magnetické michadlo a cely roztok byl michan po dobu 24 hodin, za

normalni laboratorni teploty, pri 300 ot/min.

Dale byly pripravovany roztoky hydrogeli, jmenovité tedy roztoky

coldwater fish Zelatiny a polyvinylalkoholu. Oba tyto roztoky byly pripraveny
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v rozpousStédlovém systému dH20:ethanol, opét hmotnostné 8 : 2, a poté pouze
rozpustény v dH20. Polyvinylalkohol bylo tfeba pripravit v olejové lazni pti 80°C za
stdlého michani na magnetickém michadle pti 350 ot/min, coZ je zobrazeno na

obrazku 18.

Obrdzek 18 Priprava vodného roztoku PVA v olejové Idzni na magnetickém michadle

2.2. Pouzité metody
V této kapitole jsou obsaZeny postupy uZité v tomto experimentu.
2.2.1. Elektrostatické zvlaknovani
V této kapitole je kompletné popsan zptisob elektrostatického zvlaknovani,
ktery byl pri experimentu pouzit. Zakladem zvlaknujici aparatury byla zakladna
tvorena dvéma plastovymi deskami o rozmérech 300x300 mm, které od sebe byly
vzdaleny 520 mm, coZ bylo zajiSténo ¢tyrmi plastovymi tyc¢emi o priiméru 16 mm.
K davkovani polymerniho roztoku byla pouZita pumpa NE-1000 (New Era Pump
Systems Inc., New York, USA). Ta byla vertikalné postavena tak, aby injekcni
stiikacka s nasazenou jehlou obsahujici polymerni roztok smérovala vertikalné
dolli. Pod injek¢ni jehlou byla umisténa hlinikova folie, vzdalena 165 mm, ktera
slouzila jako kolektor. Davkovaci pumpa byla pro 16 hm% PCL 45 nastavena na
davkovani 4 ml/hod, pro 20 hm% PCL 45 na davkovani 10 ml/hod, a pro 10 hm%
PCL 80 byla pumpa nastavena na 40 ml/hod. Do této pumpy byla vkladana injek¢ni
stiikacka Injekt Luer Solo (Braun, Maria Enzersdorf, Rakousko) o objemu 5ml. Na
injeké¢ni stiikacku byla nasazena injekcni jehla Sterican (Braun, Maria Enzersdorf,
Rakousko) o priméru 1,2 mm, jejiz Spicka byla sefiznuta do roviny kolmo k ose

jehly. Injekéni jehla byla pomoci krokodylové svorky pripojena ke
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stejnosmérnému vysokonapétovému zdroji Spellman SL 150 (Spellman
Highvoltage, New York, USA), ze kterého byla nabijena elektrickym napétim
o velikosti +20,5 kV. Vysokonapétovy zdroj byl stejnym zplisoben pripojen
i k hlinikové folii, ta byla ovSem nabijena zapornym elektrickym napétim -10 kV.
Hlinikova folie byla umisténa na nastavitelném stojanu, ktery spocival na desce ze
zpénéného polystyrenu k zajisténi dokonalé izolace od pracovni plochy. Stejného
odstinéni bylo tieba docilit i mezi obéma zakladnami, ovSem ne z dlvodu
elektrickych sil, nybrz sil vétrnych. Cely aparat byl umistén v digestori, kde
i s vypnutou klimatizaci stale dochazelo k silnym proudiim vzduchu, a to zrejmé
vlivem centralni klimatizace laboratofe. Na nastavitelném stojanu se téZ nachazela
tenci polystyrenova deska, ktera slouzila jako ochrana pred okolnim elektrickym
polem. Toto sestaveni bylo zaloZeno na zkuSenostech z predchozi prace autora [47],
kde byla vyhodnocena jako v danych podminkach optimalni. Cela sestava je

k nahlédnuti na obrazku 19, ptipadné schematicky na obrazku 20.

Obrdzek 19 Fotografie pouZité aparatury k elektrostatickému zvlakriovani na hlinikovou folii
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Obrdzek 20 Schéma zdkladni pouZité aparatury pro elektrostatické zvidkriovani na pevny kolektor ve formé hlinikové
folie, pouZivané pro tvorbu srovndvacich tvodnich vzorkd vidken

2.2.2. Elektrostatické zvlaknovani do kapaliny

Pro vlastni zvlaknovani do kapaliny, v tomto pripadé do polymerniho
roztoku, byla dfive popsana aparatura pozménéna, aby mohlo dojit ke zvlaknovani
primo do roztoku pro pripravu hydrogelu. Toho bylo docileno vyménou hlinikové
folie za specialné upraveny silikonovy kosic¢ek, do kterého byl nasledné polymerni
roztok nalit, a jeho hladina vytvarela kolektor. Vyska zakoupeného silikonového
kosicku byla upravena na 10 mm a jeho priimér v horni ¢asti byl 40 mm. Ve stiedu
jeho dna byl veden drat k prenosu elektrického napéti. Takto pripraveny kosicek byl
vloZen do PTFE zakladny, aby nedochazelo k jeho borceni - tvarovym zménam. Drat
byl pomoci svorkového , krokodylu“ opét pripojen na zdroj vysokého
stejnosmérného napéti Spellman SL 150 (Spellman Highvoltage, New York, USA)
a mohl do néj byt nalit polymerni roztok. Polymerniho roztoku pro tvorbu hydrogelu
bylo vZdy tolik, aby doSlo k vytvoreni co nejvétSiho povrchu kapaliny, tak aby
hladina prevySovala okraje kosicku, tedy dokud nebyla vidét tzv. Cepice, ktera je,

zaroven s celym sestavenym kolektorem, k vidéni na obrazku 21.
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Takto pripraveny kolektor byl umistén 165 mm nebo 65 mm od zvlaknovaci
jehly. Vzdalenosti byly voleny nejprve na 165 mm z divodu predchozi autorovi
prace [47], bohuZel ale nebylo moZné tuto vzdalenost pouZzit vtomto ptipadé, jelikoZ
jak je uvedeno v [39], PCL je velmi hydrofobni materidl, a proto nema snahu se nofit.
Aby se predeslo slozitéjSim zplisobim nofeni, jako naptiklad mechanické
prevrstvovani zvlaknénych vlaken novym hydrogelnim roztokem, a vyroba tak byla
co nejjednodussi, byla snaha upravit parametry vyroby. Nejjednodussim zptisobem
bylo zvyseni elektrického napéti privadéného do zvlaknovaciho procesu. To bohuzel
k nicemu nevedlo, a tak byla zvolena zména pravé zvlakinovaci vzdalenosti. Jakmile
doslo ke zkraceni vzdalenosti elektrod na 65 mm, nestihl rozpoustédlovy systém ze
vznikajicich vlaken vyprchat, a povrch vlaken vykazoval vy$si ochotu ke smaceni,
tim padem se vlakna zacala noftit. Sice bylo mozné predpokladat, ze priimér vlaken
bude mirné vyssi, avsak byl to zvoleny kompromis. Ostatni parametry zvlaknovani
nebyly ménény. Takto pozménéna aparatura je zobrazena na obrazku 22,

schematicky poté na obrazku 23.

Obrdzek 21 Sestaveny rezervodr s tzv. Cepici hydrogelu oznacenou Sipkou
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Obrdzek 22 Pouzitd aparatura pro elektrostatické zvldkriovdni do hydrogelniho roztoku
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Obrdzek 23 Schematicky zakreslend aparatura pro elektrostatické zvldkriovani do hydrogelniho roztoku
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Pro dosazeni opakovatelnosti davkovani vlaken do kapaliny bylo zvoleno
dodrzovani stale stejného davkovani polymerniho roztoku injek¢ni pumpou
a dodrZovani stejné celkové doby zvlakiiovani na jeden vzorek. Aby mohlo byt
s vyrobenymi vzorky snadno manipulovano, byly vZdy premistény ze silikonového
kosicku nejprve do 24 jamkovych a posléze do 96 jamkovych desticek, pomoci dvou
1Zicek. Jednotlivé vzorky byly vZdy po dokonceni zvlakiiovani zvaZeny, aby byla
zajiSténa hmotnostni podobnost vzorki. Zvlaknovaci parametry byly nastaveny tak,
aby ve vysledném kompozitu bylo zastoupeno stejné mnoZstvi suSiny jak PVA, tak

PCL, tedy hmotnostné 1:1.

2.2.3. Priprava hydrogell

Prvotné byly provedeny testy utvareni hydrogel z Zelatiny z kizi
studenovodnich ryb a PVA v dH20 aive smési dH20/ethanol v hmotnostnim poméru
8 : 2. Ethanol mél v roztoku slouZit ke sniZeni povrchového napéti kapaliny
kolektoru, ¢imz by bylo umoZnéno snazsi noteni vlaken v pribéhu procesu
elektrostatického zvlakiniovani. AvSak u roztokl s ethanolem nebylo mozné dale
vhodné tvorit hydrogel pomoci fyzikalniho sitovani zménami teplot. Nasledné tedy
byly vSechny hydrogely pripravovany pouze s vodou pomoci fyzikalniho sitovani
metodou freeze-thaw, tedy opakované zmraZeni a rozmraZeni. To spocivalo
v umisténi do mrazaku s teplotou -20 °C, kde byly vzorky ponechany po dobu
20 hodin. Po uplynuti této doby byl vzorek vyndan a umistén do laboratorni vitriny
s okolni teplotou laboratore, tedy priblizné 20 °C. V této vitriné byl vzorek umistén
po dobu 4 hodin a nasledné byl umistén nazpét do mrazaku - tedy cyklus 20 h pri
-20 °C a 4 h pri 20 °C. Tento postup byl opakovan cCtyrikrat, byly tedy provedeny
Ctyri cykly. Zminény pocet cykll byl zvolen na zakladé inspirace v praci [17] a na
zakladé pétidenniho pracovniho cyklu. Fotografie z priibéhu téchto pokust jsou

uvedeny na obrazku 24.
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Obradzek 24 Fotografie z prvotniho experimentu; vzorky po fyzikdlnim sitovdni freeze-thaw (Ctyri cykly) tésné po
poslednim vyjmuti z mrazdku v 24 jamkové desticce (vlevo) a fotografie findlnich vzorki kombinace PVA hydrogelu
a PCL vidken, a pouze PVA hydrogelu po ctyrech cyklech freeze-thaw v 96 jamkové desticce, a tydennim suseni za
laboratornich podminek (vpravo)

V pracich nékterych autord je uvadéno, Ze ¢im vyssi pocet freeze-thaw cyKl,
tim vice miZze dojit u hydrogelu ke zménam morfologie, jeho mechanickych
vlastnosti a stability (rozpustnosti ve vodé). Cim vy3si pocet freeze-thaw cykld, tim
vice je vysledny hydrogel zesitovan. Proto byly zkoumany zmény i pfi jednom, dvou
a trech cyklech freeze-thaw, aby mohlo na téchto vzorcich dojit k pozorovani stupné

botnani a Ubytku hmotnosti.

Vedle pouziti freeze-thaw metody byla cast vzorkd polymernich
hydrogelizujicich roztoki, bez i s primési vlaken, ponechana pro porovnani. Byla
pouze vysusSena pri okolni teploté 20 °C, které probihalo po dobu tfi tydnd, jelikoz
diive nedoslo k vysuSeni vody ze vzorku do konstantni hmotnosti. Jako dalsi
porovnavaci experiment, pro vysuseni roztoku pro tvorbu hydrogelu, bylo zvoleno
i vysuSeni v laboratorni susarné pri teploté 80 °C, které probihalo po dobu 4 hodin,

opét do konstantni hmotnosti.

Posledni fazi zpracovani hydrogelu, bylo ivodni testovani vlivu lyofilizace na
finalni podobu hydrogelu, kterému se vice vénuje kapitola 2.2.5. Pro tento
experiment byly pripraveny dva vétsi vzorky v Petriho miskach o priiméru 40 mm,

vhodnych pro lyofilizaci. Pripravenymi vzorky byly jen vodny roztok PVA a vzorek
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vodného roztoku PVA s integrovanymi PCL vlakny zvlaknénymi elektrostatickym
zvlakniovanim do kapaliny z roztoku 10 hm% PCL 80. VSechny tyto vzorky byly
nejprve podrobeny ctyfem cyklim fyzikalniho sitovani metodou freeze-thaw a
nasledné byly umistény na 24 h do hluboko mraziciho boxu s teplotou -80 °C. Odtud
byly pfeneseny do lyofilizatoru, kde byly jesté lyofilizovany pri teploté -53 °C a tlaku

0,14 mBar. Fotografie z tohoto experimentu jsou uvedeny na obrazku 25.

Obrdzek 25 Vzorky pripravené pro fyzikdlni sitovani metodou freeze-thaw a lyofilizaci v Petriho miskdch (vlevo)
a vzorky po sitovani metodou freeze-thaw, lyofilizaci a vysuseni (vpravo)

2.2.4. Elektronova skenovaci mikroskopie

Pro snimani vyrobenych vlakennych struktur a povrchii hydrogela Cci
vyrobenych kompozitli bylo uZzito skenovaciho elektronového mikroskopu Vega 3
(TESCAN Brno, Brno, Ceska republika). Vzorky, zkoumané touto metodou, neni
tfeba nijak upravovat. Jedinym limitem je velikost komory, do které se vzorek musi
vejit. Na druhé strané je ovSem nutné, aby byl vzorek elektricky vodivy. Pokud tomu
tak neni, je nutné vzorek pred zkoumanim povrstvit tenkou vrstvou elektricky

vodivého materialu, kterym velmi ¢asto byva zlato. [48]
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Bylo nutné pripravit rovinné vzorky vSech vyrobenych vlakennych vrstev.
Priprava vzorku spocivala v nalepeni na oboustrannou lepici pasku, kterd byla
nalepena na hlinikovém terciku. Zkoumany byly jak vybrané vzorky elektrostaticky
zvlaknéné pouze na hlinikovou folii, tak povrchy vysuSenych vzorkl takto
zvlaknénych do hydrogelu a samotnych hydrogelli. U druhych zminénych byla
zkoumana jak strana vldken dopadajicich do hydrogelu, tak strana dopadajici na jiz
vytvoreny ,polstar“ z drive dopadlych vlaken. Jakmile byly terc¢iky se vzorky
pripraveny, byly vloZeny do piistroje Quorum Q150 (Quorum, East Sussex, Velka
Britanie), kde doslo k jejich povrstveni kovem, tedy zlatem v tloustce 7 nm. Na
obrazku 26 je k vidéni pozlaceny terc¢ik se vzorky v komote skenovaciho

elektronového mikroskopu pri minimalnim zvétSeni.

SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 20 x VEGA3 TESCAN
WD: 15.06 mm

BioE TUL

Obradzek 26 Tercik s pozlacenymi vzorky v komore skenovaciho elektronového mikroskopu, meritko 2 mm

2.2.5. Lyofilizace
Lyofilizace je zaloZena na principu sublimace vody, tedy jevu, kdy dochazi ke

zméné vody z pevného skupenstvi rovnou na paru. Lyofilizovany vzorek je nejprve
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nutné zmrazit a nasledné vlozit do vakua. Sublimace ledu je zplisobena tlakovym
rozdilem mezi tlakem pary v ledu a parcidlnim tlakem vody v komofte. Samotny
proces suSeni mrazem poté sestava z jednotlivych fazi, tedy mrazeni, primarni
suSeni, a sekundarni suSeni. Nejdiilezitéjsi faze je uz z podstaty lyofilizace mrazeni.
Béhem néj jsou formovany vysledné mikrostruktury, diky kterym je nasledné
ovliviiovana kvalita celého vysledku a rychlost jak primarniho, tak sekundarniho
suSeni. Ochlazovani je voleno v rozmezi od 0,5 °C/min a 1 °C/min, kdy vlivem
rychlejSiho ochlazeni dochazi k formovani rovnomeérnych struktur ledu s jeho
stfedni plochou. Po mraZeni je aplikovana faze primarniho suSeni, béhem kterého je
vzorek vystaven teplu nebo zméné tlaku, aby mohlo dojit k sublimaci vytvorenych
ledovych krystalkli z predchozi faze, které musi byt dodavano po celou dobu
primarniho suSeni. JelikoZ je v této fazi vzorek umistén ve vakuu, je diky tomu
usnadnéna migrace vodni pary z ledovych krystali. Béhem zmény dochazi
k preméné struktury vzorku ze zmrzlé na porézni. Po primarnim suSeni musi prijit
na radu suSeni sekundarni. Zde dochazi k odstranéni zbytkové vody, ktera nestihla
byt zmrazZena, a tak je odstraniovana desorpci z kapalné faze. Diky sekundarnimu
suSenti je tedy zajiSténa optimalni vlhkost vysledného vzorku, a to pod 1 %. [49]
Lyofilizace probihala v pristroji FreeZone 2.5 (Labconco Corporation, Kansas City,

USA). Schéma celého procesu je uvedeno na obrazku 27.

Cyklus lyofilizace
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Obrdzek 27 Schematicky graf prikladu procesu lyofilizace; prevzato z [49], upraveno
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Mrazem byly v ramci této diplomové prace vysuSeny dva vybrané finalni
vzorky, jak bylo uvedeno v kapitole 2.2.3. Jeden byl kompozitem vlaken PCL a PVA
hydrogelu, druhy pouze hydrogel z PVA. Proces lyofilizace probihal za minimalni
teploty -53 °C a tlaku 0,14 mBar po dobu 24 h.

2.2.6. Metoda DSC

Pri této metodé jsou zkoumany tepelné vlastnosti vzorku, ktery je vystaven
plisobeni tepla. Cely princip méfeni spocivd v umisténi vzorku do hlinikové
panvicky, ktera je spolu s referennim vzorkem, umisténa na vahu do zahrivaci pece.
Zde dochazi k ohfevu ¢i chlazeni obou vzorkl definovanou rychlosti a veSkeré
fazové zmény, ke kterym dojde, jsou porovnavany praveé s referenCnim vzorkem. Pri
téchto fazovych preménach nasledné dochazi k prenosu energie, diky niz dojde i ke
zméné v hmotnosti vzorku a ta je nasledné zanesena do grafu. Timto zpiisobem je
mozné dojit k vyhodnoceni teploty tani a skelného prechodu, teploty degradace,
tepelné kapacity, a rliznych stupni Kkrystalinity. Tato metoda je pouZivana pro
studium fazovych prechodl a testovani kvality polymernich materidlt. Je vSak
mozné sledovat napiiklad kinetiku chemickych reakci, tepelnou vodivost nékterych
materialli nebo postup vytvrzovani pryskyiic. Veskera méreni probihaji v inertni
atmosfére pri teplotdch mezi -100 °C a 650 °C. [50] Pro provedeni DSC testu byl
zvolen pristroj DSC 1/700 (Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA).

2.2.7. IR spektrofotometrie

Jednd se o analytickou metodu, ktera je pouzivdna jak v organické, tak
anorganické chemii, kde je uplatiiovdna pro identifikaci rtiznych smési a zisku
informaci o molekularnich strukturach zkoumanych latek. Tato metoda je zaloZena
na vibraci atoml v molekulach disledkem ptsobeni infracerveného zareni, diky
kterym je umoZnéna absorpce dané vinové délky zareni. Tento jev je moZné
zaznamenat pomoci spektrofotometru, jehoZ vystupem je infracervené spektrum.
Timto spektrem je piesné popsano sloZeni a struktura zkoumané latky. [51] Cast
vzorku byla umisténa na diamantovy krystal a podrobena IR zareni v pristroji

NicoletiZ10 (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA).

2.2.8. Hodnoceni ubytku hmotnosti a stupné botnani
Jakmile byly vybrané vytvorené vzorky vysuSeny, doslo K jejich smaceni ve

vybrané kapaliné po urcitou dobu za teploty 37 °C v inkubatoru, a nasledné byly
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podrobeny zkoumani ubytku hmotnosti. Ten je spojovan se schopnosti hydrogelu
udrzet kapalinu a svou stavbu i po botnani v kapaliné zaloZené na vodném prostiedi.
Kazdy vysuseny vzorek byl nejprve zvazen, poté vloZzen do mikrozkumavky typu
Eppendorf, nasledné doplnén 1 ml roztoku PBS, a inkubovan po stanovenou dobu
pti 37 °C. Po inkubaci byl vysuSen od piebyte¢ného roztoku ulpivajiciho na povrchu
vzorku, pomoci filtra¢niho papiru, aby mohlo dojit k opétovnému zvazeni, a poté byl
umistén do susarny a susen az do konstantni hmotnosti. Po suSeni byl vzorek opét
zvazen, hodnota byla zanesena do tabulky, a nadsledné mohlo dojit k vypoctu dle

vzorcu

Ms—Mg

botnani hydrogelu = g 100 [%] (1)

kde Ms - nabotnaly hydrogel, M4 - vysuSeny hydrogel,

ubytek hmotnosti = % * 100 [%] (2)

d
kde Mi - pocatecni suchy stav, Md — hmotnost po opétovném vysuseni.

Pro testovani stupné botnani a Ubytku hmotnosti byl, s ohledem na cil pouziti
téchto materidlu v medicinskych aplikacich, pouzit roztok PBS jako jednoduché
prostredi napodobujici in-vitro testovani. Jisté by bylo vhodné pouziti primo

kultiva¢niho média, to ovSem z dlivodu jeho vyssi ceny nebylo mozné.

2.2.9. Testovani cytotoxicity

Méreni cytotoxicity bylo provedeno na trech vzorcich, a to fyzikalné
zesitovaném PVA metodou freeze-thaw 4 cykly, fyzikalné zesitovaném PVA s PCL
vlakny metodou freeze-thaw 4 cykly, a nakonec pouze na PCL vlaknech zvlaknénych
na hlinikovou folii bez dalSich dprav. Nejprve bylo nutné ptipravit vSechny
materialy a potrebné roztoky, v ¢emZ bylo hlavné zahrnuto sterilizovani vSech

vstupnich vzorkd pomoci ethylenoxidu, viz obrazek 28.
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Obradzek 28 Vzorky pripravené na sterilizaci ethylenoxidem, zleva: elektrostaticky zviaknénd PCL vidkna jednotlivé
umisténa v mikrozkumavkdch; vysusené vzorky PVA hydrogelu a vysusené vzorky elektrostaticky zvlaknénych PCL
vldken do roztoku PVA

Nasledné mohlo dojit k pripravé kultivacniho média, jehoz 200 ml bylo
sloZzeno ze 176 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Engle’s Medium) High Glucose, 20 ml
inaktivovaného fetalniho bovinniho séra v 10% koncentraci, 2 ml ATB v 1%
koncentraci a 2 ml glutaminu téZ v 1% koncentraci. Dal§im potfebnym roztokem byl
jiz difive zminény fosfatovy pufr PBS. Ten byl pouzit k oplachovani bunécné
suspenze od pirebytecného média. Na 1 1 pufru bylo spotiebovano 800 ml dH20, 8 g
NaCl, 0,2 g KCl, 3,63 g NazHPO4 * 12H20 a 0,24 g KH2PO4. Po smiseni bylo nutné
upravit pH na hodnotu 7,4 pomoci HCI a nasledné doslo k doplnéni do 1 1 dH20.

Poté mohlo byt pristoupeno k pripravé bunécnych linii, které musely byt
nejdiive rozmrazeny z kryogenniho stavu, aby mohly byt nasledné preneseny do
pripraveného kultiva¢niho média. V tomto médiu musely byt tfikrat pasaZovany,
aby doslo k nastartovani jejich prirozeného metabolismu a uvolnéni stresu bunék.
Ke kultivaci bunék byl pouzit COz inkubator pti 37 °C, kde byly umistény ve
specialnim sterilnim plastiku. Pfed jednotlivymi pasaZemi bylo nutné zkontrolovat
morfologii bunék pod optickym mikroskopem a odhadnout procentualni konfluenci
- idealné by méla byt mezi 70 a 90 %. Pro dalSi prace bylo nutné mit predehraté
kultiva¢ni médium, PBS a trypsin na teplotu 37 °C. VSechny takto pripravené roztoky

byly premistény do flowboxu, kde mohlo dojit k odsati média z bunék adherovanych
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v kultivacni 1ahvi, naslednému oplachnuti pomoci 2 ml PBS a jeho opétovnému
odsati. Nasledné bylo k burikdm pridano 1,5 ml trypsinu, aby doSlo k oddéleni bunék
od plastiku a shlukii samotnych bunék. Takto ptipravené burnky byly 5 minut
inkubovany pri 37 °C v CO:2 inkubatoru. Poté bylo k builkdm priddno 3 ml
kultiva¢niho média, provedeno prepipetovani k rozbiti piipadnych vzniklych
bunécnych shluki a cela suspenze byla prenesena do sterilniho flakonu. Po tomto
ukonu mohlo dojit k odebrani 10 pl bunécné suspenze, ke které bylo pridano 10 pl
tropanové modri, ¢imZ doslo k obarveni bunék. Nasledné bylo moZné pozorovat
buiiky pod mikroskopem s rozliSenim mrtvych - syté modrych, a Zivych - velmi
slabé modrych, bunék. Poté mohlo dojit ke stanoveni poctu bunék pomoci
Biirkerovy komtrky a naslednému nairedéni bunécné suspenze kultivacnim médiem

na pozadovanou koncentraci bunék.

Findlnim krokem uZ tedy kone¢né mohlo byt samotné méreni cytotoxicity.
Béhem prvniho dne byla pripravend bunécna suspenze o koncentraci 1*10%
bunék/100 pl (1*10° bunék/1 ml) rozpipetovana do 96 jamkové mikrotitracni
desticky, kdy do kazdé jamky bylo ptidano 100 pl buné¢né suspenze. BEhem toho
byl ptipraven vyluh ve 48 jamkové mikrotitracni desti¢ce, kam byly umistény
zkoumané vzorky a nasledné zality 500 pl kultivacniho média DMEM. Takto
pripravovany vyluh je zobrazen na obrazku 29. Mikrotitra¢ni desti¢ky pripravené
timto zptsobem byly inkubovany v COz inkubatoru pfi teploté 37 °C po dobu 24
hodin.

Obrdzek 29 Pripravovany vyluh ze zkoumanych pripravenych vzorkd
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Nasledujici den mohlo dojit k opatrnému odsati média z 96 jamkovych
desticek, kde jiZz okometricky byly vidét naadherované buitiky. Do jednotlivych
jamek bylo pripipetovano 100 pl vyluhu z jednotlivych materiali. Jednalo se
o médium, v kterém byly vzorky vyluhovany. To bylo odsato, a ptidano k burikkdm,
viz obrazek 30. Takto pripravené buiiky s vyluhem byly opét inkubovany po dobu
24 hodin. Spolu s buiikami s vyluhem z testovanych vzorkd, byly pripraveny dalsi
dvé série vzorki a to jako pozitivni (PC) a negativni (NC) kontrola. V 96 jamkové
desticce tedy byla jeSté PC - 1% roztok Tritonu (povrchové aktivni latka) v médiu,

vers

médium, které je pro dané buriky optimalni a oekava se tedy, Ze bunécna aktivita

bude nejlepsi.

Obradzek 30 Pripipetovdni vyluhu ze vzork( k burikém (2. den testovdni cytotoxicity)

Treti den jiZ doSlo k ptipravé 10% roztoku CCK-8 pro stanoveni metabolické
odezvy bunék v jednotlivych jamkach. Bylo nutné nejprve odsat opatrné médium
z kazdé jamky, aby nasledné mohlo dojit k napipetovani 100 pl 10% roztoku CCK-8
a nasledné inkubaci po dobu 3 hodin v CO2 inkubatoru pti 37 °C. Po uplynuti této
doby bylo mozZné provést spektrofotometrické vyhodnoceni pti vinové délce
450 nm, kde byla zkoumana absorbance vzorky v jednotlivych jamkach. Tato data
mohla byt nasledné statisticky vyhodnocena. Desticky s pripravenymi vzorky pro

tuto analyzu jsou zobrazeny na obrazku 31.
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Obrdzek 31 Desticka s neziedénymi (vlevo) a ziedénymi (vpravo) vzorky pro spektrofotometrickou analyzu; shora
PC — pozitivni kontrola, NC — negativni kontrola, a tfi fady testovanych vyluhi ze vzorki: PVA — hydrogel z roztoku
PVA po fyzikdlni metodé sitovdni freeze-thaw ve Ctyrech cyklech; PVA+PCL — elektrostaticky zvlidknénd PCL vldkna do
PVA roztoku s ndslednym fyzikdlnim sitovdanim metodou freeze-thaw ve ctyrech cyklech; PCL — samotné
elektrostaticky zvidknéné PCL

V ramci testovani bunécné viability pomoci kolorimetrického testu CCK-8,
byly buiiky adherované na dné mikrotitracnich jamek nasledné zafixovany
a obarveny fluorescen¢nimi barvami Phaloidin-FITC (Sigma Aldrich) a DAPI (Sigma
Aldrich). Nasledné byla provedena morfologickd analyza bunék v jednotlivych

jamkach pomoci fluorescencni mikroskopie.

Jednotlivé jamky byly 2x oplachnuty roztokem PBS, od roztoku pouzitého pro
metabolické testovani, a nasledné byly buiiky adherované na dné jamek fixovany
pomoci roztoku 2,5% glutaraldehydu (Sigma Aldrich) v PBS po dobu 10 minut. Poté
byly jamky opét oplachnuty roztokem PBS a byl piidan roztok 0,1 % Tritonu X-100
(Sigma Aldrich) v 0,1% BSA (hovézi sérovy albumin, Sigma Aldrich) v PBS po dobu
10 minut, ktery byl pouzit pro imobilizaci buné¢tné membrany. Buiiky byly nasledné
barveny roztokem phalloidin-FITC (aktinovd vlakna v cytoplazmé v zeleném

spektru) po dobu 30 minut a poté DAPI (barvi dvousroubovici DNA v UV spektru)
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po dobu 10 minut ve tmé. Poté byly jamky oplachnuty a zality roztokem PBS

a skladovany v lednici pri 4°C.

Jednotlivé jamky s obarvenymi bunkami byly analyzovany pod
fluorescennim mikroskopem Nikon Eclipse Ti (Nikon Instruments Inc, Melville,
New York, USA). Nasledné byly snimky mezi sebou porovnany a byla sledovana

morfologie bunék v jednotlivych jamkach.

2.2.10. Méreni povrchového napéti

Pro vSechny pouZité materidly bylo experimentdlné zméreno povrchové
napéti. To probihalo prenosnym tenziometrem PocketDyne (Kriiss, Hamburg,
Némecko). Jeho méreni probiha metodou stanoveni maximalniho tlaku v bublince,
a to za normalnich laboratornich podminek pri teploté 24 °C. Provedeno bylo

méreni pomoci 10 bublinek, z kterych byla nasledné stanovena priimérna hodnota.

2.2.11. Méfeni viskozity

Viskozita byla méfena pomoci rotacniho viskozimetru Fungilab Alpha series
(Fungilab Inc., New York, USA). Do tohoto ptistroje byly vloZeny mérici sondy L3
a L4, a nasledné mohlo méreni probéhnout. Tyto sondy jsou voleny na zakladé
predpokladané viskozity méreného roztoku. Pokud neni moZné jeho viskozitu

vvvvv

roztoky.

2.2.12. Méfeni elektrické vodivosti

Pro zajiSténi optimdalnich zvlaknovacich podminek byla experimentalné
zjiSténa elektrickd vodivost pouZitého hydrogelu, tedy PVA. Tato veli¢ina byla
meéfena pomoci laboratorniho pristroje Eutech Instruments Con 510 (Eutech
Instruments Pte Ltd, Singapur, Singapur). Méreni spocivalo v zanofeni mérici sondy

do roztoku a probihalo pri laboratorni teploté 22 °C.
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3. Vysledky méfeni a diskuze

V této kapitole jsou uvedeny a popsany veSkeré zkoumané vlivy pro
kombinaci hydrogelu a elektrostaticky zvlaknénych vlaken, spolu se statistickymi
udaji a grafy. Chronologicky je zde uvedena prace, kterd vedla k rozhodnuti, s jakymi

materialy a nastavenim pracovat.

3.1. Zvlaknovani na hlinikovou folii

Aby mohlo dojit k pocatecnimu porovnani vznikajicich vldken, bylo nutné
vybrané polymerni roztoky PCL zvlaknit na hlinikovou folii, kde je moZné nasledné
vlakna velmi dobre pozorovat. Jako prvni byl testovan vzorek PCL 45 16 hm%
v rozpoustédlovém systému chloroform:ethanol 8 : 2 hmotnostné, ktery bohuzel
vykazoval tvorbu velkého mnozZstvi kulicek jako defekti ve vldkenné strukture.
Nasledné tedy byl zvolen PCL 45 20 hm%, téZ v rozpousStédlovém systému
chloroform:ethanol 8 : 2 hmotnostné, v kterém uzZ tvorba kulicek témér zcela

vymizela, ob¢as ovSem dochazelo k defektiim na vldknech.

Nasledné byl tedy zvolen polykaprolakton o molekulové hmotnosti
80 000 g/mol, 10 hm% v rozpousStédlovém systému chloroform:ethanol
8 : 2 hmotnostné. Vrstvy z tohoto polymeru vykazovaly nejuniformnéjsi vlakna
a zadné kapkovité defekty. Dalsi viyhodou PCL s vyssi molekulovou hmotnosti je fakt,
ze diky pravé vyssi molekulové hmotnosti maji vznikajici vlakna vétSi primeér
a s nim i vy$${ hmotnost, a mélo by snaze dochazet k noteni vlaken do kapaliny
pomoci vétsi tihové sily, ktera prekona vztlakovou silu kapaliny. SEM snimek tohoto
vybraného materidlu je zobrazen na obrazku 32, 95 % interval spolehlivosti
[0,726; 0,800] um. VSechny histogramy, které jsou vyhodnocenim téchto vrstev, jsou

obsaZeny v priloze 2.
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VEGA3 TESCAN

BioE TUL

Obrdzek 32 SEM snimek PCL 80, 10 hm%, elektrostaticky zvlaknény vzorek z jehly na hlinikovou folii; mérfitko 10 um,
stfedni hodnota praméru vidken 0,763 um
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3.2. Zvlaknovani do ethanolu

Aby dosSlo ke kompletnimu porovnani, tedy aby bylo zrejmé chovani
elektrostaticky zvlaknénych vldken z vybrané trojice roztokli polykaprolaktonu
nejen na pevném rovinném kolektoru, ale i v kapalném prostredi, bylo provedeno
elektrostatické zvlaknéni do ethanolu. Ethanol byl vybran na zakladé nizkého
povrchového napéti (tedy 22,32 mN/m [52]), diky které dochazi k noteni vldken
u vSech vybranych polykaprolaktond, které maji povrchové napéti 30,8 mN/m [53].
Prvnim testovanym polymerem byl opét PCL 45 16 hm%, rozpoustédlovy systém
chloroform:ethanol 8 : 2 hmotnostné. Jak tomu bylo i pfi zvlakniovani na pevny
kolektor, i zde dochazelo ke tvorbé spiSe kulickovitych defektii, nez vlaken, jak je
mozné vidét na obrazku 33. Vznikajici vlakna byla v 95% intervalu spolehlivosti

[0,392; 0,507] pm.

SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 500 x VEGA3 TESCAN

BioE TUL

Obrdzek 33 SEM snimek PCL 45, 16 hm%, do ethanolu, jasné zretelny vznik kulickovitych defektd; méritko 100 um,
stfedni hodnota praméru vidken 0,449 um
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Nasledné byl opét testovan PCL o stejné molekulové hmotnosti, pouze ve
vysS8i koncentraci, tedy 20 hm% v rozpoustédlovém systému chloroform:ethanol
8 : 2 hmotnostné. Diky zvySeni koncentrace roztoku opét doslo k vyraznému sniZeni
tvorby kulickovitych defektli, zde snad jeSté vyraznéji, nez tomu bylo u pevného
kolektoru. Oproti tomu dochazelo k defektiim na vldknech, tak jak je mozné vidét na
obrazku 34. Vysledna elektrostaticky zvlaknéna vrstva je zobrazena na obrazku 35,

vysledna vlakna byla s 95% spolehlivosti v intervalu [1,507; 2,063] pm.

Obrdzek 34 Defekty vlaken pri elektrostatickém zvlakriovani PCL 45 20 hm% do ethanolu; méritka 10 um
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SEMHV: 15.0kV | SEM MAG: 1.00 kx | | VEGA3 TESCAN
WD: 1240 mm | :
BioE TUL

Obrazek 35 SEM snimek PCL 45, 20 hm%, do ethanolu; méritko 50 um, stredni hodnota priimeéru vidken 1,784 um

58



Poslednim zkoumanym polymerem byl tedy opét zvolen polykaprolakton
s molekulovou hmotnosti 80 000 g/mol, v rozpousStédlovém systému
chloroform:ethanol 8 : 2 hmotnostné. Nyni jiZ nebylo dosaZeno vysoké uniformity
dopadajicich vlaken, avSak nastal velice zajimavy tkaz formovani spiralek. Tento
ukaz vznika na zakladé narazu jesté ne zcela ztuhlych vlaken o hladinu kolektoru,
tak jak je popisovano v [54]. Tyto vznikajici utvary a kompletni SEM snimek vrstvy
jsou uvedeny na obrazku 36, vznikajici vlakna byla v 95% intervalu spolehlivosti
[2,124; 2,369] um. Na zakladé téchto experimenti byl tedy zvolen polykaprolakton
o molekulové hmotnosti 80 000 g/mol jako vychozi pouzity polymer pro

elektrostatické zvlakinovani. VSechny histogramy vlaken jsou uvedeny v priloze 2.

SEM HV: 15.0‘kV SEM MAG: 1.00 kx | VEGAS TESCAN

| WD: 14.87 mm Det:SE |

BioE TUL

Obrdzek 36 SEM snimek PCL 80, 10 hm%, do ethanolu, zajimavé vznikajici spirdlky; méeritko 50 um, stfedni hodnota
pruméru vidken 2,246 um
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Aby byl vidét rozdil mezi elektrostatickym zvlaknovanim na pevny rovinny
kolektor a elektrostatickym zvlaknovanim na nebo do kapaliny, jsou na obrazku 37
porovnany SEM snimky takto zvlaknénych vlakenny vrstev z PCL 80 pti vzdalenosti
elektrod 65 mm. Na snimcich je zietelny rozdil v morfologii vyslednych vrstev, kdy
elektrostaticky zvlaknéna vrstva na rovinny kolektor vykazuje ,slévani“ vlaken a
vysledna vrstva je spis$ filmového charakteru, kdeZto vlakenna vrstva v ethanolu

vykazuje mnohem nadychanéjsi strukturu a osamocena vlakna.

o L ) i -
S HV: 15.0 kV SEM MAG: | VEGA3 TESCAN M HV: 15.0 kV S MAG: 5.00 kx | I ] VEGA3 TESCAN|
WD: 12.78 mm Det: SE WD: 14.69 mm Det: SE
BioE TUL BioE TUL

Obradzek 37 Porovndni elektrostaticky zviaknénych PCL vidken na pevny rovinny kolektor (vlevo) a elektrostaticky
zvldknénych vidken do ethanolu (vpravo) pri vzddlenosti elektrod 65 mm,; méritka 10 um

3.3. Volba vzdalenosti elektrod

Jakmile bylo rozhodnuto, jaky polymer bude pouzit, bylo nutné zjistit jeden
ze zasadnich parametrti, a to vzdalenost zvlaknovacich elektrod, tedy kladné nabité
jehly a zaporné nabitého kolektoru. Tento experiment byl provadén pouze s PCL
o molekulové hmotnosti 80 000 g/mol, 10 hm% v rozpoustédlovém systému
chloroform:ethanol 8 : 2 hmotnostné, na zakladé predchozich experimenti. Na
obrazku 38 je zobrazena vrstva elektrostaticky zvlaknéna ve vzdalenosti 65 mm,
a vykazuje mnohem vyssi tvorbu spiralek nez tataz vrstva ve vzdalenosti 165 mm,
vznikajici vlakna s 95% spolehlivosti v intervalu [2,124; 2,369] um. To je zplisobeno
nedostatkem casu pro odpareni rozpoustédla, tim padem vldkna dopadaji
i s rozpoustédlem, které napomaha noreni vldken, avSak poté dojde k jeho

vyprchani. Obé vzdalenosti jsou porovnany na obrazku 39 a 40.
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SEM HV:15.0kV | SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 1469 mm | Det: SE ' 50 ym

BioE TUL

Obrdzek 38 SEM snimek PCL 80, 10 hm%, vzddlenost elektrod 65 mm; méritko 50 um, stredni hodnota priméru
vidken 2,246 um
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SEMHV:15.0kV | SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 12.71 mm Det: SE 10 pm 'WD: 12.84 mm Det: SE 10 pm
BioE TUL BioE TUL

Obrazek 39 Porovndni vzddlenosti elektrod pro PCL 80, 10 hm%, vlevo 65 mm, vpravo 165 mm, na hlinikovou folii;
meéritka 10 um

SEM MAG: 5.00 kx | | VEGAS TESCAN. SEM HV: 15.0 kV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAi‘l
WD: 14.69 mm | Det: SE 10 pm WD: 14.87 mm | Det: SE
BioE TUL | BIoE TUL

Obrdzek 40 Porovndni vzddlenosti elektrod pro PCL 80, 10 hm%, vlevo 65 mm, vpravo 165 mm, do ethanolu; méritka
10 um

Z ptredchozich obrazkii (obrazek 39 a 40) je patrné, Ze pii mensi vzdalenosti
dochazelo ke vzniku vétsiho poctu spiralek, tak jak bylo predpokladano z teorie
odparovani rozpoustédla. Navic, jak je moZné presvédcit se na obrazku 39, pii nizsi
vzdalenosti elektrod dochazelo ke ,slévani“ vznikajicich vlaken, coz bylo
zapric¢inéno zbytkovym rozpoustédlovym systémem pii dopadu na kolektor. Na
zakladé tohoto experimentu bylo, s ohledem na interakci bunék s vyslednym

kompozitem, zvoleno testovani cytotoxicity, aby bylo potvrzeno odpareni veskerych
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zbytkd rozpoustédel z vyslednych kompozitd. Pri niz$i vzdalenosti elektrod
probihal cely proces elektrostatického zvlaknovani jistéji, nez pti jejich vétsi
vzdalenosti, proto byla zvolena vzdalenost krat$i. Na grafu 1 jsou zaznamenany
sttedni hodnoty primeérd vladken testovanych polymernich roztokl. Vsechny

histogramy jsou uvedeny v priloze 2.

Stfedni hodnoty priiméru vldken

2,5

1,5
0 - I '
0

PCL80 10% PCL8010% PCL4516% PCL4520% PCL4520% PCL8010% PCL80 10%

Pramér [um]
[ N

w

65 mm 165 mm 165 mm 65 mm 165 mm 65mm 165mm
hlinikova hlinikova ethanol ethanol ethanol ethanol ethanol
folie folie

Graf 1 Stredni hodnoty praméru vidken z riznych polymernich roztoki a kolektort; chybové usecky vyjadruji 95%
interval spolehlivosti

Z grafu 1 je mozZné si vSimnout, Ze nedochazi k vyrazné zméné priméri
vldken v pripadé PCL 80 jak se zménou kolektoru, tak se zménou vzdalenosti
elektrod. Naopak je zirejmé a oCekavané, Ze s naruistajici koncentraci nebo viskozitou

(viz graf 11 v kapitole 3.7) se priiméry vlaken zvysuji.

3.4. Volba polymeru pro hydrogel

JelikoZ byla vize vysledného produktu jasné definovana, bylo nutné vybirat
z polymerli biokompatibilnich. Podle predchoziho kritéria byl vybran
polyvinylalkohol a Zelatina z kiZi studenovodnich ryb. Béhem prvotnich testi
s elektrostatickym zvlaknovanim do téchto polymeri bylo zjisténo, Ze Zelatinu z kiizi
studenovodnich ryb je mozné sitovat pouze chemickou cestou. Z tohoto divodu
bylo od Zelatinového polymeru odstoupeno. Nasledné byl tedy vybran
polyvinylalkohol, ktery byl vZdy fyzikdlné sitovan metodou freeze-thaw. DalSim
problémem byl fakt, Ze polymer, ktery byl rozpustén v rozpoustédlovém systému

dH20:ethanol 8 : 2 hmotnostné, nikdy dostatecné nevyschl, coz bylo zapricinéno
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praveé pritomnosti ethanolu ve smési, jelikoZ s jeho nartstajicim podilem klesa bod
tuhnuti celého systému. Jakmile byl tentyZ polymer pripraven rozpusténim pouze v
destilované vodé, vysledny produkt vzdy vyschl bezproblémové. Vyslednym
pouzivanym polymerem byl tedy zvolen polyvinylalkohol, rozpustén pouze v
destilované vodé, a nasledné fyzikalné sitovan pomoci metody freeze-thaw, jak je

popsano vyse v kapitole 2.2.3.

3.5. Povrchovéa morfologie vzork(

Charakter lyofilizovanych vzorkd nedovoluje vyuZiti celkového zobrazeni ani
optickym ani rastrovacim elektronovym mikroskopem. Snimky z optického
mikroskopu neptinaseji, diky malé hloubce ostrosti, relevantni informace.
Rastrovaci elektronovy mikroskop pak, z podstaty fungovani, zobrazuje zejména
povrch vzorkil. Tomuto studiu nebyla vénovana priliSnd pozornost, avSak povrchy
vzorkl kombinujicich vlakna a hydrogel po vysuSeni, jsou uvedeny na obrazku 41.
Hrubost vzorki je zvySovana pridavkem vlaken, ktera jsou v povrchové vrstvé sice

smocena, ale néktera z nich vystupuji nad povrch hydrogelu.

Proces lyofilizace ukazuje na mozZnost tvorby porézni struktury. V riznych
oblastech vzorku byly pozorovany riizné formované poéry riiznych velikosti. Pri
mensich zvétSenich jsou dokonce patrna urcitd smérovani péri. Proces lyofilizace
takovéhoto materidlu byl zde jen orienta¢né pouzit a ukazuje, Ze je nutné proces
lyofilizace a jeho nastaveni hloubéji analyzovat, aby bylo mozné opakovatelné
vytvaret predvidatelné ¢i rizené morfologie vzorkli v celém objemu a povrchu
vzorku. Na obrazku 42 je poté zobrazen SEM snimek lomu a povrchu lyofilizovaného
vyrobeného kompozitu elektrostaticky zvlaknénych PCL vlaken do hydrogelniho
PVA roztoku, ktery naznacuje pritomnost vlaken ve vzorku, a také urcitou porozitu

tohoto lyofilizovaného materialu.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 100 x | i v VEGA3 TESCAN
WD: 11.70 mm Det: SE 500 pm
BioE TUL
s

SEM HV 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 x VEGA3 TESCAN|

WD: 11.70 mm Det: SE 10 ym WD: 11.74 mm | Det: SE 100 pm
BioE TUL BioE TUL

SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|

WD: 11.74 mm Det: SE
BioE TUL

Obrdzek 41 SEM snimky lyofilizovaného PVA hydrogelu; méfitka shora zleva 500 um, 50 um, 10 um, 100 um a 10 um
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00.kx | VEGA3 TESCAN
WD: 12.28 mm Det: SE

BioE TUL
o y

SEMHV:200KV  SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN SEM HV:200KV  SEMMAG: 250 kx | VEGA3 TESCA
WO: 11.69 mm. Det: SE 10 pm WD: 10.61 mm Det: SE 20
BioE TUL BloE TUL

Obradzek 42 SEM snimek lomu (nahore a vpravo dole) a povrchu (vlevo dole) vyrobeného lyofilizovaného kompozitu z
elektrostaticky zvidknénych PCL vidken do hydrogelniho PVA roztoku; méritka 50 um, 10 um, 20 um

3.6. Testovani vlastnosti kompozitu

Jakmile byl vybran polymer pro elektrostatické zvladkiniovani, polymer pro
hydrogel, a kompletné odladéné nastaveni celého vyrobniho procesu, mohlo dojit
k vyrobé finalniho kompozitu. Ten byl sloZen z elektrostaticky zvlaknénych vlaken
z 10 hm% polymerniho roztoku PCL 80 do vodného roztoku PVA ze vzdalenosti
65 mm, ktery byl vidy porovnavan se vzorek pouze PVA bez vlaken. Fyzikalni
sitovani roztokt PVA pak bylo vZdy provedeno metodou freeze-thaw (cyklus 20 h
pri-20°Ca 4 h pri 20 °C). Vysledky provedenych testovani téchto finalné zvolenych
vzorki jsou zaznamenany déle.
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3.6.1. Stupen botnani

Botnani neboli stupenn botnani (degree of swelling), probihalo dle popisu
v kapitole 2.2.8. Pro velky pocet vzorkli bylo moZzné testovat vzidy pouze jeden
vzorek, tudiZ jsou uvedené vysledky pouze orientacni. Jedinymi vzorky, u kterych
mohlo byt provedeno zakladni statistické hodnoceni, jsou testy pocti freeze-thaw

cykll na proces botnani a iubytek hmotnosti.

Nejprve byla provedena série testl s rliznou dobou botnani (vzorky vlozené
do mikrozkumavek a umisténé do inkubatoru, viz obrazek 43), ktera je zobrazena
v priloze 3, souhrnny graf s veSkerymi vysledky dohromady je zobrazen na grafu 2.

Vzorky testované v tomto experimentu jsou popsany v tabulce 3.

Obrdzek 43 Vzorky pripravené pro test stupné botndni a ubytku hmotnosti po urcitych ¢asovych intervalech smdceni
v PBS roztoku, pripravené a umisténé do inkubdtoru
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Tabulka 3 Vybrané vzorky testované na stupen botndni a ubytek hmotnosti

Oznaceni vzorku popis
Pouze ususené PVA pouze 3 tydny suseny PVA hydrogel pti 20 °C
PVA v susarné pouze suseny PVA hydrogel pti 80 °C
PVA 4 cykly pouze PVA hydrogel fyzikalné zesitovany metodou freeze-thaw

4 cykly (20 h pri-20°Ca 4 h pri 20 °C)

PCL v PVA pouze ususené kompozit PVA hydrogelu a elektrostaticky zvlaknénych PCL
vlaken pouze susenych po dobu 3 tydnti pii 20 °C
PCL v PVA 4 cykly kompozit PVA hydrogelu a elektrostaticky zvlaknénych PCL

vlaken fyzikalné zesitovany metodou freeze-thaw 4 cykly (20 h

pFi-20 °C a 4 h pri 20 °C)

Lyofilizované PVA fyzikalné zesitovany PVA hydrogel metodou freeze-thaw 4
cykly (20 h pri -20 °C a 4 h pti 20 °C) nasledné lyofilizovan

Lyofilizované PCL v PVA kompozit PVA hydrogelu a elektrostaticky zvlaknénych PCL
vlaken fyzikalné zesitovany metodou freeze-thaw 4 cykly (20 h

pti-20°C a4 h pri 20 °C) nasledné lyofilizovan

Pouze PCL vlakna pouze elektrostaticky zvlaknény PCL
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Graf 2 Souhrnny graf stupné botndni vsech vzorku pri vsech délkdch testovani
Na grafu 2 se pravé pro neopakovani méreni jednotlivych vzorka neprokazuji

Zadné vyrazné tendence. U vzorku obsahujictho pouze PCL vlakna se samoziejmé
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nejednd o botnani, ale spiSe o zadrZovani vody mezi jednotlivymi vlakny ptisobenim
kapilarnich sil. V grafu 2 jsou pro tuto praci diilezité hlavné vysledky pro vzorky PCL
v PVA pouze susené, PCL v PVA 4 cykly a lyofilizované PVA a PCL v PVA, proto byl
pro tyto vybrané vzorky vytvoren samostatny graf. Pro prvni dva zminéné vzorky

se jedna o graf 3 a pro zbylé se jedna o graf 4.

Botnani PVA s PCL
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Doba botnani [hod]

Stupeni botnani [%)]

W PCL v PVA pouze ususené  EPCLv PVA 4 cykly

Graf 3 Porovnadni stupné botndni vzorki PCL v PVA

Botnani lyofilizovanych vzorka
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m lyofilizované PVA  m lyofilizované PCL v PVA

Graf 4 Porovndni stupné botndni lyofilizovanych vzork
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Prvni z grafii (graf 3) je dilezity z hlediska vlivu sitovani hydrogelu na jeho
chovani ve vodé. Z grafu 3 je snadno poznat, Ze pouze usuSené PVA, tedy
nezesitované, nabira vodu mnohem snadnéji, nez zesitované PVA pomoci Ctyt cykli
freeze-thaw. To je dano pravé sloZité propletenou siti, kterd se tvori pii procesu
sitovani. Zaroven bylo timto zpiisobem testovani mozné si ovérit, Ze opravdu
k sitovani hydrogelu dochazi. Druhé dva vzorky bylo zajimavé porovnat z hlediska
plisobeni vlakennych primési pritomnych v hydrogelu. Z grafu 4 je patrné, Ze
pridanim PCL vldken do hydrogelu, nedochazi k Zddnému vyraznému ubytku

botnan{ hydrogelu.

Nasledujici graf 5 zobrazuje stupenl botnani série vzorki popsanych
v tabulce 4. VSechny testované vzorky byly testovany po trojicich, aby mohla byt
provedena alesponl zakladni statistika. Z grafu 5 je patrné, Ze hydrogel by stacilo
fyzikalné sitovat metodou freeze-thaw pouze dvakrat, pii vice cyklech jiZ nedochazi

k vyraznému naristu stupné botnani.

Tabulka 4 Popis testovanych vzork( pro stupen botndni

Oznaceni vzorku Popis vzorku
1 jen zmraZeni a rozmrazeni (20 h pri -20 °C)
2 1 cyklus fyzikalniho freeze-thaw sitovani (20 h pfti -20 °C, 4 h pti 20 °C,
20 h pri-20°QC)
3 2 cyKly fyzikalniho freeze-thaw sitovani (20 h p¥i -20 °C, 4 h pti 20 °C,
20 h pri-20 °C, 4 h pri 20 °C, 20 h pti -20 °C)
4 3 cykly fyzikalniho freeze-thaw sitovani (20 h pii -20 °C, 4 h pti 20 °C,
20 h pti-20°C, 4 h pti 20 °C, 20 h p¥i -20 °C, 4 h pti 20 °C, 20 h p¥i -20 °C)
5 4 cykly fyzikalniho freeze-thaw sitovani (20 h pti -20 °C, 4 h pri 20 °C,
20 h pri-20 °C, 4 h pri 20 °C, 20 h p¥i -20 °C, 4 h p¥i 20 °C, 20 h p¥i -20 °C,
4 h pti 20 °C, 20 h pti -20 °C)
lyo lyofilizované vzorky po 4 cyklech fyzikalniho freeze-thaw sitovani (20 h
pri-20°C, 4 h pri 20 °C, 20 h pii -20 °C, 4 h pri 20 °C, 20 h pii-20 °C, 4 h
pri 20 °C, 20 h pti -20 °C, 4 h p¥i 20 °C, 20 h pti -20 °C, 24 h p¥i -80 °C)
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Graf 5 Graf stupné botndni na vzorcich popsanych v tabulce 4

3.6.2. Ubytek hmotnosti

Dal$im sledovanym parametrem byl ibytek hmotnosti hydrogelu, kterym je
popisovana soudrznost, tedy nedestruktibilita, celého hydrogelu. Ten je Gizce spjat
s jeho botnavosti, proto i zde byl sledovan na vzorcich smac¢enych urcitou dobu. VSe
je zaznamenano na grafu 6. Na grafu je patrné, Ze v piripadé samotného hydrogelu,
dochazi k mensim ubytkiim hmotnosti, pokud byl hydrogel zesitovan. Jesté mensi
ubytky hmotnosti vykazuji vzorky sitovaného hydrogelu s PCL vlakny. Vybrané
vzorKky popsané v tabulce 4 jsou zobrazeny na grafu 7, z kterého je patrny dostatecny
jeden cyklus fyzikalniho freeze-thaw sitovani. Z grafu 6 je poté patrné, Ze i

nezesitované vzorky vysuseného PVA roztoku nemély velké tibytky hmotnosti, coZ

Vv

hmotnosti.
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Graf 6 Graf ubytkd hmotnosti na vzorcich smacenych rizné dlouhou dobu
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Graf 7 Graf ubytku hmotnosti na vzorcich popsanych v tabulce 4
3.6.3. DSC

V tomto testu bylo za cil potvrdit pritomnost fyzikalné zesitovanych
polymernich fetézcli v hydrogelu a jejich vliv na vyslednou soudrZnost celého
systému teplotnim namahanim. Také bylo pomoci tohoto testu moZno zjistit stupen
krystalinity vSech testovanych materiald, kterymi byly pouze vysuSené PVA pri
20 °C a 80 °C, a nasledné fyzikalné zesitované PVA metodou freeze-thaw. Posledni
zminény vzorek by mél vykazovat nejvyssi tepelnou stabilitu ze vSech testovanych,
stejné tak jako nejvyssi krystalinitu. Vysledné grafy se vSemi detaily jsou, pro lepsi
prehlednost, umistény v priloze 4. Pfi prvnim ohfevu je zietelné vidét, Ze u

zesitovaného PVA metodou freeze-thaw, doslo oproti nezesitovanym vzorkim
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k vymizeni teploty skelného prechodu. Zaroven mél tento vzorek nejvyssi
krystalinitu, i kdyZ nebyla vyrazné vyssi nez u vzorku PVA vysusSeného pii 20°C.
Nejhorsi pribéh byl prokazan u vzorku pouze suseného PVA pfri teploté 80 °C, coZ
je pravdépodobné zapric¢inéno vysokou rychlosti vysychani hydrogelniho roztoku,
diky ¢emuz nemaji polymerni retézce dostatek ¢asu k lepsimu zformovani. Na grafu
s druhym ohfevem téchto vzorkil se da vycist stejny pribéh pro vSechny vzorky, coz
je dano pouzitim fyzikalniho sitovani, které neni permanentni, a bylo tedy prvnim

ohrevem zniceno.

Nasledovala stejna méreni pro kompozit PCL v PVA, ktera jsou zobrazena na
dalSich grafech v priloze 4. Na téchto grafech jsou zietelné viditelné dva peaky, jeden
okolo oblasti tani PCL, tedy 60 °C, druhy pak okolo oblasti tani PVA, 200 °C. Cernou
barvou je znazornén pouze vysusSeny kompozit PCL s PVA, ¢ervenou barvou potom
fyzikalné zesitovany kompozit PCL s PVA metodou freeze-thaw. BohuZel neni
mozné porovnavat krystalinitu, jelikoZ fyzikalné zesitovany kompozit obsahoval
vyssi podil PCL vlaken, neZ kompozit pouze vysuSeny. Toto je nejlépe viditelné u
jednoho z poslednich grafii, kde bylo pri tani PCL vlaken ve vysuseném kompozitu
uvolnéno o vice jak 30 J/g méné energie, neZ u kompozitu fyzikalné zesitovaného.
Proto je doporucovano dalsi hlubsi zkoumani na vétsim mnozstvi vzorkd pomoci

DSC analyzy nebo rentgenové difrakce.

3.6.4. IR spektrofotometrie

K podpofteni teorie o naristajici krystalinité s nartstajicim poctem sitovani
hydrogelu, byla provedena téZ infraCervena spektrofotometrie. Jeji vystup je
zobrazen na grafu 8, kde je Cervené znazornéno PVA bez sitovani, modie pak
fyzikalné zesitované PVA metodou freeze-thaw. BohuZel nebyl pocet cykli freeze-
thaw dostatec¢né vysoky, aby byl spektrofotometr schopen zaznamenat mezi témito

dvéma vzorky vyrazny rozdil.
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Graf 8 Vlystup z infracervené spektrofotometrie

3.6.5. Cytotoxicita

Zavéretnym, avSak nejdileZitéjSim testem, bylo testovani vyrobenych
kompoziti na cytotoxicitu. V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty naméiené
spektrofotometrem. A, G, H odpovidaji volnym radkim v 96 jamkové desticce, PC je
pozitivni kontrola - tedy vSechny buriky by mély byt mrtvé, NC je poté negativni
kontrola - tedy test pouze s kultivacnim médiem DMEM, aby byla zajiSténa
zivotaschopnost vSech bunék, a nasledné vysledky vyrobenych kompozitii PVA,
PVA+PCL, a pouze PCL.

Tabulka 5 Vysledky absorbance vyluh( vyslednych kompozitii ze spektrofotometru

1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12
A 0,049 | 0,047 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,047 | 0,047 | 0,047 | 0,049 | 0,048 | 0,049 | 0,051
PC 0,05 | 0,2 (0,206 0,211 |0,205 0,202 | 0,2 |0,207 | 0,205 | 0,206 | 0,206 | 0,05

NC 0,048 0,049
PVA 0,048 0,049
PVA+PCL | 0,049 0,048
PCL 0,048 0,048

G 0,049 | 0,05 | 0,048 | 0,047 | 0,048 | 0,048 | 0,048 | 0,048 | 0,047 | 0,048 | 0,051 | 0,049
H 0,051 | 0,048 | 0,048 | 0,05 | 0,048 | 0,048 | 0,047 | 0,047 | 0,05 | 0,053 | 0,048 | 0,05

Aby mohly byt vysledky 1épe interpretovany, byly prepocteny na procento
viability bunék, tedy kolik procent z nasazenych bunék v pritomnosti materialu bylo

schopno prezit. Tento graf je uveden v grafu 9.
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Graf 9 Vysledky cytotoxicity vyrobenych kompozitt s vyznacenymi 70 % viability
Tak jak bylo predpokladano, v pozitivni kontrole nebyly schopny buiiky
prezit, naopak u negativni kontroly preZily buiniky vSechny. U testovanych
vyrobenych kompoziti je ziejmé, Ze doSlo k velmi vhodné kombinaci dvou
netoxickych materidldi, a ani rozpoustédla pouzita pii vyrobé vlaken z PCL ve
vysledném kompozitu nesetrvavaji. V grafu je znazornéna cervena linka
znazornujici hranici, kdy je jeSté mozné prohlasit material za cytokompatibilni, tedy

pokud je pod 70 %, je cytotoxicky.

Vysledné snimKky z fluorescen¢ni mikroskopie jsou zobrazeny na obrazku 44.
Na snimcich nejsou viditelné rozdily bunécné viability, mimo PC (pozitivni
kontrola), kdy byly bunky inkubovany s roztokem 0,1 % Tritonu v plném
kultiva¢nim médiu, ktery je pro né toxicky. Vysledky bunécné morfologie odpovidaji
metabolickému testu CCK-8, kdy vysledky prokazaly, Ze materidly neuvoliuji ze
svého objemu zadné latky, které by byly pro buniky drazdivé a toxické. Morfologie
bunék je u bunék inkubovanych s materidlovym vyluhem srovnatelnd, jako je tomu
u bunék inkubovanych v ¢istém kompletnim médiu (NC-negativni kontrola). Lze
tedy tvrdit, Ze materialy jsou cytokompatibilni a vhodné pro tkanové inZenyrstvi,
coz je ovSem nutné potvrdit jeSté dalSim testovanim na bunécnou adhezi

a proliferaci na sledovanych materialech.
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Obrazek 44 Morfologie bunék adherovanych na dné mikrotitracnich jamek obarvenych phaloidin-FITC (zelend)
a DAPI (modrd), A-negativni kontrola, B-pozitivni kontrola, C-vyluh z materidlu PCL, D-vyluh z materidlu PVA a E-
vyluh z materidlu PVA/PCL; méfitko 50 um

3.7. Povrchové napéti, viskozita, elektricka vodivost

Namérené hodnoty povrchovych napéti veSkerych pouzitych polymernich
roztoki jsou uvedeny na grafu 10. Z tohoto grafu je jednoznacné patrné, Ze k noieni
elektrostaticky zvlaknénych vldken, by mohlo dochazet pouze v pripadé kombinace
PVA rozpusténého v systému dH20:ethanol a vlaken zvlaknénych z roztokt PCL 80
10 hm% nebo PCL 45 16 hm%. JelikoZ ale nebylo mozné pouzit tento
rozpoustédlovy systém pro hydrogelni roztok, je nasledné zrejmé, Ze notreni
vznikajicich vldken do PVA rozpusténého pouze v dH20, by mohlo dochazet pouze

v pripadé PCL s vys$si molekulovou hmotnosti, jelikoZ rozdil povrchového napéti

neni jesté tak markantni, jako u PCL s niz$i molekulovou hmotnosti.
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Graf 10 Graf namérenych hodnot povrchového napéti vsech pouZivanych polymernich roztoku pro elektrostatické
zvlakriovani

Naméiené hodnoty viskozit pouZivanych polymernich roztokd pro
elektrostatické zvlaknovani jsou zobrazeny na grafu 11. Stoupajici tendence je
prirozenou vlastnosti jak zvySujici se koncentrace roztoku v pripadé PCL s niZsi

molekulovou hmotnosti, tak delsich polymernich retézci v pripadé PCL s vyssi

molekulovou hmotnosti.

Viskozita pouzivanych polymernich roztoku
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Graf 11 Viskozity pouZivanych polymernich roztoku pro elektrostatické zvlakrovani

Elektricka vodivost byla mérena pouze pro hydrogelni roztok PVA v dH20, do

kterého bylo nasledné cely experiment elektrostaticky zvlaknovano. Namérena

hodnota byla 69,5 uS/cm.
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Zavér

Tato diplomova prace je zamérena na kombinaci hydrogelu a vlakenného
materialu. Ve své teoretické casti se vénuje zakladnimu predstaveni vyroby
a vlastnosti hydrogelti, dale pak popisuje vybrané konkrétni kombinace hydrogeli
a vlaken, zejména s ohledem na elektrostaticky zvlaknéné materialy.
V predstavovanych publikacich jsou popisovany zejména medicinské aplikace,
obzvlast tvorba material pro tkanové inZenyrstvi, dodavani 1éciv a kryty ran. Jsou
zde popsany priiklady technologii vyroby materidli kombinujicich hydrogel

a vlakna.

V experimentalni casti je uspésné prokazana aplikace elektrostatického
zvlaknovani do kapaliny, v tomto pripadé tedy polymerniho roztoku, ktery je
schopen tvorit hydrogel. Vhodnym nastavenim zvladknovaciho procesu bylo
dosaZeno smaceni vodnym roztokem i pro hydrofobni material - tedy byla uaspésné
vytreSena kombinace PCL vldken a PVA hydrogelu. Zvolenym polymernim roztokem
pro tvorbu vldken byl 10 hm% PCL 80, ke kterému byl zvolen vodny roztok PVA,
ktery slouZzil jako kolektor prti elektrostatickém zvlakiiovani do kapaliny. Nasledné
fyzikalni sitovani splnilo pozadavek na tvorbu hydrogelu, a to bez pridavka dalsich
chemickych latek jako sitovadel. Bylo prokazano, Ze hydrogel s integrovanymi
vlakny vytvari, po fyzikdlnim sitovani, stabilni strukturu, vhodnou pro dalsi
testovani. Pro celkové testovani stupné botnani a ubytku hmotnosti, by bylo
v navazujicich studiich vhodné testovat opakované vét$i mnozstvi vzorkd, aby byly
tendence, plynouci ze zde provedenych uvodnich testd, statisticky vyhodnoceny
a potvrzeny. Z testd stupné botnani a Ubytk hmotnosti, pti testovani v PBS pro
vybrané materidly po rizném poctu freeze-thaw cykll, vyplyva, ze i fyzikalni
sitovani pouze dvéma cykly je dostatecné, avSak je mozné, Ze dochazi dale ke
zménam mechanickych vlastnosti, a to jisté vyzaduje detailnéjsSi studii. Obecné je
kombinace hydrogelu a vladken doporucovana pravé pro zlepSeni mechanickych
vlastnosti hydrogelu samotného, avsak tento typ testovani v této praci provadén

nebyl, proto je doporucovan pro navazujici experimenty.

Ac bylo noreni vlakenného materialu do vodného roztoku zajisténo snizenim
vzdalenosti mezi zvlakniovacimi elektrodami, ¢imz byla zfejmé ve zvlakiniovaci trysce

i po dopadu do kolektorové kapaliny zbytkova rozpoustédla - konkrétné chloroform

78



a ethanol, jak je zfejmé ze snimkl vldken dopadajicich na pevny kolektor, byl
vysledny material po fyzikalnim sitovani tispésné testovan jako cytokompatibilni.
Bylo tedy ukazano, Ze i kdyz vlakna dopadaji do kapalinového kolektoru, ve formé
polymerniho vodného roztoku, zcela nevysuSena, dojde v priibéhu fyzikalniho
sitovani metodou freeze-thaw, a nasledného susSeni, k odstranéni téchto toxickych

rozpoustédel a vysledny material cytotoxicky neni.

Uvodni testy lyofilizace, na vybranych finalnich vzorcich, prokazaly moznost
takovychto materidli podrobeni lyofilizaci, ¢imz dojde ke zvySeni jejich povrchu
a porozity, diky cemuZ se bude dale zvySovat i stupenl botnani. Lyofilizace vSak
vyzaduje dalsi rozsahlé testovani, zejména s ohledem na vhodné rozméry vzorki

pred lyofilizaci, a na jeji vhodné nastavené parametry.

Uspésna vyroba vzorkd kombinujicich PCL vlakna s PVA hydrogelem je nyni
pripravena pro dalsi, hlubsi testovani s konkrétnim aplikacnim zamérenim, které
predur¢i konkrétni vlastnosti materidld, jakoZto jeho rozméry, pomér vldken
a hydrogelu, priméry vlaken, atd. Dale by mélo byt zahajeno detailnéjsi Sirsi
testovani, a to nejen s ohledem na vlastnosti samotného kompozitu kombinujiciho

hydrogel a vlakna, ale i s ohledem na adhezi a migraci konkrétniho typu bunék.
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Priloha 1 — Snimky s elektronového rastrovaciho mikroskopu

VEGAS TESCAN SEMHV: 160KV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 16.0kv | SEM MAG: 5.00 kx VEGAZ TESCAN
100 um WD: 1271 mm Det: SE 50 pm WD: 12.71 mm Det; SE
BloE TUL BioE TUL BioE TUL

Obrdzek 45 Vlybrané SEM snimky vidkenné strukturu zvidknéné z 10% PCL 80 pri vzddlenosti elektrod 65 mm na

hlinikovou folii; méritka 100 um, 50 um, a 10 um

oKV | SEMMAG: 800X VEGA3 TESCAN SEMHV:15.0kV | SEM 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kv | SEM MAG: 5.00 kx i VEGAS TESCAN
mm Det: SE WD: 12.84 mm Det: SE | 60 pm WD: 12 84 mm Det: SE

BIOE TUL | BIOE TUL BIGE TUL

Obrdzek 46 Vybrané SEM snimky vidkenné strukturu zvidknéné z 10% PCL 80 pfi vzddlenosti elektrod 165 mm na

hlinikovou folii; méritka 100 um, 50 um, a 10 um

- ke ST : \ v o
WD: 16.68 mim Det: SE 500 pm WD 16.68 mm Det: SE 50 pm WD: 16.64 mim Det: SE 10 um
BioE TUL BioE TUL BioE TUL

Obrdzek 47 Vlybrané SEM snimky vldkenné strukturu zvidknéné z 16% PCL 45 pri vzddlenosti elektrod 165 mm do

ethanolu; méritka 500 um, 50 um, a 10 um



SEMHV:15.0KV | SEM MAG: 100 x VEGA3 TESCAN SEMHV: 150KV | SEMMAG: 1.00kx || VEGA3 TESCAN SEMHV: 150KV SEM MAG: L VEGAS TESCAN
WD: 14.73 mm Dot: SE 600 pm WD: 14.73 mm Det: SE 50 ym WD: 1491 mm Det: SE
BIoE TUL BioE TUL BioE TUL

Obrdzek 48 Vlybrané SEM snimky vidkenné strukturu zvidknéné z 20% PCL 45 pri vzddlenosti elektrod 65 mm do

ethanolu; mérfitka 500 um, 50 um, a 10 um

MHV 150KV | SEM MAG: 1.00 ki VEGAS TESCAN SEMHV: 160KV  SEM MAG: 500 ki VEGA3 TESCAN SEM HV: 160KV SEMMAG:600kx | | VEGA3 TESCAN|
: 12.40 mm Det: SE 60 pm WD: 12.40 mm Det: SE WD: 12.23 mm Det: SE 10 pm
BIOE TUL | BIOE TUL BIGE TUL

Obrazek 49 Vlybrané SEM snimky vildkenné strukturu zvidknéné z 20% PCL 45 pri vzddlenosti elektrod 165 mm do

ethanolu; méritka 50 um, 10 um, a 10 um

i
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Si V. 16.0 kv SEM MAG: 100 X i VEGA3 TESCAN  SEM HV: 16.0 kV. SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN  SEM HV: 1! kv SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WUD: 14.69 mm f Det: SE 500 um 'WD: 14.69 mm Det: SE 1 WD: 14.69 mm Det: SE
{ BioE TUL | BioE TUL BioE TUL

Obrdzek 50 Vlybrané SEM snimky vidkenné strukturu zvidknéné z 10% PCL 80 pri vzddlenosti elektrod 65 mm do

ethanolu; méritka 500 um, 50 um, a 10 um



e 1 — ; <
SEMHV. 160KV | SEM MAG: 100 i VEGAS TESCAN SEMHV:16.0kV  SEM 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 16.0kV | SEM MAG: VEGA3 TESCAN
WD: 14,87 mm Det: SE 500 um WD: 14,87 mm Det: SE | 80 um WD: 14.87 mm Det: SE
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Obrdzek 51 Vlybrané SEM snimky vidkenné strukturu zvidknéné z 10% PCL 80 pri vzddlenosti elektrod 165 mm do

ethanolu; mérfitka 500 um, 50 um, a 10 um



Priloha 2 - Histogramy elektrostaticky zvlaknénych vrstev

Histogram prameéru vidken 10% PCL 80 65 mm na
hlinikovou folii
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Graf 12 Histogram distribuce primérd vidken 10% PCL 80 pri vzddlenosti elektrod 65 mm na hlinikovou folii

Histogram pramér( vliaken 10% PCL 80 165 mm na
hlinikovou folii
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Graf 13 Histogram distribuce priméri vidken 10% PCL 80 pri vzddlenosti elektrod 165 mm na hlinikovou folii



Histogram praméra vlidken 16% PCL 45 165 mm do

ethanolu
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Graf 14 Histogram distribuce priméri vidken 16% PCL 45 pfi vzddlenosti elektrod 165 mm do ethanolu

Histogram primér( vlaken 20% PCL 45 65 mm do
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Graf 15 Histogram distribuce priméri vidken 20% PCL 45 pfi vzddlenosti elektrod 65 mm do ethanolu
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Histogram praméra vlidken 20% PCL 45 165 mm do
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Graf 16 Histogram distribuce priméri vidken 20% PCL 45 pfi vzddlenosti elektrod 165 mm do ethanolu

Histogram primér( vlaken 10% PCL 80 65 mm do
ethanolu
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Graf 17 Histogram distribuce priméri vidken 10% PCL 80 pfi vzddlenosti elektrod 65 mm do ethanolu
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Histogram praméra vidken 10% PCL 80 165 mm do
ethanolu

160

140

=
N
o

_
o
o

80

Pocet vlaken

60

40

20

1

\e]

o~

o

Primér [um]

2,8 mmmm
3,4 =

kDOONNQ'\
o~

- o~

1,2
1,4 m—

32 mmm

0,2
0,4
0,6 1
0,8 mm
36 m
38 m
4 m
421
4,4 1
4,6
4,8 1

Graf 18 Histogram distribuce priiméri vidken 10% PCL 80 pri vzddlenosti elektrod 165 mm do ethanolu
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Priloha 3 - Grafy stupné botnani
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Graf 19 Stuperni botndni pro vybrané vzorky po ¢tvrt hodiné smaceni
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Graf 20 Stuperi botndni pro vybrané vzorky po pul hodiné smadceni
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Graf 21 Stupen botndni pro vybrané vzorky po hodiné smaceni
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Graf 22 Stupen botndni pro vybrané vzorky po dvou hodindch smaceni
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Graf 23 Stuperi botndni pro vybrané vzorky po tfech hodindch smaceni
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Graf 24 Stupen botndni pro vybrané vzorky po ctyrech hodindch smaceni



*endo
ISH[(A) - PVA on vysuseno pfi 20 °C 2 Crystallinity  41.97 % .
{A) - PVA en vysuseno pfi 20 -C, 4.8800 mg nomalized 6548 Jgh-1 &..J.ﬂﬂnq.. DSC_0_300_t2 0_300_v10_50
ISJ1[(B) - PVA en vysuSeno pfi 80 °C Hw__“ Rae mmu&mmns__._.. ; [11 0.0..300.0 *C, 10.00 K/min, N2 50.0 mUmin
(B) - PVA jen vysuseno pii 80 =C, 4.7800 mg ng : 3 2] 300.0 °C, 2.00 min, N2 50.0 m/min
ini 3] 300.0..0.0 =C, -10.00 K/min, N2 50.0 mUmin
1 !SMIC)- PVA iyzikéini sitovani 4 cykly (20 hod, -20 *C a4 hod, 20 C) ? Crystallinty 3.2 g1 4] 00.300.0 -G, 10.00 Kimin, N2 50.0 mimin
(C) - PVA fyzikalni sitovani 4 cykly (20 hod, -20 *C a 4 hod, 20 =C), 5.9700 mg Peak 297,46 °C _ Synchronization enabled
Heating Rate  10.00 “Cmin~-1 |
? Crystallinity ~ 43.13 %
normalized 67.28 Jg~-1
Peak 224.49°C
? Glass Transition ? Glass Transition i E
Heating Rate  10.00 <CminA-1
1| Onset a1.52°C Onset 3234 -C ating Rate m
Wgn.1| Midpoint1SO 4285 -C Midpoint SO 34.15°C
Delta cp 0.313Jg"1KA1  Dela cp 0.228 Jgr-1KA-1
Heating Rate  10.00 “Cmin*-1  Heating Rate  10.00 *Cmin~-1
sl
il 1l
T
—il i

? Integral 34444 md
normalized  70.44 Jg~-1
Peak 126.47 -C
Heating Rate  10.00 “Cmin~-1
? Integral 8231 md
normalized  13.79 Jg~-1
Peak 139.00 -C
Heating Rate  10.00 *Cmin*-1

? Integral 262.82 md
normalized  54.98 Jgh-1

Peak 130.33 °C

Heating Rate  10.00 *Cmin*-1

R
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Lab: BEHALEK

Priloha 4 — DSC grafy

STAR® SW 16.10

Graf 25 DSC graf prvotniho ohrevu pro odstranéni tepelné historie PVA vzorkd(



*endo

I$]3[{A) - PVA jen vysuseno pii 20 °C
(A) - PVA jen vysuseno pii 20 =C, 4.8900 mg

1$]3[(B) - PVA jen vysuseno pii 80 °C
(B) - PVA n vysuseno pfi 80 °C, 4.7800 mg

!$13[(C) - PVA fyzikalni sit'ovani 4 cykly (20 hod, -20 *C a 4 hod, 20 *C)
(C) - PVA fyzikalni sit'ovani 4 cykly (20 hod, -20 °C a 4 hed, 20 *C), 5.9700 mg

? Integral
normalized

Peak

Heating Rate

? Integral
normalized

Peak

Heating Rate

? Integral
nommalized

Peak

Heating Rate

24453 mJ
-50.03 Jg*-1
172.07 <C
-10.00 “CminA-1

-233.70 mJ
48.89 Jg~-1
167.87 C
-10,00 <CminA-1

-205.51 mJ
49,50 Jg-1
163.76 °C
-10.00 “Cmin-1

Method: DSC_0_300 t2 0_300_v10_50
dt1.00s

[1] 0.0..300.0 =C, 10.00 K/min, N2 50.0 mi/min
[2] 300.0 =C, 2.00 min, N2 50.0 mi/min

[3] 300.0..0.0 C, -10.00 K/min, N2 50.0 ml'min
[4] 0.0..300.0 =C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min
‘Synchronization enabled

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

230 240 250 260 270 280 290 *C

Lab: BEHALEK

STAR® SW 16.10

Graf 26 DSC graf chladnuti PVA vzorka



*endo

ISM[(A) - PVA jen vysuseno pii 20 °C

A) - PVA jen vysuseno pfi 20 °C, 4.8900

e En al G g ? Crystallinity  34.81 %

i . . normalized 54.31 Jg*-1
SJ4[(B) - PVA en éwcwmm_ﬂ pii 80 *C Peak 200.06 °C

(E) - PVA jen vysuseno pii 80 *C, 4.7800 mg Heating Rate 10.00 “Cmin*-1

1SM[(C) - PVA fyzikalni sit'ovani 4 cykly (20 hod, -20 C a 4 hod, 20 -C)
(C) - PVA fyzikalni sit'ovani 4 cykly (20 hod, -20 °C a 4 hod, 20 =C), 5.9700 mg

_ ? Crystallinity ~ 33.96 % )
p— r | normalized  52.98 Jg~-1 e
\ Peak 199.93 °C o~

e

Heating Rate  10.00 “Cmin*-1_'—

Wgnlt
9 2 Crystallinity  33.98%
normalized 53.01 Jgh-1

Peak 19920 °C

Heating Rate  10.00 *Cmin~-1

? Glass Transition ? Glass Transition
Onset T7.83°C ¢ .
1 Midpoint1SO 8495 -C Onset 78.84 °C Hm._.%nm DSC_0_300_t2 0_300_v10_50

Heating Rate  10.00 “Cmin~-1 Midpoint IS0  85.51 °C . .

; Heating Rate  10.00 *Cmin~-1 [1] 0.0..300.0 *C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml/min
? Glass Transition [2] 300.0 =C, 2.00 min, N2 50.0 mI'min
Onset 76.50 =C [3] 300.0..0.0 °C, -10.00 K/min, N2 50.0 ml'min
Midpoint ISO  B4.11 °C [4] 0.0..300.0 *C, 10.00 K/min, N2 50.0 ml'min
Heating Rate  10.00 *Cmin*- Synchronization enabled

L e o e N ML e e L NLJNLA e e e e T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 2900 ~C

Lab: BEHALEK STAR® SW 16.10

Graf 27 DSC graf druhého ohrevu PVA vzorkd, totoZny pribéh diky zruseni fyzikalniho sitovani prvnim ohrfevem



rendo

normalized

IS]1[(D) - PVA+PCL viakna en vysuseno pii 20 °C

(D)- PVA+PCL vidkna jen vysuseno pii 20 °C, 6.3900 mg

1$]1[(D) - PVA+PCL viakna fyzikalni sitovani 4 cykly (20 h,-20 °C a 4 h, 20 °C)
(D) - PVA+PCL viakna fyzikalni sitovani 4 cykly (20 h,-20 =C a 4 h, 20 *C), 5.7400 mg

OBLAST TANI PCL
Peak 50.18°C

OBLAST SKELNEHO
PRECHODU PVA

1222 Jgn-1 |

__- \\1\%%

VYPAROVAN

7 Integral 253.28 mJ
normalized  39.64 Jgr-1

Peak 125.96 °C

Heating Rate  10.00 *Cmin*-1

OBLAST TANI PVA
? Crystallinity  35.48 %

normalized 55.34 Jg"-1

Peak 22236 °C
Heating Rate

..............

? Crystallinity ~ 25.23 %
normalized  39.36 Jgi-1

Peak 224.46 °C

Heating Rate  10.00 “CminA-1

10.00 “Cmin~-1

2 Integral 122.58 mJ
lized  21.36 Jgh-1
% ormalized  38.42 Jgh-1 B g A
_,\ Heating Rate  10.00 “Cmin~-1
Method: DSC_0_300_t2 0_300_v10 50
[ [1] 0.0..300.0 °C, 10.00 K/min, N2 50.0 mi/min
[2] 300.0 “C, 2.00 min, N2 50.0 mU/min
[3] 300.0..0.0 “C, -10.00 K/min, N2 50.0 mi/min
[4] 0.0..300.0 =C, 10.00 K/min, N2 50.0 mi/min
Synchronization enabled
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 1 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 °C
Lab: BEHALEK STAR® SW 16.10

Graf 28 DSC graf prvotniho ohrfevu kompozitnich vzork( pro odstranéni tepelné historie



Aendo

1$]3(D) - PVA+PCL viakna jen vysuseno pfi 20 °G Method: DSC_0_300_t2 0_300_v10_50
(D) - PVA+PCL viakna jen vysuseno pii 20 °C, 6.3900 mg dt1.00 s
. e [1] 0.0..300.0 =C, 10.00 K/min, N2 50.0 mli/min
IS]3[(D) - PVA+PCL viakna fyzikalni sit'ovani 4 cykly (20 h, -20 “Ca 4 h, 20 *C) [2] 300.0 =C, 2.00 min, N2 50.0 ml/'min
(D) - PVA+PCL viakna J_.Nmr.m._:_. sit'ovani 4 Q;_w__ (20 h, -20 *C a 4 h, 20 =C), 57400 mg 3] §b:n..m_ =C, Lﬂ-.ﬁ.ﬁ K/min, N2 50.0 ml/min
[4] 0.0..300.0 =C, 10.00 K/min, N2 50.0 mi/min
Synchronization enabled

2 Integral -38.32mJ

_an._._m_En .u_mnﬁ%u .wm...ﬂ ? Integral -237.19mJ
. normalized  -37.12 Jg*-1
Heating Rate  -10.00 *Cmin*-1 Peak 177.96 °C

Heating Rate  -10.00 *Cmin*-1

? Integral -146.51 mJ

| normalized  -25.52 Jg-1 ? Integral -140.70 mdJ
Pu.mx. 25.53°C ) normalized  -24.51 Jg"-1
Heating Rate  -10.00 “Cmin~-1 Peak 175.90 C

Heating Rate  -10.00 “Cmin"-1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 -°C

Graf 29 DSC graf chladnuti kompozitnich vzorkd

Lab: BEHALEK STAR® SW 16.10



*endo

$J4[(D) - PVA+PCL viakna fyzikalni sit'ovani 4 cykly (20 h,-20 C a4 h, 20 °C)
(D)- PVA+PCL viakna fyzikalni sitovani 4 cykly (20 h, -20 °C a 4 h, 20 =C), 5.7400 mg

?integral 15417 mJ Peak
normalized 26.86 Jg"-1
Peak 55.48°C | ? Glass Transition
Heating Rate  10.00 “Cmin?-1 Onset 79.55°C
Midpoint ISO 86.13°C

Heating Rate  10.00 "Cmin*-1

B

SKELNY PRECHOD PVA
o ? Glass Transition
OBLAST TANI PCL Onset 78.08 °C
Midpoint ISO  86.22 °C
7 Integral 3954 mJ Heating Rate  10.00 “Cmin~-1
1 normalized 6.19 Jg*-1
Peak 56.87 °C

Heating Rate 10,00 “Cmin~-1

SHMI(D) - PVA+PCL viakna jen vysuseno pfi 20 °C
(D) - PVA+PCL vlakna jen vysuseno pii 20 =C, 6.3900 mg

? Crystallinity
normalized

Heating Rate

19.78 %

30.86 Jg-1
204.07 °C
10.00 “*Cmin*-1

OBLAST TANI PVA

2 Crystallinity 3075 %
normalized  47.98 Jgr-1

Peak 201.03°C

Heating Rate  10.00 *Cmin~-1

Method: DSC_0_300_t2_0_300_v10_50
dt1.00 s

[1] 0.0..300.0 =C, 10.00 K/min, N2 50.0 mVmin

[2] 300.0 =C, 2.00 min, N2 50.0 mUmin

[3] 300.0..0.0 =C, -10.00 K/min, N2 50.0 mlU/min
[4] 0.0..300.0 =C, 10.00 K/min, N2 50.0 mVmin

Synchronization enabled
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Lab: BEHALEK

STAR® SW 16.10

Graf 30 DSC graf druhého ohrevu kompozitnich vzorki



