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Abstrakt

Tato bakaldrska prace se zabyva elektrostatickym zvldknovanim pripraveného
smésného roztoku silk fibroinu (SF) a polykaprolaktonu (PCL) v odliSnych pomérech.
Silk fibroin je prirodni protein ziskavany z kokont bource morusového. Diky své dobré
biokompatibilité, mechanickym vlastnostem a proteinovému charakteru se hedvabny
protein hojné studuje z hlediska moznych aplikaci pro regeneraci tkani. Teoreticka
cast této prace poskytuje prehled technologie elektrostatického zvlaknovani a
parametri ovliviiujici tento proces. Dale poskytuje informace o ziskavani a zpracovani
silk fibroinu, jeho vlastnostech a mozZnostech pouziti v regenerativni mediciné. Na
teoretickou cast navazuje prakticka ¢ast, ktera se zabyva pripravou a charakterizaci
smésnych nanovldken PCL/SF.  Nanovldkna jsou pripravovana bezjehlovym
elektrostatickym zvlaknovanim. Jsou studovany fyzikdlné-chemické vlastnosti
nanovlakenného materialu a vliv vzdalenosti kolektoru od zvlaknovaci elektrody na
morfologii vldken. Pfipravené nanovladkenné vrstvy jsou studovany za pouziti
skenovaciho elektronového mikroskopu, infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci a termogravimetrické analyzy. Elektrostaticky zvldknény materiél je nasledné
charakterizovan z hlediska biokompatibility in vitro, bunééné adheze a kolonizace bunééné

linie jaternich bunék HepG2.

Klic¢ova slova

Silk fibroin, polykaprolakton, nanovlakna, elektrostatické zvlaknovani, regenerace

jater



Abstract

This bachelor thesis deals with electrospinning of nanofibers containing different ratio
of silk fibroin (SF) and polycaprolactone (PCL). Silk fibroin is a natural protein mainly
obtained from Bombyx mory and its cocoons. Because of its good biocompatibility,
mechanical properties and protein character SF is often studied for tissue regenerative
applications. Summary of electrospinning technologies and its parameters can be
found in the theoretical part. There is also described process of preparation of silk
fibroin, its properities and possible applications in tissue engineering. The theoretical
part is followed by a practical part, where electrospinning process, morphology and
physical-chemical properties of created PCL/SF nanofibrous materials are described.
Nanofibers were prepared using needleless electrospinning. Physical-chemical
properties of nanofibrous materials and influence of different needle-tip-to-collector
distance on morphology of fibres are studied. The electrospun material are examined
using scanning electron microscope, Fourier-transform infrared spectroscopy and
thermogravimetric analysis. Electrospun nanofibers are tested invitro to verify
biocompatibility of the materials, cell adhesion, and proliferation of cell line HepG2

cells.
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Uvod

I pfes znacny rozvoj technologii v poslednich letech zlstava vyvoj optimalnich materiala
pro regeneraci tkani a tkanového inzenyrstvi i nadale vyzvou. Jednou ze slibnych
technologii, které mohou pfispét k rozvoji a vylepSeni této problematiky, je pfiprava
nanovlakennych materiali pro tyto ucely (Morelli et al. 2021). Nanovlakna pro své
specifické vlastnosti maji Siroké spektrum pouziti. Jako priklad lze uvést dopravu léciv
(Torres-Martinez et al. 2008), filtrace vzduchu (Scholten et al. 2011), ¢i vyuziti v tkanovém
inzenyrstvi (Janmohammadi a Nourbakhsh 2019). Pro tkanové inzenyrstvi se vyuziva
zejména jejich struktury piipominajici strukturu mezibunééné hmoty. Dale je pro
medicinské aplikace potfeba, aby material mél vhodnou biokompatibilitu a biodegradabilitu.

Tyto vlastnosti spliuje naptiklad silk fibroin a polykaprolakton (Nguyen et al. 2019).

Silk fibroin je ptfirodni protein, ktery se nejcastéji ziskava z hedvabného vldkna od bource
moruSového. Ve vlakné protein tvofi silk fibroinové filamenty, které jsou obklopeny
sericinem. Ten funguje jako lepivy obal a jednotliva vlakna drzi pohromad¢ ve tvaru kokonu.
Silk fibroin vynika pro své mechanické vlastnosti, biodegradabilitu a biokompatibilitu
(Kundu et al. 2013). Pro medicinské aplikace je mozné ho zkombinovat
s polykaprolaktonem, ktery lze rozlozit ptisobenim lipaz nebo esteraz. Polykaprolakton je
alifaticky polyester hojn¢ vyuzivany v tkanovém inzenyrstvi, napiiklad v kombinaci se

zelatinou, ¢i kolagenem (Safaeijavan et al. 2014).

Castou metodou pro piipravu nanovlaken je elektrostatické zvlakiovani. Béhem tohoto
procesu dochdzi za pusobeni elektrostatického pole k soustiedéni naboje na povrchu
kapaliny. Ten se zformuje do Taylorova kuZele a nasledn¢ dojde k vytrysknuti polymeru.
V pribéhu letu dochazi k vysusovani rozpoustédla a formaci vlakna. (Partheniadis et al.
2020)

Nanovldkenné materidly byly v pribéhu posledniho desetileti zkoumany pro vyuziti
Vv regeneraci a tkanovém inzenyrstvi raznych tkdni. Jednou z téchto tani je také tkan jaterni.
Jeji poranéni se vyznacuje silnym krvacenim, ¢asto vnitinim, které mlze ohrozovat Zivot
pacienta. Nanovlakenné struktury mohou diky své malé porozité¢ zabranovat krvaceni a

podporovat hojeni tkané. (Semnani et al. 2017)
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TEORETICKA CAST

1 Nanovlakna

Nanovlakna se diky svym vyjimecnym vlastnostem proslavila po celém svéteé. Ve srovnani
S béznymi vlakny umoziiuji az obdivuhodné Siroké spektrum pouziti. Jsou vyrazné leh¢i,
maji mensi rozméry a vysoky pomér povrchu ku objemu. Také lze kontrolovat rozméry
jejich poréznich struktur. Mezi nemalo moznosti vyuziti patii naptiklad aplikace ve filtraci,
senzorech, ochranném obleceni, tkdflovém inZenyrstvi, funkénich materidlech a uchovavani
energie. A¢ je uz tak pouziti nanovlaken Siroké, jejich vyuziti v budoucnu je jesté slibnéjsi.
Mezi konkrétni odvétvi s jist¢ velkym potencialem patii napiiklad vyzkum nanovlakennych

kompozitnich materiald. (Cai et al. 2012)

Vlastnosti nanovldken do zna¢né miry zavisi na vlastnostech konkrétniho polymeru, smési
polymerti, ¢i taveniny, ze které jsou pfipraveny. Pro pfipravu mohou byt pouzity jak
syntetické, tak ptirodni polymery. Jako konkrétni pfiklady lze zminit chitosan, kolagen,

celuloza, silk fibroin, polykaprolakton, ¢i polyuretan. (Huang et al. 2003)

1.1  Vlastnosti nanovlakennych materiali

Jednou ze signifikantnich vyhod nanovlaken je jejich ohromny povrch, ktery je tisickrat vétsi
nez povrch mikrovldken. Vyznacuji se vysokou poréznosti s menSimi rozméry poru.
Dostupna literatura se rozchéazi v definovani velikosti nanovlakna, ale podle citované
literatury se za vlakna obvykle povazuji nanovlakna, pokud jsou o velikosti 50 az 1000
nanometrit (Jirsdk 2006). Vlastnosti nanovldken z konkrétnich polymert jsou popsany

v dal$ich kapitolach.

1.2  Vyuziti nanovlaken

Nanovlakna maji rozsahlé moznosti vyuziti, od biomedicinskych aplikaci ptfes pouziti
Vv textilnim primyslu az po filtraci vzduchu. Velmi casto se vyuZivaji v tkdnovém
inzenyrstvi (Huang et al. 2003), které je detailn€ji popsano u konkrétnich polymert

pouzitych pro tento ucel.
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1.2.1 Doprava léciv

V biomedicinskych aplikaci se nanovlakna vyuzivaji naptiklad pro cilenou dopravu 1é¢iv.
Jednou z kli¢ovych vlastnosti pro toto pouZiti je, jak jiz bylo zminéno vyse, vysoky pomér
povrch ku objemu. Principem je zakomponovani 1é¢iv do nanovlakenného materialu tak,
aby bylo mozné kontrolovat uvolilovani u¢inné latky. Nanovlakna pro tuto aplikaci nesmi
zptisobovat vysokou imunitni reakci organismu, musi byt biokompatibilni a biodegradabilni.
Dobrymi kandidaty pro systém dopravy 1éCiv je napiiklad Zelatina a kyselina alginova.
(Torres-Martinez et al. 2008)

1.2.2 Filtrace vzduchu

Diky svym vlastnostem jsou elektrostaticky zvldknéna vldkna vice nez vhodnd pro
odstranéni t€kavych organickych latek z atmosféry. Jako zastupce z idedlnich polymert pro
tyto ucely bude popsan polyuretan. Jeho znacnou vyhodou je schopnost rapidni absorpce.
Ackoliv se pro tyto ucely ¢astéji pouziva aktivovany uhlik, ktery mé vétsi povrch, schopnosti
sorpce se mu polyuretanova vlakna dokazi vyrovnat. Takovyto material také prokazuje
kompletni reversibilni absorpci i desorpci, kterou 1ze ziskat prostym ocisténim dusikem za
pokojové teploty. Polyuretanova vlakna vykazuji vysokou afinitu k toluenu a chloroformu,
ovSem alifaticky hexan neni schopny vytvofit dostatek silnych interakei s polyuretanovym

fetézcem, a tudiZ je méné absorbovan. (Scholten et al. 2011)

1.2.3 Obli¢ejové masky

Vseobecné povédomosti populace o nanotextiliich pfispéla neStastnd situace vyvolana
celosvétovou pandemii viru Covid-19. Pro vyrobu nanovldkennych rousek byla pouZita
metoda elektrostatického zvldknovani a cilem bylo zabranit nositeli vdechovat nebezpecné
substance. Pfikladem mohou byt toxické chemikalie ¢i nakazlivé ¢astice. Chirurgicka maska
by méla mit minimaln¢ 80% bakteridlni filtracni u¢innost a pro jeji vyrobu se nejcastéji

vyuziva polypropylen. (Liao et al. 2016)

1.3 Mechanické a fyzikalné-chemické metody pripravy nanovliken
Nanovlakna lze pfipravit celou fadou metod. Jednou z nejproslavenéjsich je elektrostatické
zvlaknovani (Jirsak 2006). Jelikoz tento zplsob ptipravy byl vyuzit v ramci této bakalarské
prace, je mu vénovana samostatna kapitola, ktera popisuje tento proces podrobnéji. Jako
ptiklad dals$i mozné piipravy je v této kapitole struéné popsadna metoda tazeni.
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1.2.1 Metoda taZeni

Timto procesem je mozné ziskat dlouha jednotliva vlakna. Bohuzel si metoda tazeni S sebou
nese zna¢né omezeni ohledné pouzitelného materialu. Pro tento proces jsou vhodné pouze
takové viskoelastické latky, které dokazi snést znacnou deformaci (Huang et al. 2003).
Proces tazeni je doprovazen procesem tuhnuti, kdy dochézi k rapidni evaporaci rozpoustédla
kvali velkému povrchu vznikajiciho vldkna. Na nasledujicim obrdzku 1 je zobrazené
jednoduché schéma zminéného procesu. V prvni casti (A) je na substrat aplikovana
mililitrové kapka polymerniho roztok. Nasledné se mikropipeta piiblizi az k okraji samotné
kapky (B). V posledni ¢asti (C) se mikropipeta ur€itou rychlosti vzdaluje od kapky, a tim

dochazi k natahovani polymerniho roztoku a vzniku vlakna. (Bajakova et al. 2011)

A B C

Obrazek 1 Ilustrace procesu vzniku nanovldaken z kapky polymeru metodou tazeni
Prevzato z (Bajakova et al. 2011)

2 Elektrostatické zvlaknovani

Pti elektrostatickém zvlaknovani (EZ) jde o pfipravu nanovlakennych materialti za pouziti
elektrostatickych sil. Pomoci naboji je povrch polymerniho roztoku zdeformovan tak, Ze
dojde Kk jeho vypuzeni a tvorbé vlakna, které mize méfit nékolik stovek nanometri. Ke
generovani vldken z roztoku touto metodou neni potteba procesu koagulace ¢i vysokych
teplot. Elektrostatické zvlaknovani 1ze provadét z kapalnych roztoki i z tavenin. (Haider et
al. 2018)

2.1  Strucna historie elektrostatického zvlaknovani

Prvni pozorovani elektrostatické pfitazlivosti kapaliny zaznamenal vr. 1600 William
Gilbert. DalS$im vyznamnym historickym krokem se stala zdatild produkce vysoce nitrované
celulozy Christianem Friedrichem. Vyznamny milnik udélal John Francis Cooley, ktery v r.
1900 vydal prvni patent na elektrostatické zvlaknovani. K sou¢asnému procesu EZ také
ptispél John Zeleny, jehoz publikace se tykala chovani kapek kapaliny na konci kovové
kapilary. Tento objev vedl ke snaze matematicky definovat chovani kapek kapaliny
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Vv elektrostatickém poli. Antonovi Formhalsovi se v letech 1931 az 1944 podatilo publikovat
nejméné¢ 22 patentt na EZ. Dalsim védcem, ktery zanechal své jméno v historii
elektrostatického zvlaknovani, byl Sir Geoffrey Ingram Taylor. Tomuto fyzikovi se podafilo
polozit teoretické zéklady EZ vytvorenim matematického modelu tvaru vznikajiciho kuzele,
dnes znamym jako Taylortiv kuzel, ktery se vytvoii pod piisobenim elektrického pole. Pro
ohromny uspéch této metody neni prekvapenim, ze pocet publikaci na toto téma od r. 1995
se kazdym rokem zvySuje. Dochazi k stalému vylepSovani této metody z hlediska

technologie samotné i testovani zvlaknitelnosti materiald. (Tucker et al. 2012)

2.2 Princip elektrostatického zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani je unikatni ptistup k pouzivani elektrostatickych sil k produkci
nanovldken z polymernich roztoki nebo z tavenin. Vyhodou takto vytvofenych vlaken
oproti téch ziskanych béZznou zvldknovaci metodou je mensi rozmér od mikrometri az po
nanometry a vétsi povrch. Pomoci EZ je mozné zvlaknit ptes 100 druhti polymert a jejich

smési, jak pfirodnich, tak syntetickych. (Ma et al. 2019)

Aparatura pro elektrostatické zvldknovani se obecné sklada ze tii komponenti. Mezi ty patii
zdroj energie, generator vlaken a kolektor vldken. Pro tento proces je potieba stejnosmérné
¢i stiidavé napéti o velikosti az nékolika desitek kV. Generator vlaken zpusobuje posun
prekurzoru polymerniho roztoku skrz trysku s jednim koncem pfipojenym k pozitivn€ nabité
elektrodé zdroje energie. Kolektor vladken je pak pfipojeny k negativné nabité elektrod¢.
Nejcastéjsim typem EZ je zvlaknovani z jehly, dalsi moznosti je bezjehlové (tzv. z volné
hladiny), nebo zvlaknovani z taveniny. Podle dostupné literatury se formace vlaken da
popsat pomoci teorie ,,elektrostatické ptitazlivosti®. Mezi kolektorem a generatorem vldken
Vv pfitomnosti vnéjsSiho elektrického pole vznika silny elektricky potencial. Pokud je zajisténa
vhodna vzdélenost kolektoru a generatoru, prekurzor se elektricky nabije a vytvoii se
trajektorie pro nabité tekuté vlakno vytryskujici z jehly. Nejdiive pozitivné nabité kapky,
které¢ vznikaji na generatoru vldken (elektrod¢€), vytvoii konicky tvar Taylorova kuzele.
Vrchol kuzele se protahne, tim se zaroven zostfi, dojde k ptekonani povrchového napéti
kapky a nabita tekutina je vytrysknuta ke kolektoru. Poté se Tayloriv kuzel navrati do
hemisférického tvaru. V pribéhu letu vlakna je jeden konec piitahovan ke kolektoru a zbytek
vlakna tedy piechézi z vysokého elektrického potencialu do nizkého. Nanovlakna se bud’
prichyti ke kolektoru nebo k vlakntim, ktera se na n¢j jiz prichytila. Vysledna nanovlakenna

vrstva mize obsahovat statisice nanovlaken. (Zhang et al. 2022)
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2.3  Typy elektrostatického zvlaknovani
Jednou z mnoha moznosti, jak roz¢lenit elektrostatické zvlaknovani, je rozdéleni podle

pouzitého generatoru vlaken. Takto 1ze roz¢lenit EZ na jehlové a bezjehlové zvlaknovani.

(Partheniadis et al. 2020)

2.3.1 Jehlové elektrostatické zvlaknovani

Konvencni uspofddani aparatury elektrostatického zvldknovani je standarté¢ soucasné
jehlové zvlaknovani. Tento proces byl podrobnéji popsan vyse. Obvykle generator vlaken
tvoii davkovaci zafizeni s tryskou (jehlou). Casem se viak zvysily naroky na diverzitu
vlaken pro rlizné aplikace, a proto byly poZadovany riznorodé typy vlaken (pérovitéd vldkna,
duta vlakna, bikomponentni vldkna a mnozstvi dalSich), pro které byl nutny vyvoj i
specifickych tvart ¢i usporadani trysek. Jako ptiklad Ize uvést jednoduchou trysku, koaxialni
trysky ¢i excentrickou trysku, bikomponentni trysku, trojkomponentni trysku a dalsi.
Formovani a morfologii mikro az nanovlaken lze ovlivnit (kromé pouzité trysky) vlastnostmi
polymerniho roztoku, jako mize byt koncentrace, viskozita, molekulovd hmotnost,
rozpoustédlovy systém a dalsi (Zhang et al. 2022). Parametrim majicim vliv na zvlaknovani

je vénovana samostatna kapitola.

Pti béZném elektrostatickém zvladkiovani ma jehla ¢asto dudlni roli. Slouzi jako elektroda
elektrického pole a zaroven jako pevny bod, odkud vytryskuje roztok. Existuje 1 nékolika
tryskova zvldkiovaci aparatura, ktera je schopna produkovat vice komponentnich
nanovlakennych siti. Hlavnim cilem tohoto systému je zlepSit rychlost davkovani
polymerniho roztoku, a tak zvysit rychlost produkce vlaken. Mezi nevyhody nékolika

tryskovych systému patii ¢asté ucpavani otvoru jehel (Zhou et al. 2010).

2.3.2 Bezjehlové elektrostatické zvlaknovani

Jako bezjehlové zvlaknovani je oznaCovan proces generace nanovlaken za technologii
elektrostatického zvlaknovani piimo z povrchu polymerniho roztoku bez pouziti
zvlakiiovaci jehly. UpIné prvni experimentalni aparaturu se podafilo sestavit v roce 1979 za
pouziti systému kruhovych elektrod jako trysek. V nasledujicich letech se tato technologie
tésila tak velké pozornosti, ze roku 2005 bylo patentovano prvni zatizeni pro bezjehlové

zvlaknovani. Toto zafizeni je zndmo pod komerénim ndzvem ,,Nanospider* (Partheniadis et
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al. 2020). Jedna se o stroj pouzity pro vyzkum této bakalaiské prace, proto mu je vénovana

vetsi pozornost v praktické ¢asti této publikace.

Principidlné je bezjehlové zvldknovani zalozené na pouziti externich sil ke koncentraci
elektrického naboje na povrchu volné kapaliny, dokud se nedosdhne dostate¢né intenzity k
vzniku Taylorova kuzele. V ptipadé pouziti odvalujici se elektrody se ke kontinualni iniciaci
Taylorova kuZele v polymernim roztoku vyuziva rotace. Standardné se smér zvlaknovani
zam¢fuje smérem vzhiru, aby se predeslo necht¢nému vzniku kapek a dalSich
nedokonalosti, které maji negativni vliv na kvalitu vysledného materidlu. Rizné¢ moznosti

rotujicich trysek jsou znazornény na nasledujicim obrazku 2. (Partheniadis et al. 2020)

A
Cylindricka tryska

Zvlakfiujici
roztok

Vysoké napéti

B
D
Spiralni tryska I Diskova tryska
N / N N ’/Z.vlékﬁujl‘cf
Zvlakujici —— [Rotujl‘cizvlékﬁujl‘citryskv J-—b roztok
roztok

Vysoké nap&ti l

Vysoké napéti

Kulowa tryska

p / Zvlakfujici

roztok

Vysoké napéti
-

Obrazek 2 Schéma zobrazuje rizné druhy trysek: A Cylindricka tryska,; B Diskova tryska; C Kulova tryska; D
Spiralni tryska
Prevzato z (Partheniadis et al. 2020)

2.4  Parametry ovliviiujici elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani je komplexni proces zavisly na mnoha parametrech, které je
mozné vnimat jako trojiho typu. Prvni parametry maji spojitost s nastavenim pfistroje, jako
je naptiklad pouzité napéti, vzdalenost kolektoru od trysky atd. Do druhého typu se mohou
zatadit vlastnosti pouzitého roztoku, jako mulze byt viskozita ¢i molekulovd hmotnost.
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Poslednim typem jsou vlivy prostiedi, kam se da zaradit teplota a vlhkost okoli (Bhardwaj a

Kundu 2010). Shrnuti téchto parametrt je zaznamenano v tabulce na konci této podkapitoly.

2.4.1 Procesni parametry

Pti procesu elektrostatického zvladknovani je aplikované napéti na polymerni roztok jeden
Napéti, které k roztoku dochdzi pies napojeni na kovovou jehlu, zpiisobuje, ze vznikla
sféricky tvarovana kapka se pfetransformuje do tvaru Taylorova kuZzele. Tento efekt je
zobrazen na nasledujicim obrazku 3. Hodnota kritického napéti je odlisna pro jednotlivé
polymery a rozpoustédlové systémy. Dostupna literatura se pon€kud rozchazi, co se tyce
ptesného vlivu velikosti aplikovaného napéti na velikost vlaken. OvSem ve vétSing piipadi
vys$s§i napéti zplsobuje vétsi natahovani roztoku, protoze plsobi vyssi coulombické sily
Vv jehle a stejn¢ tak dobte kvuli siln¢jSimu elektrickému poli. Vznikaji tedy nanovldkna o
mensich rozmérech. ZvySenim aplikovaného napéti nad kritickou hodnotu mutze vést ke
vzniku koralkovitych vlaken (ovSem zalezi na slozeni a koncentraci roztoku). Vznik
takového vzhledu je pfipisovan zmenSeni rozméri Taylorova kuZele a zvySeni rychlosti

vytryskovani roztoku pro stejnou rychlost davkovani. (Haider et al. 2018)

Obrazek 3 A zobrazen ménici se tvar kapky se zvySujicim se napétim; B zobrazen mechanismus
efektu nabojiut na tvar kapky
Prevzato z (Haider et al. 2018)

Jiz vy$e zminény parametr, kterym je rychlost davkovani, oznacuje, s jakou rychlosti se do
elektrického pole vsttikuje polymer. S rostouci rychlosti davkovani se zvétSuji rozméry
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vlaken a dochdzi k vysSi porovitosti materidlu. V nekterych ptipadech muze byt nizsi
rychlost davkovani vice zadana, protoze pak bude dostatek ¢asu pro odpaireni rozpoustédla.
Pro kazdy polymerni roztok je nutné nalézt optimalni davkovaci rychlost. Naptiklad u
polystyrenovych vlaken zménou rychlosti davkovani muze dochazet k slabym zménam
v morfologii vlaken. Vyssi rychlost mtize vyustit v koralkovita vlakna, protoze neni dostatek

Casu pro spravné vysuseni vlakna pied dosazenim kolektoru. (Bhardwaj a Kundu 2010)

Jeden z dalsich zkoumanych parametrt je vzdalenost kolektoru od $pic¢ky jehly. Ménénim
této vzdalenosti je mozné kontrolovat rozméry vlaken a jejich morfologii. Pfi idedlni
vzdalenosti je dostatek Casu, aby se z leticiho vldkna stihlo vypatfit rozpoustédlo a vldkno
bylo schopné dopadnout na kolektor. Pokud je vzdalenost pfili§ velka, dochazi ke snizovani
vyrobnosti procesu. V piipad¢ piiliS malé zvldknovaci vzdalenosti jsou formovéna
nanovldkna s hor$i strukturou. Vliv tohoto parametru se 1i§i v zavislosti na sloZeni a
parametrech zvlaknovaciho roztoku. Napiiklad u fady polymert bylo pozorovano, ze pti
mensi vzdélenosti vznikaji hladkd vldkna. Naopak pro polysulfondty krat$i vzdalenost

znamena vytvofeni vlaken o mensich rozmérech. (Bhardwaj a Kundu 2010)

2.4.2 Parametry roztoku

nezanedbatelnych vlivii na proces EZ. Mezi parametry, které budou popsany, se tadi

koncentrace, molekulova hmotnost, viskozita, povrchové napéti a vodivost.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace ma zasadni vliv na rozméry vlaken. Pokud je koncentrace pfili$
mala, vliv elektrického pole spole¢né s povrchovym napétim zplisobi roztrzeni polymerniho
vlakna na vice segmentt jesté pred dosazenim kolektoru. Tyto fragmenty zpisobuji vznik
kapek a koralkovych vldken. ZvySovani koncentrace povede ke zvySeni viskozity
polymerniho roztoku a rstu priméru formovanych nanovldken. Pfi piekroceni optimalni
koncentrace mize byt obtizna az nemozna ejekce vlakna z kapky a vzhledem k vétsimu
propleteni polymernich fetézcti nedochazi ke vzniku kontinualnich vlaken. (Haider et al.

2018)

Dalsim dilezitym faktorem ovliviiuyjici EZ je molekuldrni hmotnost polymeru. Optimalni
rozsah molekulovych hmotnosti se 1i§i pro kazdy polymer s ohledem na rozvétveni fetézce
a také jeho naboj. Pii pouziti roztoku s niz§i molekulovou hmotnosti dochazi k tzv.
electrosprayingu nebo k formovani smési nanovldken a kapek. Stejné efekty byvaji
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pozorovany pii pouziti zvlaknovacich roztoka s vyssi molekulovou hmotnosti ale nizkou
koncentraci a tedy viskozitou. VSeobecné vede vyssi molekulova hmotnost k vyssi viskozité
roztoku. Prostorové usporadani, v tomto ptipad¢ spleteni fetézce, ma také zna¢ny vliv. Pravé
Vv takovém prtipad¢, kdyZ je roztok o nizsi koncentraci ale o vysoké molekulové hmotnosti,
tak to maze byt dostacujici k dosazeni potiebné viskozity pro ejekci vlaken. (Bhardwaj a

Kundu 2010)

Viskozita byla uz nékolikrat zminéna v souvislosti s ostatnimi parametry (molekulova
hmotnost, koncentrace), coz jen dokazuje dilezitost této vlastnosti polymerniho roztoku. Ta
také hraje vyznacnou roli v morfologii vlaken. Bylo zjisténo, ze s velmi nizkou viskozitou
nedochazi ke vzniku kontinualnich vlaken, zatimco s vysokou viskozitou se ztézuje ejekce
vldken z trysky. Pro proces EZ by pro kazdy roztok méla byt zajisténa optimalni viskozita.
Pii vyssi viskozit¢ nebo koncentraci polymerni roztoky tvoifi vice uniformni vldkna a

S vétsimi pramery. (Bhardwaj a Kundu 2010)

Neopomenutelny vliv ma i povrchové napéti. Rizné polymerni roztoky maji odli$né hodnoty
této veliCiny. Ta souvisi nejen s vlastnostmi zvlakiovaného polymeru, ale také s pouzitym
rozpoustédlovym systémem. Obecné plati, ze vySsi povrchové napéti zt€zuje, azZ znemoziuje
elektrostatické zvlakiiovani, protoze dochazi k nestabilité pii ejekci vldkna. Povrchové
napéti dokonce ovliviluje morfologii vldken. Piikladem muZe byt vznikani kapek,
koréalkovych vlaken ¢i hladkych vldken. V podstaté povrchové napéti urcuje spodni a horni
hranici vSech proménnych a konstant tak, aby vzniklo ono Zadané okno vhodné pro EZ.

(Bhardwaj a Kundu 2010)

Posledni parametr roztoku, ktery bude probiran v této bakalatrské praci je vodivost. Nabité
ionty Vv roztoku maji velky vliv na generovani vlaken z trysky. Vodivost totiz znacné
ovliviiyje tvar Taylorova kuzele a také velikosti nanovldken. S velmi nizkou konduktivitou
povrch kapky nebude mozné dostate¢né€ nabit, aby se mohl zformovat do Taylorova kuzelu.
Tudiz nebude dochézet k elektrostatickému zvladknovani. ZvysSeni vodivosti nad kritickou
hodnotu opét negativné ovlivni vznik kuzele. V piipadé voleni velikosti konduktivity mezi
kritickymi hodnotami bude s vys$8i vodivosti dochdzet k znatelnému zmenSeni pramért
vlaken. Také bylo zjisténo, ze pridanim iontovych soli, jako dihydrogenfosforecnan sodny,
1ze ziskat kvalitngjsi vlakna s pomérné malymi rozméry v rozmezi 200 az 1000 nm. Tento
zpusob pro zvyseni vodivosti roztoku lze pouzit naptiklad pro polymery jako je kolagen,
polyethylenglykol ¢i polyvinylalkohol. (Bhardwaj a Kundu 2010; Haider et al. 2018)
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2.4.3 Klimatické podminky

Jako posledni je dulezité brat v potaz i nezanedbatelné vlivy prostedi na proces zvlaknovani.

Mezi tyto vlivy patii vlhkost vzduchu a teplota okolniho prostfedi. Ty vyznamné ovliviiuji

zejména rychlost odparovani rozpoustédla. Vliv téchto podminek siln€ zavisi na pouzitém

rozpoustédle a také na zvladknovaném polymeru. Napiiklad pfi testovani vlivu teploty na

polyamidu 6 bylo prokazano, ze se zvySujici se teplotou je mozné dosdhnout vzniku vlaken

0 nizsich rozmérech. To je mozné vysvétlit tak, Ze s vyssi teplotou dojde ke snizeni viskozity

polymerniho roztoku. (Bhardwaj a Kundu 2010)

VIhkost prostfedi ma vliv nejen na pramér ale i jejich kvalitu a morfologii jejich povrchu.

Pii zvldknovani polystyrenu se ukézalo, Ze s vysokou vlhkosti se na povrchu vldknech

objevuji kruhové pory. Pii velmi nizké vlhkosti se rozpoustédlo vypatuje az s pozoruhodnou

rychlosti. OvSem tak velka rychlost vypafovani nemusi byt vzdy zadand, protoze mize

dochazet k zasychani polymerniho roztoku na generatoru vlaken. Podle nékterych zdroji je

1 mozné, ze zvySend vlhkost miize napomdhat k odstranéni naboje vzniklych vldken.

(Bhardwaj a Kundu 2010)

Tabulka 1 Shrnuti parametrii oviiviiujici proces elektrostatického zvidkiovani

Typ Parametr Efekt na morfologii vlaken

Parametry | Viskozita Nizka: generace koralkovitych vlaken

roztoku Vysoka: zvétsSeni rozméra vldken, zmizeni kapek
Koncentrace ZvétSeni  rozméri  vlaken se zvySujici  se
polymerniho koncentraci
roztoku

Molekulova vaha

roztoku

Se zvysujici se molekulovou hmotnosti sniZeni

tvotfeni kapek a koralkovych vldken

Vodivost

Mensi rozméry vldken se zvySujici se vodivosti

Povrchova napéti

Z4dny piimy vliv na morfologii vlaken
Vyssi povrchové napéti zplsobuje nestabilitu

vytrysku

Aplikované napéti

Zvysujici napéti snizuje rozmery vlaken
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Procesni | Vzdalenost mezi Generuji se koralkova vlakna s pfilis malou nebo
parametry | kolektorem a | prilis velkou vzdalenosti, je pozadovana minimalni

Spickou jehly vzdalenost pro uniformni vlakna

Feed rate/Flow rate | zmensSeni rozmért vlaken se s malym feed rate,

generovani koralkovych vldken s pfili§ vysokym

flow rate
Parametry | VIhkost Vysoka vlhkost vyustuje ve vznik poérovitych
prostredi vldken
Teplota Zvyseni teploty ma za nasledek zmenseni rozméra
vldken

Prevzato z (Bhardwaj a Kundu 2010)

2.4.4 Vliv procesnich parametri na vlakna obsahujici silk fibroin

Podle dostupné literatury jednim z nejvice ovliviiujicich parametra je koncentrace roztoku.
Pti zvlaknovani roztoku silk fibroinu (SF) o koncentraci od 8 az do 14 % pfi 15 kV a 25 °C
se ukazalo, Ze pro piipad nizké koncentraci (8 %) se namisto vlaken spiSe formovaly kapky.
Ziskana vlakna nebyla uniformni a primér se pohyboval kolem 72 nm. Experiment také
ukazal, ze pti zvlaknovani roztoku s koncentraci SF nad 8 % se formovala kontinuélni vldkna
bez ohledu na velikost pouZzitého napéti. Pfi koncentraci nad 10 % se pramér vldken
pohyboval v rozmezi 60-450 nm. Experimenty ukazaly trend, Ze se zvySujici se koncentraci

se zvétsuji pruméry vlaken. (Mohammadian a A.K. 2012)

V porovnani s vlivem koncentrace pouzité napéti nezpusobuje tak znatelné zmény
v rozmérech vlaken. Pfi zvlaknéni roztoku SF o koncentraci 10, 12 a 14 % se pouzilo napéti
o velikosti 10, 15 a 20 kV pfti 25 °C. Podle vysledku experimentu se pfedpoklada, Ze s vyssi
teplotou a vys$§im aplikovanym napétim dochézi k rozdéleni vytrysku vldkna, tudiz dochazi

ke snizeni priméru vlaken. (Mohammadian a A.K. 2012)

Pti studovani vlivu teploty procesu EZ se ukézalo, Ze pfi teploté 75 °C byly ziskana rovna
vlakna, zatimco pfi teploté 25 °C vldkna méla hladky povrch a tvoftila kruhové uspotradani.
Pii této teploté se pruméry vlaken pohybovaly v rozmezi 100 az 300 nm S nejcastéjSim
rozmérem 180 nm, pii teploté¢ 75 °C se primeéry vlaken pohybovala v rozmezi 500 az

4100 nm s nejcastéjsim rozmérem 1100 nm. Na zakladé¢ téchto vysledkl bylo usouzeno, Ze
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se zvySujici se teplotou se zvétSuje rozmezi i nejCastéjsi hodnota primérd vlaken.

(Mohammadian a A.K. 2012)

2.5 Polymery vhodné pro elektrostatické zvlaknovani

Polymerti, které se daji pouzit pro proces elektrostatického zvldknovani, je celd tada.
V pribéhu let se uspésné podaftilo zvlaknit vice nez 200 riznych polymert a jejich smési.
Ty musi mit spravné vlastnosti a byt schopny vytvofit vldkna submikroskopickych a mensich
rozmérd. Mezi takové patii pfirodni, syntetické, ¢i kombinace obou polymerti. Pro
zvlakiiovani je mozné pouzit 1 smeési, které v sobé obsahuji naptiklad proteiny,
aminokyseliny a polysacharidy. Zvlaknovani smési polymeri se vyuziva pro zlepSeni
zpracovatelnosti obtizné zvlaknitelnych latek nebo pro dosazeni optimalnich vlastnosti

nanovlaken vzhledem k jejich aplikaci. (Bhardwaj a Kundu 2010)

2.5.1 Ptirodni a syntetické polymery

V porovnani se syntetickymi polymery ty pfirodni vykazuji lepsi biokompatibilitu a Casto
mensi imunitni reakci organismu pii medicinskych aplikacich. Pro tyto vlastnosti jsou také
Vv Iékafstvi hojnéji vyuzivany. Jednou z hlavnich vyhod piirodnich polymert je bioaktivita a
schopnost podporovat adhezi a proliferaci bun¢k. Ta byla pozorovana zejména v piipadé
proteinii  nesoucich sekvenci aminokyselin RGD (neboli arginin, glycin a kyselina
asparagova) ve svém fetézci. V poslednich letech se spiSe zaaly preferovat ptirodni
polymery. Jako zastupce lze zminit kolagen, chitosan, Zelatina, kasein, silk fibroin, chitin

atd. (Bhardwaj a Kundu 2010)

Syntetické polymery mohou nabizet nékteré vyhody oproti ptirodnim. Napiiklad pomoci
riznych uUprav je snazS§i dosahnout cilenych vlastnosti. Syntetické polymery také Casto
poskytuji lepsi mechanické vlastnosti. Jako konkrétni ptiklad 1ze zminit pevnost ¢i urcita
rychlost degradace. Bézné syntetické polymery pouzivané v biomedicinskych aplikacich
jsou hydrofobni a biodegradabilni polyestery, jako napiiklad kyselina polyglykolova,
kyselina polymlécna a polykaprolakton (Bhardwaj a Kundu 2010). Degradace
polykaprolaktonu se pohybuje kolem 2 az 3 let (Li a LaBarbera 2017).
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2.5.2 Silk fibroin

Tento protein patii mezi bézné pouzivané polymery ke zvladknéni. Jelikoz se jednd o jeden z
hlavnich polymer pouzitych pro tuto bakalarskou praci, je mu vénovéna samostatna

kapitola, ve které je popsan vice detailné¢.

2.5.3 Kolagen

Kolagen je jeden z velmi ¢asto vyskytujicich se polymert v naSem téle. Tento skleroprotein
spiSe nezplisobuje imunitni reakci organizmu, a pravé proto se velmi Casto vyuZziva
v tkanovém inZenyrstvi, ve kterém se pouziva na testovani in vitro a in vivo. Tvofii zakladni
strukturni prvek extracelularni matrixe a jeho hlavni funkci je fungovat jako strukturalni

podporu tkang. (Bhardwaj a Kundu 2010)

2.5.4 Kyselina hyaluronové

Hyaluronové kyselina (HA) je linearni polysacharid, ktery se sklada z opakujici se kyseliny
glukuronové a N-acetylglukosaminu. HA je jeden z hlavnich komponentd extracelularni
matrixe spojovaci tkan¢ a ma spoustu diileZitych biologickych funkci. Tento polysacharid se
da pouzit jako molekularni sito, podporna struktura pro kolagenové vlakna a diky své skvélé
biokompatibilité a biodegradabilité se i velmi hojné vyuziva v biomedicing. Casto se pouziva
napiiklad v tkanovém inZenyrstvi, pro dopravu 1éciv 1 pii 1écbé artritickych symptomi. Pro
svou vyssi viskozitu, povrchové napéti a schopnosti retence vody HA nepatii mezi jednoduse
zvlaknovani, protoze v pribéhu letu vladkna ke kolektoru nemusi dochéazet k uplnému
vypateni rozpoustédla. To pak ma negativni vliv na morfologii vlaken a strukturu celkového
materialu. Z téchto diivodi se ke zvlaknéni HA vyuziva metoda tzv. electroblowing. Tato
metoda v podstaté kombinuje pouziti proudu vzduchu a elektrostatického zvlaknovani. (Um

et al. 2004; Bhardwaj a Kundu 2010)

3 Chemikalie

Pro celou tuto praci jsou stézejni dveé latky. Mezi ty patii silk fibroin a polykaprolakton.
Jelikoz se v hedvabném vlakné spole¢né se silk fibroinem do zna¢né miry vyskytuje i sericin,
je mu v této Casti taktéz vénovana pozornost. Nasledujici kapitola se zaméfuje na popis

vlastnosti, struktury a dalSich parametrii téchto polymeri.
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3.1 Silkfibroin

Silk fibroin patii do skupiny pfirodnich proteint. Tento fibroin je produkovan fadou riznych
druht hmyzu. Mezi nejznaméjsi zastupce patii bourec morusovy (dale pak BM). Kokony od
tohoto no¢niho motyla se pouzivaji pro pfipravu hedvabi témét 500 let. Mezi hlavni diivody
pro hojné uplatnéni SF patii jeho unikatni vlastnosti jako je vysoka odolnost, elasticita,

biokompatibilita a dalsi. (Sasithorn et al. 2016)
3.1.1 Hedvabné vlakno

Rtizné druhy fibroinovych vlaken tvofii, krom jiz zminéného bource morusového (Bombyx
mori), také pavouci, Skorpioni, véely a roztoéi. Ty jsou ukazany na obrazku 4 A. Navzdory
nékolika moznostem je nejvyhodnéjsi odebirat vlakno pravé od BM. Z jednoho kokonu je
mozné ziskat 600 az 1500 metrd, coz je v porovnani s pavoucimi vladkny, ze kterych se da
ziskat pfiblizn€ 150 metrli, znac¢ny rozdil. Dal$i nevyhodnou vlastnosti pavoucich vlaken je
jejich heterogenita. Z téchto divodt se pro textilni primysl vyuzivaji vlakna ziskané
prevazné od BM. Murami produkované hedvabi je mozné rozd¢lit na tzv. mulberry a non-
mulberry. Prvni zminé€né, a také vice kvalitni, vytvaii pravé bourec morusovy, druhy typ je

pak produkovan motyly ¢eledi martinacovitych. (Kundu et al. 2013)

Tato hedvabna vlakna ziskana z kokonli bource moruSového se skladaji ze dvou hlavnich
proteint: silk fibroin (obvykle 72 az 81 hm%) a sericin (19 az 28 hm%), zbytek tvoii tuk s
voskem (0,8 az 1 %) a barvivo s popelem (1 az 1,4 %) (Nguyen et al. 2019). Prufez vlakna
by se dal popsat jako dva rovnostranné trojuhelniky pfiloZené jednou stranou k sobé a
obklopené obalem. Snimek vldkna je mozné vidét na taktéz na obrazku 4 C. Tyto vnitini
utvary tvoii SF vlakna a zminény obal je tvoren sericinem. Sericin v tomto piipadé slouzi
jako lepidlo drZici vnitini objekty i kompletni hedvabnéa vlakna pohromadé (Padamwar a

Pawar 2004).

Popsané SF filamenty jsou tvofené nanovlakny, které méti v priméru 3 az 5 nanometrd a
tvoii zdkladni stavebni bloky hedvabného vldkna. Mezi sebou velmi silné reaguji a skladaji
se do vétsich vldkennych jednotek (mikrofibrily), které v praiméru méti 20 az 200 nm.
Mikrofibrily se spole¢né s nanovlakny uspotadavaji paralelné do SF filamentd, a prave toto
uspotradani v prostoru a silné vzajemné interakce zptsobuji skvélé mechanické vlastnosti.
(Nguyen et al. 2019). SF filamenty se skladaji jak z krystalickych, tak amorfnich domén.

Charakteristickym znakem pro amorfni ¢ast je piitomnost aminokyselin s vétSimi
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postrannimi fetézci. Naproti tomu krystalické domény obsahuji vysoky podil alaninu,

glycinu a serinu. (Padamwar a Pawar 2004).

A. nejbéznéjsi zdroje hedvabi B. bourec morusovy s kokony

C. kompozite hedvabného vlldkna D. sekvence aminokyselin E. semikrystalické uspoFédéni
- | /\1/\/'\/\{,'\/»4\/\)\/
" f g
o 1 et o
i i [ i B-sheet
(\/\/ \/\/\/u\(\(\/ e
i o Vlakno Amorfm retezec

Obrdzek 4 A populdrni zdroje (1) Nephila clavipes, (2) Araneus diadematus, (3) Antheraea pernyi, (4) Samia cynthia ricini,
(5) Bombyx Mori; B BM a kokony; C silk fibroin a sericin; D vodikové miistky mezi aminokyselinami; E Nanofibrily
z krystalii

Prevzato z (Nguyen et al. 2019)

3.1.2 Prirodni zdroj

Tento protein se tvofi ve slinnych Zlazdch ¢lenovcl zminénych vyse. Béhem jejich
metamorfozy se SF spiede do vldken, které se mohou uspotéadat naptiklad do tvaru kokonu
(Kundu et al. 2013). Na obrazku 4 B je mozné vidét bource morusového a popisované

kokony.

3.1.3 Chemické sloZeni a struktura

Molekulova hmotnost SF se vétsinou pohybuje v rozmezi 200 az 350 kDa. Tento protein se
sklada z dvou fetézct, které jsou spojeny disulfidovou vazbou. Prvni z nich, t€zs8i fetézec
(H), mize mit az 390 kDa, zatimco druhy a zaroven leh¢i (L) fetézec ma pouhych 26 kDa.
K hlavnimu fetézci je také nekovalentné pfipojeny glykoprotein S nazvem P25, jehoZz
molekulova hmotnost dosahuje 30 kDa. Pomér H-fetézce, L-fetézce a P25 je piiblizné 6:6:1.
Jiz zminény hydrofobni t€z$i fetézec tvoii vétSinu SF a skladé se z aminokyselin, jako jsou
glycin (46 %), alanin (30 %), serin (12 %), tyrosin (5,3 %), valin (1,8 %) a dalsi (Asakura

2021). Naproti tomu hydrofilni leh¢i fetézec obsahuje mensi mnozstvi aminokyselin, mezi
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néz patii alanin (14 %), serin (10 %) a glycin (9 %) (Nguyen et al. 2019). Mezimolekulové

interakce mezi sekvencemi aminokyselin v SF jsou znazornény na obrazku 4 D.

Hydrofobni domény v H-fetézci obsahuji glycin, opakuji se a diky vy$§imu poméru alaninu,
glycinu a piitomnosti polyalaninovych bloki mohou vytvéret antiparalelni strukturu beta-
skladaného listu. Naopak L-fetézec je hydrofilni a pomérné elasticky. Non-mullberry
hedvabi obsahuje pfedev§im H-fetézec, naopak L-fetézec a P25 se v ném prakticky
nevyskytuji. Kviili odliSnostem v chemickém slozeni se non-mullberry a mullberry hedvabi
znaén¢ lisi v mechanickych vlastnostech, bioaktivit¢ a degradaci. Jako ptiklad chemické
odlisnosti Ize zminit odliSny pomér zasaditosti a kyselosti, poldrnosti a nepolarnosti,
hydrofility a hydrofobity (Kundu et al. 2013). Na obrazku 4 E je zobrazeno vlakno, amorfni
fetézec a zvétSeny krystal v prostorovém uspotfadani beta-skladaného listu. Celkovy pohled

na prostorové usporadani silk fibroinu je mozné vidét na obrazku 5.

N-konec

[B-skladany list
H-fetézec L-retézec

Obrazek 5 Struktura silk fibroinu
Prevzato z (Tomeh et al. 2019)

3.1.4 Mechanické vlastnosti

Mezi jedny zklicovych vlastnosti SF patii mechanicka pevnost. Napiiklad material
obsahujici SF s pouzitim v tkdnovém inzenyrstvi musi mit stejnou pevnost jako cilova tkan.
Tato vlastnost ma také ptimy vliv na stabilitu a degrabilitu polymeru. BéZnym zplisobem,
jak dosahnout vyssi tuhosti, je pouziti sitovacich ¢inidel, ty vSak mohou vykazovat

nezadouci cytotoxicitu. (Tomeh et al. 2019)

3.1.5 Biokompatibilita

Biokompatibilita tohoto polymeru se testovala pfedev§im v poslednich dvou dekéadach.

Vétsina odborné literatury se shoduje, ze SF prokazal velmi dobré biokompatibilni vlastnosti
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a jen minimalni imunitni reakce organismu v porovnani napiiklad s kolagenem. Hojné
pouzivani tohoto proteinu v medicin€ jen prokazuje jeho skvélou kompatibilitu s riznymi
bunénymi liniemi, jako jsou hepatocyty, osteoblasty, fibroblasty atd. Podle dostupné
literatury se Casto pro zpracovani SF pouzivaji organickd rozpoustédla, jako je metanol ¢i
etanol. Tento postup vede k zesitovani proteinu do usporadani alfa-helix nebo beta-
skladaného listu. OvSem tato rozpoustédla mohou mit zanétlivé ucinky. Aby se predeslo
moznym nezadoucim reakcim organismu, pouzivaji se procesy bez téchto rozpoustédel.

(Tomeh et al. 2019)

3.1.6 Degradabilita

Piestoze velmi dobra biodegradabilita je pro SF vyznacnd, degradabilita hraje
neopomenutelnou roli v klinickych aplikaci. Degradabilita zpisobuje nachylnost tohoto
polymeru vii€i proteolytickym enzymim a muze byt regulovana zménou molekulové

hmotnosti, stupném krystalinity, zménou morfologie ¢i sitovanim. (Tomeh et al. 2019)

3.1.7 Vyuziti nanovlikenné smési SF v tkanovém inZenyrstvi

Pro uspéSnou nahradu casti lidského téla je zapotiebi spravnd komunikace mezi tkani a
implantovanym materidlem. Tyto poZadavky kladou na biomaterial zna¢né naroky a Casto
se pro lepsi vysledné vlastnosti materidlu SF misi s dalSimi polymery tak, aby vyhovél
naroklim cilené tkan€é. Kompozity obsahujici SF se mohou aplikovat na vaskularni, kozni,

kostni, nervovou tkan a spoustu dalsich. (Kundu et al. 2013)

Jednou z moznych tkani pro aplikaci SF materialu je vaskularni tkan. Tento material se
klinicky pouziva pfi 1é€bé aneurysma a na stehy. Velmi dulezitym pozadavkem pro
vytvareni cévni podplirné struktury je, aby aplikovany material byl schopny vydrzet zmény
krevniho tlaku a cyklické natahovani. Vyhodou SF materialu je, Ze ma anti-tromboticky
povrch, dobrou rezistenci vii¢i vysokému smykovému namahéani a odolnost proti krevnimu
tlaku. Zvlaknovanim se z SF podaftilo pfipravit tubularni nahrazku cévy o délce 3 mm a
tloust'ce 0,15 mm, ktera ma pramérnou pevnost v tahu 2,42 MPa. Podle citované literatury
seu 2 ze 3 pacientl po aplikovani SF materialu pro 1é€bu aneuryzma ukazuji slibné vysledky.

(Kundu et al. 2013)

Dal$i moznym pouziti SF materidlu je pro hojeni koZni tkdné. Kiize ma omezenou schopnost

sebeléceni, coz je jeden z diivodu pro zdjem o aplikaci medicinalniho materialu na tuto tkan.
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Lidska ktze dospélého cloveéka se sklada z dvou hlavnich vrstev. Prvni je epidermis
obsahujici keratin a druhou dermis, ktera pfedevsim obsahuje kolagen. Material obsahujici
SF podporuje keratinocyty a fibroblasty, ovSem komplexni struktura nativni tkan¢ vyzaduje
kompozitni tkanové nosice. Pro tento ucel se SF nanasi s kolagenem, ktery zlepSuje adhezi
arist keratinocytii. Dal$i pouzivané kompozity pro aplikaci na kozni tkan jsou nanovlakenné

materialy obsahujici kombinaci SF a chitinu nebo SF a kolagenu. (Kundu et al. 2013)

Vyzkum regenerace tkdn¢ pomoci nanomaterialt se provadi i na osteoblastech. Kost slouzi
jako opora téla a sklada se z kalcifikované extracelularni matrixe, Ktera hlavné obsahuje
kolagen typu I a hydroxylapatit. Tudiz tkanovy nosi¢ pro kostni tkan musi zarucit
dostate¢nou matrixovou pevnost. Pro pfipravu materidlu s takovymi podminky je SF velmi

vhodny pro své mechanické vlastnosti a biokompatibilitu. (Kundu et al. 2013)

Pro regeneraci nervové tkané se vyuZzivaji kompozity z SF a chitosanu. MenSi poranéni je
nervové soustavy je nutno zasdhnout operativné. Pro tyto Gcely se mohou pouzit tkdiiové
nosice. SF podporuje viabilitu spinalniho ganglionu a Schwannovych bunék bez ovliviiovani
jejich fenotypu a funkci. Pfi testovani na krysach se ukazalo, ze kompozity ze SF a chitosanu
jsou schopny pfemostit otvor o délce 10 mm, ktery vznikd jako defekt sedaciho nervu.
Dtlezitou roli v regeneraci nervové tkdné hraje predev§im mikro architektura tkanového

nosi¢e. (Kundu et al. 2013)

3.2 Sericin

Sericin je protein, ktery tvoti BM spole¢né s SF pii produkci hedvabného vldkna. V tomto
vlakné je obsazeny v mensi mife nez silk fibroin (pfiblizné z 20 az 30 %). Hlavni podstatou
sericinu je obalit SF a drzet tak vnitini struktury a vznikla vlakna pohromadé. Hedvabné
vlakno je diky pfitomnosti sericinu tuhé a tvrdé. Po jeho odstranéni se vlakno stane lesklym

a m&kkym. (Padamwar a Pawar 2004)

3.2.1 Struktura

Tento protein se sklada z 18 riznych aminokyselin, z kterych je nejvice zastoupeny serin
(32 %), v mensi mife také obsahuje glycin a kyselinu asparagovou. Sericin se nejcastéji

vyskytuje v amorfnim globularnim uspofadani. V této konfiguraci je také nejlépe rozpustny.

Ovsem také se muze vyskytovat v sekundarni struktufe beta-skladaného listu, ktera je uz
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haie rozpustitelna. Uspofadani lze ovlivnit zménou lici teploty. Pfi nizsi teploté bude sericin

spise tvofit sekundarni strukturu beta-skladaného listu. (Padamwar a Pawar 2004)

3.2.2 Rozdéleni

Studie za pouziti gama zafeni prokazaly, Ze sericin v hedvabném vlakné tvofi tfi vrstvy, které
se li§i svym prostorovym uspotradanim vlaken. Nejvnitingjsi vrstva je standardné tvotena z
podéIné smétujicich vldken, stiedni vrstvu tvorii kiizoveé jdouci vldkna a vnéjsi vrstva se
sklada z vlaken smeétujicich ve sméru hlavniho vlakna. Sericin tvofici jednotlivé vrstvy lze
také charakterizovat na zékladé rozpustnosti na tfi typy. V dostupné literatuie jsou
pojmenovany jako sericin A, sericin B a sericin C. Sericin A tvofici nejzevnéjsi vrstvu
obsahuje 17,2 % dusiku spole¢né s aminokyselinami, jako je serin, threonin, kyselina
asparagova a glycin. Nejvice zastoupené aminokyseliny je mozné vidét na obrazku 6. Mezi
nejtypictéjsi vlastnosti tohoto typu patii jeho nerozpustnost v horké vod¢. Sericin B tvofri
stitedni vrstvu a obsahuje 16,8 % dusiku. Nejspodnéjsi vrstvu, a tedy vrstvu nejblize k SF,

tvoii sericin C. Sericin C je nerozpustny v horké vodé¢ a Ize ho od SF odstranit pfidanim

horké zfedéné kyseliny nebo alkalii. Tento typ také obsahuje siru a 16,6 % dusiku.
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Obrazek 6 chemické vzorce sericinu, serinu, glycinu a kyseliny asparagova
Prevzato z (Ross et al. 2017)

3.2.3 Vlastnosti

Molekulova hmotnost sericinu zavisi na zpiisobu ziskani. Pfi extrakci sericinu gelovou

elektroforézou za pouziti horké vody je molekulovd hmotnost 24 000, ovsem pii pouziti
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metody sprejového suseni lze ziskat sericin s molekulovou hmotnosti vV rozmezi 5 000 az
50 000. Dalsi moznosti je pouziti enzymu, diky kterym se da ziskat sericin o molekulové
hmotnosti 300 az 10 000. Tento protein se také da extrahovat za pouziti vodného roztoku

mocoviny pii teploté 100 °C. (Padamwar a Pawar 2004)

Dalsi vlastnosti hodnou zminéni je rozpustnost. Jak uz bylo uvedeno vyse, rozpustnost
sericinu klesa v pfipad¢ uspofddani proteinu do struktury beta-sklddaného listu. Tuto
vlastnost Ize ovlivnit pfidanim napiiklad polyakrylamidu ¢i formaldehydu, kdy dojde
K jejimu snizeni. V ptipadé usporadani do globularni struktury Ize tento protein rozpustit
Vv horké vodé. Pokud teplota klesa, sericin pfechazi do konformace beta-skladaného listu a
do formy gelu. Tato vlastnost umoziuje pouziti metody sol-gel, pro kterou je podstatna
snadna rozpustnost ve vod¢ pfi teploté 50 az 60 °C. Pfi chlazeni se opét navrati do formy

gelu. (Padamwar a Pawar 2004)

3.2.4 Pouziti

Sericin nachazi své uplatnéni v mediciné a kosmetice. Diky své elasticité a pevnosti v tahu
spolecné s ptirozenou afinitou ke keratinu se primarné vyuziva pro zasivani ran. Soucasné
se tento protein s vysokou biokompatibilitou a pfirozenou odolnosti vii¢i infekcim vyuziva

jako koagulant pro hojeni ran. (Ersel et al. 2016)

Pti pouziti v kosmetice se prokazal jeho pozitivni vliv na elasticitu kiize a n€kolik proti-
starnoucich G¢inkl. To je mozné diky minimalizaci ztraty vody z kiiZe. Pfitomnost sericinu
zvySuje hydroxyprolin v stratum corneum, coZ je nasledovano poklesem impedance kize, a
to zpusobi zvySeni vlhkosti kize. Minimalizovat ztratu vody a navratit kGizi pfirozenou
vlhkost, kterou udrzuji ptirodni zvlh¢ujici faktory, lze také provést pridanim poloxamert a

uhli spolecné se sericinem do gelu. (Padamwar a Pawar 2004)

3.3 Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) je alifaticky polyester. Diky svym biodegradabilnim a
biokompatibilnim vlastnostem se t&$i znacného pouziti v medicin€. Nejcastéji se vyuziva
vV podobé nanovldkennych vrstev pro tkanové inzenyrstvi, které se piipravuji
elektrostatickym zvladkinovanim. Dal§i moznosti pro jeho vyuziti je doprava 1éCiv v
organizmu. Konkrétné se nanovldkna z PCL mohou pouzit pro kostni, kardiovaskularni,

nervovy a kozni tkanové inzenyrstvi. (Janmohammadi a Nourbakhsh 2019)
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3.3.1 Priprava

PCL se tradi¢né pripravuje reakci ROP (v angli¢ting ring-openning reaction), ktera se bézné
vyuziva k syntéze biodegradabilnich polymert, jako je pravé PCL. V kinetickém prib¢hu a
mechanizmu se tato reakce podoba fetézcoveé 1 stupnovité polymeraci. Mezi podobné prvky
s fetézcovou polymeraci patii rozdéleni pribéhu mechanizmu do iniciace, propagace a
terminace. OvSem zpisob pfipojeni monomeru je stejny jako u stupiiovité polymerace.
Jednim z rozdilti mezi ROP a stupnovitou reakci naptiklad je, ze monomer a vétsi polymer
spolu nereaguji, jak se tomu dé&je u stupnovité polymerace. Jako odliSnosti mezi ROP a
fetézcovou polymeraci lze naptiklad zminit, Ze iniciace a navazujici kroky mohou probihat
stejné rychle. Z tohoto diivodu se ROP neda oznacit za fetézovou reakci z hlediska kinetiky.
(Macchione et al. 2021)

Béhem této reakce dochazi k rozpojeni fetézce e-kaprolaktonu. Jako jeden z moznych
katalyzatord se pouziva 2-ethylhexanoat cinaty, ovSem je mozné pouzit celou fadu dalSich
katalyzatori (Labet a Thielemans 2009). Na obrazku 7 je zobrazeno jednoduché schéma
ROP kaprolaktogu.

0
Katalyza I

- " L UHQGHEEHECHEGHEC-_D+-
Teplo i

Kaprolakton PCL

Obrazek T otevrieni retézce kaprolaktonu a vznik PCL
Prevzato z (Jiang a Zhang 2017)

3.3.2 Vlastnosti

Tento polymer je charakteristicky pro svou vysokou biodegradabilitu, velmi nizkou teplotu
tani (60 °C) a teplotou skelného ptechodu o hodnoté -60 °C. Prokazalo se, ze PCL je mozné
rozlozit za puasobeni aerobnich i anaerobnich organizmi, které jsou velmi rozSifené
Vv riznych ekosystémech. Tento polymer lze také rozlozit naptiklad za plisobeni lipaz nebo
esteraz. OvSem tato schopnost zavisi na molekulové hmotnosti PCL a stupni krystalinity.
Rychlejsi degradace byla pozorovana v amorfnich usecich. Vyssi biodegradability lze

dosahnout kopolymerizaci s alifatickymi polyestery. Diivodem, pro¢ je toto mozné provést,
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je fakt, ze kopolymery maji z pravidla nizsi krystalinitu nez homopolymery a jsou tak
snadné&ji rozlozitelné. (Tokiwa et al. 2009)

3.3.3 Vyuziti nanovliken ve smési s polykaprolaktonem v tkaiiovém inZenyrstvi

Jak jiz bylo zminéno vyse, PCL se hojné¢ vyuzivd v medicin€é. Pro jednotlivé odvétvi
uplatnéni se hodi rizné vlastnosti, a proto se PCL smichdva i s jinymi polymery, aby téchto
pozadovanych charakteristik bylo dosazeno (Safaeijavan et al. 2014). Tato kapitola se
zaméfuje na strucny popis pouziti PCL v riznych smési pro tkanové inZenyrstvi, jehoz

jednoduché schéma je ukdzano na nasledujicim obrazku 8.
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Obrazek 8 Strucné schéma vyuziti elektrostaticky zvlaknéného polykaprolaktonu v tkariovém inZzenyrstvi.
Prevzato z (Janmohammadi a Nourbakhsh 2019)

Jedna z konkrétnich moznosti aplikaci je pouziti v kostnim tkanovém inzenyrstvi. Kost
V naSem téle plni roli pevné mechanické opory a pomaha pti dodavani vapniku a fosfatl do
organismu. Nanovldkenny materidl, ktery je vyvijen pro rekonstrukei kostni tkané, musi mit
pro tento ucel vhodné vlastnosti. Pro vyrobu metodou EZ se ¢asto pouziva smes PCL a
nanohydroxyapatu. PCL pfedstavuje vhodny materidl diky svym mechanickym vlastnostem
a moznosti upravit rychlost degradace. Pro zlepSeni antibakterialnich vlastnosti se piidava

tetracyklin hydrochlorid, ktery v§ak ve vét§im mnozstvi miize byt pro buiiky toxicky. Ovsem
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spravna davka a na spradvném misté muize zamezit lokdlni infekci kostni tkané. Jednou
z dalsich moznosti pro pfipravu tkanového nosic¢e pro osteoblasty je naptiklad smés PCL

a oktakalcium hydrochloridu. (Janmohammadi a Nourbakhsh 2019)

Dalsi mozné pouziti v medicin€ je pfiprava nosice pro kardiovaskuldrni tkan. To zahrnuje
opravu a rekonstrukci cév, srde¢ni chlopné, a dokonce i celého srdce. Za Gcelem lepsich
hydrofilnich vlastnosti se na tento material z PCL aplikuje povrchova uprava kyslikovou
plazmou. Jako konkrétni ptiklad se d& popsat aplikace na srdeCni tkan, pro kterou je nejlepsi
pouzivat kombinaci pfirodnich a syntetickych polymert. Za t€mito ucely se elektrostaticky
zvlaknuji smési PCL a Zelatiny, nebo je mozné pouzit smés kyseliny poly(L-mlé¢né) s PCL
a kolagenem. Po testovani zminéné kombinace se ukdzalo, ze tkanové nosice s obsahem
kolagenu vytvareji vhodné&;jsi strukturu pro cévy, nez smés PCL a Zelatiny. Z toho vyplyva,
ze tkanové nosice obsahujici kolagen v porovnani s Zelatinou projevuji slibnéjsi vysledky.

(Safaeijavan et al. 2014)

Jiné vyuZiti PCL je mozné najit pro ptipravu tkaniovych nosict pro nervovou tkan. Nervovy
systém je jeden z nejdilezitéjSich systémut v organismu, ktery pii poskozeni mtize ovlivnit
funkeci celého téla. Diky pokroku v tkdflovém inZenyrstvi je mozny novy ptistup k nahrazeni
a opraveni poskozené tkané. Po UispéSné aplikaci materidlu lze pozorovat podpofeni ristu
nervovych bun€k a pfedchazeni vzniku fibrildrnich jizev. Tkanové nosice byly vytvoreny
elektrostatickym zvlaknovanim poly(L-laktid-co-e-kaprolaktonu), ktery v sobé obsahuje
PCL a kyselinu polymlécnou. Pro lepsi stimulaci riistu nervové tkané se ke koaxidlnimu
tkanovému nosi¢i pfidava glykoprotein laminim. Dal§i moznosti je pfipravit material ze

smési PCL a chitosanu, nebo PLCL a kolagenu. (Kijenska et al. 2014)

Jako posledni mozné pouziti PCL v této bakalatské praci bude popséana aplikace v koZznim
tkanovém inZenyrstvi. KiZze, povazovana za nejveétsi organ, ma funkci prvni bariéry, ktera
chrani organismus pied okolnim prostiedim a udrzuje jeho integritu. Zadany material se
pfipravuje z kompozitu obsahujici PCL, Zelatinu a kolagen typu 1. Tato smés prokézala
skvélé vlastnosti pro uZiti v koznim tkdilovém inZenyrstvi a hojeni poranéni. Projevila se jeji
dobra biokompatibilita a bunécné testy také ukazaly skv€lou proliferaci a bunéénou adhezi

u tkdnovych nosicl obsahujici kolagen. (Gautam et al. 2014)
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4 Regenerace jater

Regenerace jater je velmi podstatny proces pro spravnou funkci organismu. Obnoveni a
hojeni jaterni tkané se sklada z fazi iniciace, proliferace a terminace. Procesy jako proliferace
a buné¢ny rist se daji podpotit stimulaci cytokiny a rastovymi faktory (HGF a TGF — alfa).
(Fujiyoshi a Ozaki 2011)

4.1 Molekularni mechanismus regenerace jater

Jatra se skladaji z n€kolika typt bunc¢k. Mezi ty patii hepatocyty, Kupfferovy buiiky,
endotelialni vystelka sinusoid, Itovy buniky a kmenové buiiky. Tyto buiiky vytvari komplex,
Ktery iniciuje interakce uvnitf jater. Takto dobfe organizovana sit' je funkéné spojena
S organy, jako je Stitnd zlaza, nadledviny, slinivka bfi$ni, duodenum a autonomni nervovy
systém. Zminéné nejaterni organy a systémy vyuzivaji hormony pro synchronizovanou
spolupraci, regulaci funkci a chovani jater i jaternich bun¢k. Mezi hormony, které maji

zminény vliv, patii insulin, glukagon, trijodthyronin, noradrenalin, somatostatin a rastové

faktory. (Fujiyoshi a Ozaki 2011)

Mezimolekularni interakce mezi jaternimi buikami jsou zprostfedkovany rastovymi faktory
(HCG, TGF — alfa a IFN-gama). Tento nezavisly kontrolni systém dosahuje piesné a razné
regulace regenerace jater. Rustové faktory a cytokiny maji schopnost okamzité¢ a
synchronizované evokovat rtizné bunécné pochody, které jsou nezbytné pro jaterni
regeneraci. Casovy vyvoj specifickych aktivovanych signalnich cest béhem regenerace
muze byt rozdéleny na tfi faze. Prvni fazi je iniciace, druhou pak proliferace a posledni
terminace. V kazdé fazi byly zpozorovany charakteristické bunééné a molekularni dgje.

(Fujiyoshi a Ozaki 2011)
4.1.1 Iniciace

.....

stimulanti paisobi LPS, C3a, C5a a ICAM. Poté za¢ne produkovani a vylucovani TNF-alfa.
Tento faktor nadorové nekrozy nasledné autokrinné aktivuje Kupfferovy bunky, které
obsahuji receptor TNFR1. Vznika signalni draha, ktera s pomoci NF-kB stimuluje expresi
genu Interleukin-6 (IL-6). Ten je schopny se vazat na receptory hepatocytl, coz vyvolava
vznik signalu k proliferaci. Nedostatek IL-6 genu vede k poskozeni regenerace jater, které

muze az vyustit v jaterni nekrézou a selhani organu. (Fujiyoshi a Ozaki 2011)
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4.1.2 Proliferace

Proliferace se d4 jinak oznacit jako rychlé a opakované mnoZzenti, pti kterém bunky vykazuji
vysokou mitotickou aktivitu (Poté&sil et al. 2006). Proliferace piedevsim zavisi na signalizaci
rustovych faktort. Mezi né€ spada HCG, ktery je predev§im vytvafen Itovymi bunkami. Pti
navazani tohoto hormonu na tyrosinkindzovy receptor hepatocytli dojde ke spusténi
proliferace a rastu bunék. Proces proliferace velmi zavisi na interakci mezi hepatocyty a
neparenchymalnimi bunikami (Kupfferovy bunky, endotelidlni vystelka sinusoid, Itbovy
buriky). Tyto interakce jsou vedeny pies cytokiny, jako je TNF-alfa a IL-6 (Fujiyoshi a Ozaki
2011).

4.1.3 Terminace

Faze terminace regenerace jater neni tolik prostudovana. Je ovSem znamo, Ze ukoncit
regeneraci Ize cytokinem TGF-p, ktery produkuji Itovy buiiky (Dooley a ten Dijke 2012).
Véii se, ze prostudovani bunécné smrti mize mit zasadni vliv na hlubsi porozuméni této

problematiky (Fujiyoshi a Ozaki 2011).

4.2 Nanovlakna pro jaterni tkanové inZenyrstvi

Pro podporu ristu jaterni tkané bylo popsano pouziti nanovlaken nebo dutych nanovlaken.
V této podkapitole budou popsana pouze hladka nanovldkna. Vyvoj tkané po aplikaci
tkdnového nosice z polymeru se fidi pfedev§im interakcemi buné¢né matrixe. Ta hlavné
ovliviiuje bunécnou migraci, bunééné déleni a chovani samotnych bunck. Pro efektivni
aplikaci nanovlakenné vrstvy na buiiky je potieba co nejlépe reprodukovat piirodni
podminky vnéjSiho prosttedi. Téch se dosdhne diky EZ, kdy vytvofend vldkna jsou o
rozmérech mikro aZ nanometrli a poskytuji pozadované mechanické, chemické a fyzikalni
vlastnosti. Nanovlakenné struktury, diky své povaze, podporuji interakce s integrovanymi
proteiny, které zpétné podporuji pfichyceni bunék a ziskéni chténé morfologie. (Morelli et

al. 2021)

4.2.1 Nanovlakna ze smési PCL a chitosanu

Jako spé&snad kombinace polymert pro fabrikaci se prokdzala smés PCL a chitosanu. Tato
smés byla testovana pro ucely tkdnového inzenyrstvi jater. Vytvofena vlakna, ktera byla
pouzita pro experiment, byla excelentniho tvaru a uspotfadani, o rozmérech ptiblizné
240 nanometrt S porozitou 79 % a prumeérnou velikosti port 12 mikrometr. Aplikovala se
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na mys$i epitelidlni jaterni bunky (Hepa 1-6). Ukézalo se, ze struktura nanovlakenného
materidlu hrala klicovy vliv v bunééné kolonizaci, proriistdini materidlu a dovolovala
neparenchymalnim jaternim buitkam adherovat podél tkanového nosice. Vysledky tohoto
experimentu prokazaly slibnou budoucnost této smeési pro pouziti v jaternim tkanovém

inzenyrstvi. (Morelli et al. 2021)
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PRAKTICKA CAST

Cile praktické casti
Cilem praktické casti bylo z pripraveného silk fibroinu vyrobit nanovlakenny material
elektrostatickym zvlaknovanim a ovéfit vliv procesnich parametrti a podilu silk fibroinu na
jejich morfologii. Tato vlakna nasledné podrobit analyzam, aby se ovéfilo jejich chemické
slozeni. Dalsim cilem bylo ovéieni biokompatibility pfipravenych nanovldken na bunécné
linii lidskych jaternich bunék HepG2 a hodnoceni vlivu slozeni nanovldken na bunécnou
adhezi a proliferaci.
Prakticka ¢ast je tedy tematicky rozdélena do n€kolika ¢asti:

@ Ziskani silk fibroinu

@ Piiprava roztoki a jejich zvlaknéni

® Morfologickd a fyzikalné-chemicka analyza vyrobenych nanovldkennych

vrstev

@ Testy biokompatibility in vitro

Vysledky a jejich interpretace jsou rozebirany v samostatné kapitole s nazve Vysledky a

jejich diskuze.

6  Materialy a metody

V nasledujici kapitole jsou popsany pouzit¢ metody a chemikalie, které se vyuzily pro

ziskani silk fibroinu a pfipravy nanovlakennych vrstev.

6.1 Zpracovani silk fibroinu

Pro pfipravu nanovlaken bylo nejdiive potieba ziskat silk fibroin z kokonti od bource
morusového. Tento proces se sklada ze tii Casti, a to degumizace, rozpousténi a dialyza.
Metoda byla na Technické univerzité¢ v Liberci zavedena v ramci dizertacni prace Ptiprava
netkanych textilii s obsahem hedvabnych vldken ziskanych metodou elektrostatického
zvlaknovani (Sasithorn 2018), kterou optimalizovala Ing. Dagmar Polakova. Pti degumizaci,
rozpousténi i dialyze silk fibroinu se postupovalo stejné, jako v disertacni praci Ing. Dagmar

Polakové.
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6.1.1 Degumizace silk fibroinu

Cilem této procedury je odstranit sericin z hedvabného vlakna, a tak ziskat Cisty silk fibroin.

Vychazelo se z kokonii bource morusového, které se nékolikrat proplachly v dH20, aby byly
zbaveny hlavnich mechanickych necistot. Nasledné se kokony nechaly namocené v dH20
do nésledujiciho dne a opét byly proplachnuty. Jejich vzhled po této uprave je zachyceny na
obrazku 9 A. Dalsi den byla voda slita a kokony byly zality 0,8 litry dH20. Do vody se poté
ptidalo 1,6 gramu detergentu uhli¢itanu sodného (PENTA s.r.0.) a smés byla uvedena do
varu. Poté se voda vymeénila za 0,8 1 vatici dH2O s 1,6 g detergentu a proces varu se
opakoval. Nasledn¢ byla vlakna proplachnuta teplou dH.O, nékolika litry studené
destilované vody a ru¢né se shluky jemné rozvolnily. Pfi pokojové teploté se shluky vlaken
takto nechaji schnout minimdlné 2 dny, idedln¢ 7 dnii. Stav po provedeni degumizace

ukazuje obrazek 9 B.
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Obrazek 9 A Namocené kokony v dH20; B Usychajici shluk vidken

Timto postupem se podafilo ziskat ususend vlakna zbavena sericinu, kterd se dale pouzila

pro ziskani ¢istého silk fibroinu.
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6.1.2 RozpouSténi vldken

Vlakenné shluky ziskané ptedeslym postupem se rozpustily tak, aby mohly byt zapracovany
dialyzou. Pro tento proces bylo potieba pfipravit 125 g roztoku, ktery obsahoval chlorid
vapenaty (PENTA s.r.0.), ctanol (absolutni p.a., PENTA s.r.0.) a destilovanou vodu
Vv poméru 1:2:8. Vyschlé shluky vlaken se rozpustily pti 80 °C v 105 ml zminéného roztoku.
Tento proces trval piiblizné 8 minut. Po rozpusténi se vznikla smés ponechala pfi téze teplote
dalSich 60 minut. Po vychladnuti se rozpustény SF nalil do pfipravené dialyza¢ni membrany.

Proces rozpousténi je zobrazen na obrazku 10.

Obrazek 10 Rozpousteni vidkennych
shluki

6.1.3 Dialyza silk fibroinu

Cilem této metody bylo ziskat Cisty silk fibroin, ktery pak lze vyuzit pro dalsi zpracovani.
Na dialyzu 100 ml roztoku byla pouzita dialyzaéni membrana s limitem propustnosti
14 000 DA (Sigma-Aldrich s.r.0., 33 mm, 5,7 ml / 1 cm). Pfed pouzitim byla membrana
promyta a minimaln¢ tfi hodiny se macela v H20 a po dobu 1 minuty se inkubovala v 0,3
hm% roztoku sulfidu sodného (PENTA s.r.0.) zahiatém na 80 °C. Nasledn¢ se provedl
oplach horkou vodou (60 °C) a poté studenou vodou. Pro acidifikaci se membréana vlozila
na 1 minutu do 0,2 % roztoku kyseliny sirové (PENTAs.r.0.). Piiprava dialyza¢ni
membrany se ukoncila oplachnutim horkou vodou (opét 60 °C) a n€kolika oplachy studené
vody. Vyschla degumizovana vlakna, ziskana v pfedchozim kroku, se rozpustila pii 80 °C

v 105 ml roztoku chloridu vapenatého, jehoz ptiprava je popsana vyse. Tento proces trval
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priblizné 8 minut. Po nésledné hodinové inkubaci a vychladnuti se rozpustény SF nalil do
pfipravené membrany. Dialyza probihala celkem 5 dntl, kdy prvni den se voda ménila vzdy
po 2 hodinach a pozd¢ji pouze tiikrat denné. Vysledny produkt se nechal ususit pii teploté
45 °C. Timto zpisobem byl ziskan film cistého silk fibroinu, ktery Ize spatfit na obrazku 11.

Ten byl nasledné rozpustén a pouzit K ptiprave zvlaknovaciho roztoku.

Obrazek 11 Film cistého silk fibroinu

6.2 Priprava nanovlakennych vrstev

Nanovldkna byla pfipravena bezjehlovym elektrostatickym zvlaknovanim smésnych

roztoku PCL a SF.

6.2.1 Priprava zvlakiovacich roztoki

Granulat PCL (80 000 Da, Sigma-Aldrich s.r.0.) byl rozpustén v kyseliné mravenci (98%,
p.a., PENTA s.r.0.) v koncentraci 13 hm%. Ve stejné koncentraci byl rozpustén vysuSeny
SF také v kyseliné mravenci. Pfed zvlaknénim byly oba roztoky (PCL:SF) smichany
v pomérech 100:0, 95:5, 90:10, 75:25, 50:50.

6.2.2 Elektrostatické zvlaknovani roztoku

Proces zvlaknovani je popsan vyse v kapitole 2 Elektrostatické zvlakniovani. Pro piipravu
nanovlaken byla vyuzita metoda bezjehlového zvlakiovani pomoci stroje Nanospider ™ (NS

1WS500U, Elmarco s.r.o., Ceské republika).
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Jako generator nanovléken byla pouzita dratova elektroda. Tento zpiisob umoziuje produkci
nanovlaken po celé délce elektrody — tedy 50 cm, kde jsou tvofeny polymerni trysky
z volného povrchu kapaliny, formovana nanovlakna a ta jsou nasledné¢ ukladéna na
odvalujici se podkladovy (spodni) material kryjici elektrodu kolektoru. Zasobnik polymeru
dodava polymerni roztok prostfednictvim nanaseci Stérbiny pohybujici se zvlaknovaci hlavy

(Yalcinkaya et al. 2016). Schéma zatizeni nanospider je uvedeno na nasledujicim obrazku 12.

Elektroda \[

A Spodni

material
Odtahovaa e ’

(papir)
systém pro Nanovlékenny material >
vzorkv /// /
— Nanovlakenné trysky
‘l

Zasobovat

polymerniho —
roztoku

Systém odtahu

dratové elektrody Pohyb

zésobniku
polymerniho
roztoku

Obrazek 12 Schéma nanospideru
Prevzato z (Yalcinkaya et al. 2016)

Nanovldkna pro ucel této bakalaiské prace byla tedy pfipravena za pouziti strunové
elektrody (jednostranna nanaseci hlava, 50 ml) s pruvlakem @ 0,6. Rychlost posuvu hlavy
byla 250 az 300 mm/s (lisi se dle individudlnich podminek). Rychlost posuvu dratu byla
nastavena na 0,2 mm/s. Pritok vzduchu dosahoval hodnot 90/100 m%h. A jak jiz bylo
zminéné vyse v kapitole 2, nelze zanedbat klimatické podminky. Teplota pfi zvldknovani

dosahovala 22 °C, vlhkost vzduchu pftiblizné 33 %.

6.2.3 Podminky pri zvlakiovani

Z kazdého ptipraveného polymerniho roztoku byly pomoci EZ pfipraveny 3 vzorky za
statickych podminek a jeden za dynamickych podminek. Tedy vznikly 4 vzorky pro kazdy
polymerni roztok s riznym pomérem SF a PCL. U vSech vzorkti bylo pouzité stejné napéti

na kolektoru (- 10 kV) a na elektrodé (60 kV), ménila se vyska kolektoru viéi zvlaknovaci
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elektrod¢. Prehled zvlaknovacich podminek je v tabulce 2. Nanos kazdé vrstvy trval
ptiblizn€ 5 az 7 minut u vzorka S1 az S3. V ptipadé vzorku S4 byla pfipravena nanovldkenna
vrstva o rozméru 50 x 70 cm, aby bylo zajisténo dostatecné mnozstvi pro chemické analyzy
a testy biokompatibility. U dynamického zvlaknovani byla pouzita rychlost odtahu podkladu

15 mm/min.

Tabulka 2 Zvldkiiovact podminky

Statické zvlakiiovani | V/rstva Zvlaknovaci Celkovy rozdil napéti
vzdalenost [mm] [kV]
S1 140
S2 150
S3 160 70
Dynamické S4 150
zvlaknovani
7/ Morfologicka a fyzikalné-chemicka analyza

nanovlakennych vrstev

Pro analyzu vlaken bylo pouzito nékolik postupt. Hodnoceni morfologie a praimért vlaken
bylo provedeno pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), pro chemickou
charakterizaci vlaken byla vyuzita termogravimetrické analyzy (TGA) a Infracervena

spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR).

7.1 Morfologicka analyza nanovlakennych vrstev

SEM patii k jedném z nejpouZivanéjSich pfistrojii pro examinaci a analyze objekti o
rozmérech né€kolika mikro az nanometrii. Tento mikroskop pro zobrazeni vyuziva elektrony,
kdy pfi pohybu svazku primarnich elektronii ve vakuu po vzorku dochdzi ke vzniku fady
signalt podilejicich se na tvorbé obrazu, mezi které patii sekundarni a zpétné odrazené
elektrony (Bradbury 2019). K urychleni a fokusaci elektroni smérem ke vzorku se pouziva
systém elektromagnetickych cocek (Perret et al. 2005). RozliSeni SEM se standardné
pohybuje kolem 10 nanometrii (Raval et al. 2019).
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Skenovaci elektronovy mikroskop (VEGA SEM 3, Ceska republika) s programem VegaTC
byl vyuzit pro analyzu morfologie vlaken. Kazdy material byl sniman pfi zvétSeni 2 000X,
5 000x, 10 000x a 20 000x. U potizenych snimk byly pro kazdy vzorek zméfeny priméry
60 vlaken. Ziskané hodnoty byly nasledn¢ pouzity ke statistickému hodnoceni a sestaveni

histogramt ¢etnosti pramért pro kazdou vrstvu pomoci programu MATLAB.

7.1.1 Priprava vzorku pro elektronovou mikroskopii (SEM)

Jelikoz se vzorek umist'uje do vakua, musi splilovat specifické naroky. Vzorek by nemél
obsahovat odd¢litelné ¢astice, protoze by mohlo dojit k ucpani odsavaciho systému. Dale by
nem¢l obsahovat vodu a mél by byt vodivy, aby nedochazelo k hromadéni zaporného naboje
nesenym primdrnim svazkem elektronil na povrchu vzorku. To by ovlivnilo vysledny obraz,
ktery by mohl byt presvétleny. Jelikoz dopadajici elektrony maji velkou kinetickou energii,
ktera se ve vzorku pfeménuje na jeho vnitini energii, bude tedy dochazet k jeho zahtivani.
Z tohoto ditvodu musi mit vzorek dostatecnou tepelnou vodivost. Ze zminénych i dalSich
pozadovanych vlastnosti vyplyva, ze nejvhodnéj§im materidlem je kov. Pokud je potieba
nasnimat nevodivy materidl, provadi se jeho pokoveni tenkou vrstvou Casto v elektrickém
vyboji v atmosféfe argonu. Pro tyto ticely se Casto pouziva zlato, méd’ nebo uhlik. (Reichl a

VSeticka 2006)

Vzorky z vyrobenych materidlli byly pfipevnény pomoci oboustranné uhlikové pasky na
nosi¢e urcené pro SEM analyzu a pokoveny pomoci napraSovaciho zatizeni SC7620
(Quorum Technologies, Velka Britanie). Proces nanaseni kovu byl proveden v argonové

atmosféte a vysledna vrstva zlata méla ptibliznou tloustku 6 nanometra.

7.2 FTIR

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci byla vyuzita pro analyzu
chemického slozeni a identifikaci slozek polykaprolaktonu a silk fibroinu v jednotlivych
materidlech. FTIR je metoda zalozena na absorpci infracerveného zaieni (IR), které ma
vlnovou délku pfiblizn€ mezi 800 nanometri az 1 milimetr pfi prichodu vzorkem. Odlisné
funkéni skupiny absorbuji charakteristickou frekvenci IR a pfi absorpci dochazi ke vzniku

,peaku®, ktery je pro kazdou chemickou molekulu jako otisk prstu. (Rajaram Kshetri 2013).

Pro FTIR analyzu provedenou v této bakalarské praci bylo pouzito zatizeni Nicolet™ iS™
10 FTIR Spektrometr (Thermo Fisher Scientific, USA) vybavené ATR nastavcem. Méfeni

bylo provedeno v rozsahu vinoétu 4000-400 cm™.
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7.2.1 Priprava vzorku

Aby se vzorek dal pouzit na FTIR analyzu, musi byt pouzita spravna vinova délka IR a musi
byt schopen zmén v dipdlovém momentu. K absorpci IR molekulou muize tedy dojit pouze
Vv ptipad¢, ze absorpce zptsobi zménu v elektrickém dipdlu. Molekula ma elektricky dipol,
pokud se na obsazenych atomech vyskytuje alesponn slaby pozitivni a negativni naboj
(Rajaram Kshetri 2013). Pro FTIR analyzu byly pouzity vzorky bez dalsi povrchové tpravy.
Nanovlakna byla po zvlaknéni po dobu 48 hodin inkubovéna v exsikatoru a nasledn¢ bylo

provedeno meétent.

7.3 TGA

Termogravimetricka analyza byla pouzita k ovéfeni vlivu sloZeni nanovldken na jejich
tepelnou degradaci a ptipadnou pfitomnost anorganickych zbytkd. Principem tato metody je
pozvolné zvySovani teploty vzorku v peci. Postupné dochazi ke zménam v hmotnosti, které
se m¢efi na analytickych vahach. K ubytku také miize dojit, pokud probéhne chemické reakce
(napf. hoteni), ovSem fyzikalni reakce (taveni) ubytek nezptsobuji. Vysledny vystup z
analyzy TGA je zavislosti zmény hmotnosti na teploté ¢i Casu. Z toho je mozné vycist
moment vypafeni rozpousStédla, plastifikdtoru polymeru, vody, anebo dekompozice
materidlu (Coats a Redfern 1963). TGA analyza byla provedena na zatizeni Q500 (TA
Instruments, USA)

7.3.1 Podminky

Piipravené vzorky byly testovany do teploty 600 °C v syntetickém vzduchu. Byl pouzit
ohfev s rychlosti 10 °C za minutu a pritokem vzduchu 60 ml za minutu. V nasledujici

tabulce jsou zaznamenany navazky vzorkt, které se nasledn¢ métily na platinové panvicce.

Tabulka 3 Navdzky vzorkii pro méreni TGA

Vzorek Hmotnost vzorku [mg]
PCL 1,6120
5% SF 1,5860
10 % SF 1,8550
25 % SF 2,6380
50 % SF 2,6300
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8  Testy biokompatibility

Testy bunécné biokompatibility in vitro byly pouzity ke zjisténi cytotoxicity materiald vici
linii jaternich bunék HepG2 a ovétreni bunécné adheze a proliferace na povrchu nanovlaken.
V prvni fazi byla ovéfena cytotoxicita nanovldken tzv. v pfimém kontaktu. Na zéklad¢
slibnych vysledkll se v navaznosti provedly testy adheze a proliferace. Jejich cilem bylo

ovetit aplikacni potencial nanovlakenného materialu pro podporu hojeni jaterni tkan¢ a vliv

podilu SF na n¢;.
81 MTT test

Pro testy cytotoxicity a bunécné proliferace bylo pouZzito hodnoceni pomoci metabolické

aktivity, které bylo provadéno pomoci MTT analyzy.

Tato metoda slouzi jako kolorimetricky test, ktery se vyuziva k hodnoceni bunééné viability
prostfednictvi méteni aktivity bun¢k. Své uplatnéni ma v hodnoceni cytotoxicity, bunécné
adheze a proliferace, ¢i k metabolické analyze normalnich i naddorovych bunék. MTT ma
chemicky vzorec 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyltetrazolium bromid a vytvari
nazloutly vodny roztok. Mitochondrialni dehydrogenézy redukuji toto barvivo, které se méni
na MTT formazan. Tato pfeména je zndzornéna na nasledujicim obrazku 13. Fialovomodry
a ve vodé nerozpustny formazan lze extrahovat pomoci organickych rozpoustédel. Jeho
mnozstvi odpovida aktivit¢ dychaciho fetézce. Vypovida tedy o metabolické aktivité bunck
a je mozné ho pouzit k hodnoceni Zivotaschopnosti bunék. MTT test 1ze vyhodnotit

spektrofotometricky (Scherliess 2011).
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MTT Formazan H3C
Zluty Fialovomodry

Obrazek 13 Chemicky vzorec MTT a jeho produktu formazanu
Prevzato z (Badr et al. 2022).
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8.1.1 Postup

Pro testy cytotoxicity, adheze a proliferace se vyuzil metabolicky test MTT, kdy se
postupovalo podle platné normy CSN EN ISO 10993-5:2009. Z vyrobeného
nanovlakenného materialu byly pfipraveny vzorky, k jejichz sterilizaci se pouzilo UV-C
zateni. Jedna se o jedno z nejagresivnéjSich UV zéieni s vinovou délkou neptesahujici 280
nanometri, které je schopno znicit t¢éméf 100 % vira a bakterii (Casini et al. 2019). Testy
biokompatibility byly provadéna na linii lidskych jaternich bun¢k HepG2 rakovinového
pivodu. Jako kultivaéni médium bylo pouzito MEM (Sigma-Aldrich s.r.0.), neboli
minimalni esencidlni médium obsahujici Earlovy soli, hydrogenuhli¢itan sodny, bez L-
glutaminu, sterilné filtrovany s vysokym podilem glukézy. To bylo déle doplnéno podilem
10% fetalniho bovinniho séry (GIBCO, Ceska republika), 1% antibiotika obsahujici
penicilin a streptomycin (Sigma-Aldrich s.r.0.) 1% smési neesencialnich aminokyselin
(BIOWEST, Francie) a 1% glutaminu (GIBCO, Ceska republika). V tomto kompletnim
médiu byla provadéna kultivace HepG2 i samotné testy. Bunky byly pfi kultivaci i testech
udrzovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5 % COz. Pro oplachy byl pouzit fosfatovy pufr
(PBS) s pH 7,4 (GIBCO, Ceska republika). Pro MTT test byl vzdy pouzit roztok MTT o
koncentraci 1 mg/ ml pfipraveny rozpusténim 18,2 mg MTT (Sigma-Aldrich s.r.0.) do
18,2 ml MEM bez fenolové &erveni (GIBCO, Ceska republika). Pro zachovani sterility byl
roztok MTT sterilné filtrovan (0,2 um). Inkubace s MTT probihala vzdy po dobu dvou hodin
pti 37 °C. Po oplachu PBS byl formazan vytvofeny uvnitf bunck uvolnén
izopropylalkoholem (p.a., ptes 99 %, PENTA s.r.o., Ceska republika) a na tiepacce (450
otacek za minutu) po dobu 20 minut. Po ub&éhnuti této doby se fialovy roztok formazanu
prenesl do 96 jamkové destiCky, ktera se vyuZila pro méteni absorbance pii 570 nm a 650 nm

na multidetekénim readeru Synergy HTX (BioTek Instruments).
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8.1.2 Cytotoxicita materiali pfimym kontaktem

Konkrétné pro tento test byly pouzity kruhové vysece nanovladken o priméru 4 milimetry.
Kazdy vzorek byl testovan v Sesti opakovani. Suspenze. Pro tento test provedeny na
48 jamkové desticce byly pouzity HepG2 bunky (pasaz ¢. 8) o koncentraci 120 000 na 1 ml
v kompletnim kultivaénim médiu. Pouzité desticky mély vnitini povrch upraveny poly-L-
lysinem pro zlepSeni bunééné adheze. Do kazdé jamky bylo pfidano pipetou 250 pul této
suspenze. PocCet bunck nasazenych na jednu jamku tedy c¢inil 30 000. Builky byly
kultivovany po dobu 24 hodin. Nasledné bylo médium odsato, na povrch bunék byl piilozen
vzdy jeden vzorek nanovldken na jamku a do kazdé jamky bylo ptidano 250 pl Cerstvého
kompletniho média. Jako bunééna kontrola byly pouzity bunky nevystavené zadnému
materidlu. Jako pozitivni kontrola se pouZilo kompletni médium obsahujici 7%
dimethylsulfoxid (DMSO). Desti¢ka byla inkubovana (37 °C, 5% CO2) po dobu 24 hodin.
Nasledné bylo odsato médium a po oplachnuti PBS se ptidalo 250 pl sterilné prefiltrovaného
roztoku MTT do kazdé jamky. Takto pfipravené vzorky je mozné vidét na obrazku 14 A. Po
uplynuti dostate¢né doby pro protiepani se fialovy roztok ptenesl pipetou do 96 jamkové
desticky a bylo provedeno méteni absorbance. Vzorky po uvolnéni formazanu lze spatfit na

obrazku 14 B.
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Obrazek 14 A snimek vzorkii pred uvolnénim formazanu; B snimek vzorkii po uvolnéni formazanu

Hodnoty bunééné viability byly ziskdny méfenim absorbance pti vinovych délkach 570 nm
a 650 nm. Hodnoty absorbance pozadi métené pii 650 nm byly nasledné odecteny od hodnot
méfeni pii 570 nm. Ziskané hodnoty byly pouzity k vypoctu bunééné viability, ktera se
spocitala jako procentualni podil z absorbance naméfené u bunétné kontroly. Z tohoto

dtvodu je hodnota viability bunééné kontroly povazovana za 100 % viability.
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8.1.3 Testy adheze a proliferace bunék na nanovlakennych materialech

Pti testovani bunééné adheze a proliferace se opét vyuzila MTT metoda. V tomto ptipadé
se test proved| s kruhovymi vyse¢emi nanovlaken o priméru 1,5 cm. Sterilni nanovlakna
byla vloZzena do 24 jamkové kultivaéni desticky. Na takto ptipravené vzorky bylo nasazeno
40 000 HepG2 bunek v 1 ml suspenze v kompletnim kultivaénim médiu. Bunééna adheze
se hodnotila po 24 hodinach inkubace. Bunécna proliferace na povrchu nanovlaken byla
testovana po uplynuti doby 3 dnti, 5 dnti a 7 dnti. Pro kontrolu bunécné proliferace byla
bunécnd suspenze nasazena na povrch kultivaéniho plastiku bez nanovléken. Jelikoz oproti
testovani cytotoxicity se v tomto experimentu buiikky ponechavaly déle v inkubatoru, bylo
nutné provést vymeénu média 3. a 5. den. Po uplynuti dané doby inkubace se po oplachu
PBS do kazdé jamky ptililo 350 pl roztoku MTT. Poté se opét nechaly vzorky inkubovat
dve hodiny. Nasledoval dalsi oplach PBS a do kazdé jamky ptidalo 1,2 ml
izopropylalkoholu. Uvolnéni formazanu trvalo ptiblizn¢ 20 minut. Vznikly fialovy roztok

se opét piepipetoval do 96 jamkové desticky k méteni absorbance.

Vysledné hodnoty se ziskaly podobné¢ jako v pfedchozim experimentu. Absorbance se
meéfila pti vinovych délkach 570 nm a 650 nm a z téchto hodnot se provedl rozdil. Takto
vypocitané hodnoty se vyuZily pro spocitani praimérti a smérodatné odchylky pro kazdy

vzorek.

9  Fluorescencni mikroskopie

Hodnoceni bunééné adheze a proliferace bylo doplnéno o hodnoceni bunééné morfologie
prostiednictvim fluorescencni mikroskopie. Pomoci této metody lze sledovat rozmér a tvar
bunky ¢i jejich konkrétnich organel v zavislosti na pouZzitém barveni. Pomoci této metody
lze sledovat rozmér a tvar buiiky ¢i jejich konkrétnich organel v zévislosti na pouzitém
barveni. Pro zkoumani fluorescenénim mikroskopem se vyuZivaji krat$si vlnové délky
v oblasti UV zafeni. Tady dochazi k absorpci ultrafialovych paprski latkou a k emisi
viditelného svétla, které je uz o vétsi vinové délce, tedy je mozné ho zpozorovat svételnym

mikroskopem. (Riick et al. 2002)

9.1 Priprava vzorku
Ptiprava vzorki a kultivace bunék pro hodnoceni fluorescencni mikroskopii probihala stejné

jako v piipadé MTT metody. Z vyrobenych nanovlakennych materialti se ptipravily kruhové
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vysece o priméru 1,5 cm, které se nasledné sterilizovali pouzitim UV-C zafenim. Kultivace
probihala ve 24 jamkové kultiva¢ni desticce. Na kazdy vzorek bylo nasazeno 40 000 bun¢k
HepG2 v 1 ml kompletniho kultivacniho média. Inkubace probihala po dobu 1, 3, 5 a 7 dnd.
Po uplynuti inkubace byly vzorky oplachnuty PBS a fixovany 500 ul ledového metanolu
(p.a., PENTA s.r.0., Ceska republika) po dobu 10—15 minut pii pokojové teploté. Po odsati
metanolu nasledovaly ¢tyii opakovani oplachu v PBS. Fluorescenéni barveni bylo
provedeno DiOCs (Sigma-Aldrich s.r.0.). Jedna se o lipofilni, zelené fluoreskujici 3,3'-
dihexyloxakarbokyanin jodid, ktery pii nizké koncentraci funguje jako lipofilni selektivni
barvivo pro mitochondrie bunék. Pti vyssi koncentraci se mize vazat také na ostatni vnitini
membrany (Navarro-Barreda et al. 2022). Barveni DiOCe bylo provedeno roztokem o

koncentraci 0,1 pg/ ml v PBS po dobu 45 minut ve tmé.

Po uplynuti dané doby se provedou opét 2 rychlé a 2 pétiminutové oplachy v PBS. Dale se
jesté provedou dva oplachy v destilované vod¢€. Takto obarvené vzorky byly umistény na
podlozni sklicka a montovana piiblizn¢ 3 kapky montovaciho média. Pro montovani bylo
pouzito médium Fluoroshield™ s DAPI (Sigma-Aldrich s.r.0.). Tim bylo zaji$téno barveni

bunéénych jader barvivem DAPI pfimo v procesu montovani.

Snimani pfipravenych preparatl bylo provedeno na fluorescenénim mikroskopu DMi8

(Leica, Ceska republika).

10 Vysledky a jejich diskuze

V této kapitole jsou shrnuty vSechny vysledky ze vSech provedenych analyz, pfi kterych se
zkoumala morfologie pfipravenych vldken pfi rtizném obsahu SF a rizné zvldknovaci
vzdalenosti. Dale jsou diskutovany vysledky z analyz pro ovéfeni chemického sloZeni

vlaken a vysledky z testovani biokompatibility pfipravenych nanovldkennych vrstev.

10.1 Morfologicka a fyzikalné-chemicka analyza nanovlakennych vrstev
Pro zkouméni morfologie vldken byly potfizeny SEM snimky jednotlivych vzorki a na
zakladé naméfenych primeéri sestaveny histogramy relativni ¢etnosti priméra vlaken ve

vrstveé, dale byly srovnany naméiené sttedni hodnoty priimérti vlidken.
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Ukazky snimkt ze SEM pii zvétseni 10 000x jsou zachyceny na nasledujicim obrazku 15.
Z té&chto snimkd lze fici, ze povrch vlaken bude pravdépodobné hladky. Kompletni piehled
snimk nanovldken ze SEM snimané pii riiznych zvétSenich je uveden v ptiloze (Ptiloha 1)

této prace.
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Obrazek 15 Snimky ze SEM pro zvétseni 10kx vrstvy S1, A cisté PCL; B vrstva s 5 % SF; C vrstva s 10 % SF; D vrstva
s 25 % SF; E vrstva s 50 % SF

U vSech pfipravenych vzorkil byla potvrzena vldkennd morfologie s vlakny s primérem
v submikronovém méfitku. Histogramy kazdého vzorku pro vrstvu S4 jsou znazornény na
obrazku 16. Histogramy ostatnich vrstev a vzorkl lze nalézt v ptilohéch (Ptiloha B). Z
histogramii pro PCL je vidét, Ze hodnoty praméri vlaken nejvice spadala do intervalu 200-
300 nm a 300-400 nm. Pro material obsahujici 5 % SF podle histogramu plati, Ze nejvetsi
Cetnost pruméra vlaken byla zaznamenana v intervalu 200-300 nm a 300-400 nm. DalS§im
rozmezim s pomérné vyssi hodnotou relativni ¢etnosti byl interval 400-500 nm u vrstvy S2,
S3 a S4. Material obsahujici 10 % SF ma nejcastéjsi intervaly ¢etnosti 200-300 nm a 300-
400 nm. S rostouci zvlakniovaci vzdalenosti se zvySuje ¢etnost i ve vétsich intervalech tak,
ze u vrstvy S3 se i vyskytovala vlakna s primérem zapadajicim do rozmezi 1 400-1 500 nm.
U materidly s vys§im obsahem SF (25 %) je pozorovatelnd vyssi relativni Cetnost ve vice
intervalech. Mezi rozmezi s nejvetsi relativni Cetnosti primérd patii interval o hodnoté 200-

300 nm, 300-400 nm, 400-500 nm i 500-600 nm. U materialu s nejvétsim obsahem SF je u
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vzorkll zvldknénych za statickych podminek diverzita cetnosti pomérné mala. Nejcastéji
vlakna maji pramér v rozmezi 200-300 nm a 300-400 nm. Zato u vrstvy S4, kterd byla
zvlaknéna za dynamickych podminek, maji vlakna praméry o hodnotach v celém rozmezi

od 100 nm az po 800 nm, nejvétsi zméfeny pramér vlakna spada do intervalu 2 000-
2 100 nm.
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Obrazek 16 Histogramy Cetnosti viaken u vSech vzorkii pro S4, A vzorek obsahujici cisté PCL; B vzorek obsahujici
5 % SF; C vzorek obsahujici 10 % SF; D vzorek obsahujici 25 % SF; E vzorek obsahujici 50 % SF

Z provedeného srovnani histogramt ¢etnosti a také stitednich hodnot priméru nanovlaken
(obrazek 17) u jednotlivych vrstev vyplyva, ze piipravena vlakna maji nejcastéjsi pramer
v rozmezi hodnot 300 az 400 nm. Z histogramu také vyplyva, ze u vrstev zvlaknénych za
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statickych podminek se pii zvétSujici zvldknovaci vzdalenosti zvySuje hodnota relativni
Cetnosti 1 ve vysSich intervalech. U vzorkd zvlaknénych za dynamickych podminek je
vSeobecné vyssi diverzita pramérta vlaken bez ohledu na obsah SF. Podle grafu na
obrazku 17 se da fici, Ze praméry u vzorku ¢istého PCL a materiali s obsahem SF 5 % a
10 % se nijak zasadné nelisi a maji piiblizn¢ stejnou hodnotu (cca 400 nm). Nejvyraznéji
vystupuje material s obsahem SF 25 %, jehoz priméry podle grafu se u staticky zvlaknénych
vrstev pohybuji pfiblizné¢ kolem hodnoty 500 nm, nejvetsi primérnd hodnota byla zméiena
u vrstvy S4 (650 nm). Nejmensi stiedni hodnota praméru vlaken se potom vyskytovala u
materialu s 50% obsahem SF u vrstvy S2 (cca 240 nm) a druha nejmensi hodnota u vrstvy
S1 (cca 320 nm).
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Obrazek 17 Stiredni hodnoty primeéri vidken v zavislosti na typu vzorku

10.2 Chemicka charakterizace nanovlakennych vrstev

Vysledné hodnoty z téchto analyz maji ovétit chemickou ¢istotu ptipraveného

nanovlakenného materialu.

10.1.2 FTIR

FTIR analyza byla pouzita pro kontrolu pfitomnosti obsahu proteinu v pfipravenych

v

nanovldknech. Na nasledujicim obrazku 18 je mozné vidét, ze nejpodstatnéjsi useky pro

interpretaci se vyskytuji pfiblizné v rozmezich vlno¢tu 3400-3200 cm™, 3000-2850 cm™,
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1700-1500 cm™ a 700-400 cm™. Porovnanim s kiivkou ¢istého PCL lze usoudit, Ze
ptfitomnost SF a jeho rGzného podilu v nanovldknech je prokazatelnd zménami na vinoctu
v oblasti 3400-3200 cm™ a 1700-1500 cm™. Rozdil v intenzité absorbance V prvnim
zminéném rozmezi u vlaken piipravenych z roztokt s rtiznym podilem SF je spojovan
s vibracemi hydroxylovych skupin —OH. U tohoto vrcholu je dobfe vidét zavislost a rostouci
intenzita absorbance s rostoucim pfedpokladanym podilem SF v nanovlaknech. Velice
dobra zavislost je patrna také u vrchold s maximy kolem 1660 cm™ a 1550 cm™. V téchto
mistech lze spatfit jednak znac¢ny rozdil v intenzit€¢ absorbance vzorkii obsahujicich SF
V porovnani s ¢istym PCL, ale také vzrustajici trend pro vzorky se zvétSujicim se obsahem
SF. Tyto vrcholy pfimo souviseji s molekuldrni strukturou proteinti a jsou oznacovany jako
vibrace amidu II a amidu I. Nespornou vyhodou pro interpetaci spekter je, ze molekula PCL
vibrace na tomto vlno&tu viibec nevykazuje. V oblasti 3000-2850 cm™ nebyly pozorovany
zadné vyznamné rozdily mezi kiivkami jednotlivych vzorkl. Rozdily ve vino¢tu byly také
pozorovany pod 700 cm™, kde se jedna o vibrace v tzv. oblasti otisku prstu. Ty souviseji se
skeletarnimi vibracemi a jejich piesna identifikace je obtiznd. V souhrnu je mozné
konstatovat, ze analyza FTIR umoznila prokazat piitomnost SF v pfipravenych
nanovlaknech se zavislosti odpovidajici pfedpokladanému podilu vyplyvajicimu ze sloZeni

zvlaknovacich roztoku.
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Obrazek 18 Snimek z FTIR analyzy vzorkii s riiznymi poméry PCL a SF
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10.1.3 TGA

Na obrazku 19 jsou zobrazeny kfivky hmotnostniho tibytku jako vystup z TGA. Ty znaci
procentualni ubytek hmotnosti vzorkl s riznym podilem PCL a SF v zavislosti na teplot¢.
V prilohach (Ptiloha 2) této prace jsou ptilozeny vysledky TGA analyzy pro jednotlivé
vzorky. Ze ziskanych dat vyplyva, ze pfi teploté 600 °C doslo k ubytku hmotnosti vzorkt
ptiblizn¢ od 280 °C do 410 °C, kdy doSlo k ubytku hmoty v rozmezi 73-86 % pocatecni
hmotnosti. Ze snimku je také mozné vidét, Ze nad teplotou 400 °C Ize zpozorovat trend, kdy
u vzorkll se zvySujicim se podilem SF dochazi k pomalejSimu ubytku hmotnosti.
Z porovnani stavu pii 450 °C vyplyva, ze k nejmensimu Gbytku hmotnosti (zhruba 75 %)
doslo u nanovlaken s obsahem 50 % SF. V pfipadé nanovlaken s podilem 25 % SF byl
ubytek zhruba 87 % hmotnosti. Mezi ¢istymi PCL nanovlakny a nanovlakny s podilem 5 %
a 10 % byl rozdil velmi maly a ubytek hmotnosti se pohyboval kolem 90 %. Ze ziskanych
vysledku lze tedy fici, Ze Vv momenté dosazeni teploty 600 °C doslo k tepelnému rozkladu
vétSiny materidlll a se zvySujicim se obsahem SF bude dochédzet k pomalejsi tepelné
degradaci. U vSech vzorkt se zbytkova hmotnost pohybovala kolem 2 % ptvodni hmotnosti.
Jelikoz s rostoucim podilem SF pfi teploté 600 °C nebyl pozorovan nartist hmotnosti rezidui,
lze predpokladat, ze podafilo kvalitni odstranéni zbytkd soli pouzitych pii degumizaci a

rozpousténi SF.
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Obrazek 19 Snimek z TGA pro vzorky s riznym obsahem PCL a SF
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10.2 Bunécné testy
Vstupnim piedpokladem téchto testli bylo, ze piimés silk fibroinu povede ke zlepSeni
biokompatibility nanovlaken a lepsi adhezi a proliferaci bun€k na jejich povrchu v porovnani

s ¢istym PCL.

10.2.1 Cytotoxicita

Na nasledujicim obrazku 20 je mozné vidét graf shrnujici vysledky testovani cytotoxicity
Vv piimém kontaktu pomoci metody MTT. Pfi porovnani vysledk pro rtizné vzorky lze fici,
ze nejlepsi vysledky bunééné viability (97 + 9 %) vykazuje material s 10% obsahem SF,
ktery se zaroven nejvice pfiblizuje viabilité neovlivnéné bunééné kontroly (BC), ktera je
povazovana za 100 %. OvSem i ostatni materialy dosahly slibnych vysledkd. Podle
o¢ekavani materialy obsahujici protein maji vy$si hodnoty bunééné viability nez Cisté PCL.
Jako druhy nejlepsi material byl identifikovan vzorek obsahujici 50 % (s bunécnou viabilitou
96 + 8 %), velmi podobné pak vysly vzorky obsahujici 5 % a 25 % proteinu (ptiblizné 95 %).
Do obrazku 20 pro srovnani byly také zaclenény hodnoty od pozitivni kontroly (PC), které¢
vySly pfiblizné€ 43 %. Z toho vyplyva, Ze ma na bunky prokazatelné cytotoxicky efekt. Za
hranici prokazujici toxicky t€inek testované latky je povaZovéana hranice 70 % viability. Na
zéklad¢ vysledkl ztohoto testu se nasledné postoupilo k testovani bunééné adheze a

proliferace u vSech nanovlakennych vzorku.
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Obrazek 20 Vysledky testu cytotoxicity
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10.2.2 Test adheze

Dalsim testem pro zjisténi biokompatibility materidlu je test bunécné adheze. Ta byla
vyhodnocena po 24 hodinach od nasazeni bun¢k. Z dosazenych vysledkt, zobrazenych na
obrazku 21, lze fici, Ze pro bunétnou adhezi bunék HepG2 byl nejvice vhodny material s
50% obsahem silk fibroinu, ktery svou hodnotou vyrazné ptevySuje bunéénou kontrolu i
mnozstvi adherovanych bunék na povrch PCL nanovlaken. Jako druhy nejlep$i material se
prokazal vzorek s 10% obsahem SF a stejné jako v pedchozim testu, vysledky pro materidl
S 5% a 25% obsahem proteinu vychazi velmi podobné. Z vyslednych hodnot vyplyva, Ze
nejlepsi material je vzorek s 50% obsahem SF, coz mize byt zplsobeno tim, ze vyssi obsah
ptirodniho polymeru bude mit vyraznéjsi pozitivni vliv na bunéfnou adhezi. Zaroven je
nutné brat v ivahu mozny vliv morfologie nanovlaken, ktera se vlivem rtizného podilu SF
také 1i8i. ZhorSeni buné¢né adheze u vzorku s 25% obsahem SF oproti vzorku s 10% podilem

SF miize byt vysvétleno chybou pipetovani ¢i neimyslnym poskozenim bunécné vrstvy.
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Obrazek 21 Vysledky testu adheze
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10.2.3 Test proliferace

v O 4

Pro lepsi predstavu o dlouhodobéjsi podpoie pro hojeni jater a podporu bunééného riistu
navazoval na test bunécné adheze také test proliferace bunék HepG2, a to po dobu az sedmi
dnt. Dosazené vysledky (pramér + smérodatna odchylka) reprezentujici vyvoj po¢tu bunék
na nanovlaknech v Case jsou graficky zobrazeny na obrazku 22. Vliv podilu SF
V nanovlakenném materialu v jednotlivych testovacich dnech kolisal. Po 7 dnech kultivace
je dobfe patrna zavislost poc¢tu bungk a podilu SF ve vzorku. Na zakladé¢ ziskanych hodnot
se potvrdil predpoklad, Ze dlouhodobéji bude nejlepsi material s nejvyS$im podilem silk
fibroinu. Vybocujici vysledek zaznamenany po 7 dnech kultivace u vzorku s 10% podilem
SF mtize mohl byt zptisoben chybou manipulace pfi nasazeni bunék nebo pfitomnosti shluku
bun¢k v suspenzi. Buiky HepG2 vykazuji typickou epitelialni morfologii, kdy pfi rdstu
formuji ostrlivky a nasledné vicevrstevné shluky bunék. Je mozné, Ze pfi pfipravé bunécné
suspenze se nepodafilo bunky z téchto shlukli dostate¢né dobie ojednotit. Z dosazenych
vysledkt vyplyva, ze po 7 dnech kultivace nanovldkenné materidly s vyS$$§im podilem SF
1épe podporuji bunéénou proliferaci. Nanovlakna s ¢istym PCL a pouze s 5% obsahem SF

jsou nejméné vhodné pro kultivaci HepG2 bungk.
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Obrazek 22 Metabolicka aktivita bunék inkubovanych na testovanych materialech PCL a PCL s pridavkem SF v

Jednotlivych odberovych dnech experimentu. Testovani v 3., 5. a 7. dni od nasazeni bunék na material.
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10.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescenc¢ni barveni bunék byl o pouzito pro hodnoceni buné¢né adheze a proliferace na
nanovlakenném materialu. Barveni bylo provedeno barvivy DiOC6 a DAPI. V piipad¢
nanovlakennych vzorki doslo k nespecifickému navazani fluorescen¢niho barviva DioC6
na nanovldkna, coZz zpusobilo silnou fluorescenci pozadi. Z tohoto diivodu se u

nanovlakennych vzorkl snimala pfedev§im bunécna jadra barvena v DAPI.

Na snimcich 23 a 24 byla pozorovéna typicka epitelidlni morfologie pro HepG2 bunky. Ve
3. dni se daji pozorovat shluky bunck, které se zvétSuji se zvySujicim se dnem. Pii
pokracujici kultivaci l1ze u vzork spatfit jednovrstevné a nasledné vicevrstevné ostrivky.
Na obrazku 24 v 7 dni, kde jsou nanovlakenné vzorky v§ech materiald, lze v porovnani s 1.

dnem pozorovat rozsahlou kolonizaci buitkami HePG2.

D1 D3
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Obrazek 23 Snimek z fluorescencni mikroskopie pro bunécnou kontrolu
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Obrazek 24 Snimky z fluorescencni mikroskopie vzorkii s odlisnym obsahem SF v ruznych dnech kultivace

25% SF

50% SF

61



Zavér

Tato prace se zabyvala elektrostatickym zvlaknénim smési SF a PCL, prozkoumanim vlivu
ruzné zvlaknovaci vzdalenosti a odliSného obsahu SF na morfologii a fyzikalné-chemické
vlastnosti pripravenych nanovlaken. Piipravené vlakenné materialy byly nasledné testovany
pro ovéteni jejich biokompatibility. V prvni ¢asti této prace byl nejdfive teoreticky zkouman
proces EZ a vlivli procesnich parametrt. Poté byly popsany dulezité chemikalie pro tento

experiment, jejich vlastnosti a pouziti. Jako posledni bod je stru¢né popsana regenerace jater.

V druhé casti byly elektrostaticky zvlaknény smési o rizném obsahu SF a PCL, jejichz
morfologie se hodnotila pomoci elektronové mikroskopie. U vSech zvlaknovanych pomért
PCL:SF byla potvrzena vlakenna morfologie a vlakna v submikronovém métitku. Podle
ziskanych dat je mozné fici, Ze vldkna v pfipraveném materidlu méla nejcastéji primér
v rozmezi 300-400 nm. U vzorki zvlaknénych pfi statickych podminkach nebyl pozorovan
trend vyvoje stfedni hodnoty priméra vlaken souvisejici s podilem silk fibroinu ve smési
ani zvlaknovaci vzdalenosti. U vzorki zvlaknénych pii dynamickych podminkach bylo
pozorovano bez ohledu na obsah SF rozloZeni Cetnosti do vice intervalli v porovnani
se staticky zvlaknénymi vzorky. Jako material s nejvétsimi pruméry (pfiblizné 650 nm) byla
vrstva S4 u vzorku s 25% obsahem SF, snejmensi primérnou hodnotou naméfenych
praméru tloustky vlakna (235 nm) byla vrstva S2 u vzorku s 50% obsahem SF. Vysledky
zFTIR analyzy potvrdily, ze Vv pfipraveném nanovlakenném materialu se opravdu
vyskytoval SF v rizném podilu. Podle ziskanych dat z TGA se da fici, ze pii teploté 600 °C
doslo k vétsimu jak 96% ubytku hmotnosti ptivodniho vzorku. Také v ptiblizném rozmezi
teplot 400-500 °C lIze pozorovat trend, ktery ukazuje, ze se zvétSujicim se podilem SF
probiha tepelna degradace nad 400 °C pomaleji. Zvlaknény material byl také podroben
testiim in vitro pomoci kolorimetrického testu MTT pro ovéfeni jeho biokompatibility. Testy
cytotoxicity ukdzaly, ze bunécna viabilita u vSech vzorkl je nad 90 %. Na zakladé téchto
vysledkli se postoupilo k testovani bunécné adheze a proliferace, které prokazaly
predpoklad, ze pro bunky bude nejvice vhodny materidl s nejvétsim podilem pfirodniho
proteinu. Analyzy byly jesté doplnény o fluorescencni mikroskopii, na jejichz snimcich byla
pozorovana typicka epitelidlni morfologie pro HepG2 buinky. Snimky také prokazaly, ze
delsi doba kultivace vede k vytvareni vétSich bunécnych ostrivkil. Pti kultivaci po dobu

sedmi dnt doslo ke kolonizaci vice nez 50 % povrchu nanovlakennych vzorkd.
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Z naméfenych vysledk se tedy da shrnout, ze se podafilo zvldknit pomérné Cisty material
s riznym obsahem PCL a SF, jehoz biokompatibilita byla prokdzana na bunécéné linii HepG2
jaternich bun¢k rakovinového ptivodu. Pro lepsi predstavu o dlouhodobé&jsim prosperovani
bunék po aplikaci materialu by se mohlo doporucit zvysit pocet dnti u testovani proliferace

¢i dal$i podrobné;jsi testovani.
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Priloha A: snimky za SEM pripravenych nanovlakennych vrstev
Pro kazdy vzorek sriznym pomérem PCL a SF se vytvorily snimky vrstev pro rizna
zvétSeni. V popiscich nésledujicich obrazkl (obrazen A 1-20) je zaznamenano, o jaky typ

vzorku se jednd, zvétSeni a v zavorce méftitko.

ObrazekA 3 SEM smmky cisté PCL vrstva 83, A zvétienz 2kx (200 ,um) B zvetseni Skx (10 ym) C zvétseni 20kx (2 um)
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"o " o

OrdzekA 4 SEM snimky cisté PCL vrstva S4, A zvétseni 2kx (200 um); B zvétSeni Skx (10 um), C zvétseni 20kx (2 um)

(Y
3 .

ra'zek 7 SEM snimky 5 % SF vrstva S3, A zvétseni 2kx (200 um); B zvétSeni Skx (10 um); C zvétsent 2

Ob Okx (2 um)
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Obrazek A 11 SEM snimky 10 % SF vrstva S3, A zvétseni 2kx (200 um); B zvétseni Skx (10 um); C zvetseni 20kx (2 um)
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Obrazek A 18 SEM snimky 50 % SF vrstva S2, A zvétseni 2kx (200 um),; B zvétsent Skx (10 um),; C zvétseni 20kx (2 um)

NN IR SR
AN g2t
) '

Obrazek A 19 SEM snimky 50 % SF vrstva S3, A zvetseni 2kx (200 um); B zvétseni Skx (10 um); C zvétseni 20kx (2 um)
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Obrazek A 20 SEM snimky 50 % SF vrstva

)/ |
S84, A zvétseni 2kx

ey
"

(200 um); B zvétseni Skx (10 um); C zvétseni 20kx (2 um)
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Piiloha B: Histogramy cetnosti priméru vliken
V této piiloze jsou dany vSechny histogramy relativnich €etnosti primérii vlaken ke vSem

vzorkum a vrstvam.
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Obrazek B 1 Histogramy cetnosti priimérii vidken pro cisté PCL, A vrstva S1; B vrstva S2; C vrstva S3; D vrstva S4
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Obrdzek B 2 Histogramy cetnosti priimérii vldken obsahujici 5 % SF,

A vrstva S1; B vrstva S2; C vrstva S3; D vrstva S4
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Obrazek B 3 Histogramy Cetnosti priimérii viaken obsahujici 10 % SF, A vrstva S1; B vrstva S2; C vrstva S3; D vrstva S4
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Obrazek B 4 Histogramy Cetnosti priumérii viaken obsahujici 25 % SF, A vrstva S1; B vrstva S2; C vrstva S3; D vrstva S4

Ao B

0.45 035
0.4
0.3
0.35
0.3 N
0.25 .
02 0.15
0.15
0.1
0.1
0.05 0.05
o]
0 500
0 500

o
N
o

Rel.cetnost (1)
Rel.cetnost (1)
o
N

1000 1500 2000 1000 1500 2000
Prumer (nm) Prumer (nm)
. 0.45 . 0.25
0.4
0.2
0.35
0.3 -
o o015
3 0.25 ®
8 02 2
& 3 o1
0.15
0.1 0.05
0.05
0 I I o 0
1000 1500 2000 ) 500 1000 1500 2000
Prumer (nm) Prumer (nm)

Obrazek B 5 Histogramy Cetnosti priimérii viaken obsahujici 50 % SF, A vrstva S1; B vrstva S2; C vrstva S3; D vrstva S4
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Piiloha C: Vysledky z TGA pro jednotlivé materialy

Na nasledujicich obrazcich je zachyceny procentudlni ubytek hmotnosti v zavislosti na Case

pro vzorky s riznym pomérem PCL a SF.

Vzorek: PCL File: PLC_MO001.001
Velikost: 1.6120 mg Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39
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Obrazek C 1 TGA vzorek cisté PCL
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Vzorek: PCL 5%SF File: PCL 5%SF_MO001.001
Velikost: 1,5860 mg Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39

Comment: SA60 R10=600
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Obrazek C 3 TGA vzorek s 10 % SF



Vzorek: PCL 25%SF File: PCL 256%SF_M001.001
Velikost: 2,6380 mg Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39

Comment: SA60 R10=600
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Obrazek C 4 TGA vzorek s 25 % SF
Vzorek: PCL 50%SF File: PCL 50%SF_MO001.001
Velikost: 2,6300 mg Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39

Comment: SA60 R10>600
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Obrazek C5 TGA vzorek s 50 % SF
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