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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem nového druhu biodegradabilniho
tkanového nosice slozeného z objemné smési mikro - nanovldken a jeho dalsi
funkcionalizace nanaSenim ¢astic. Prace klade diraz na ovéteni vyuzitelnosti vytvorené
vlakenné vrstvy v rekonstrukéni mediciné kostni tkédn€. V teoretické ¢asti byly popsany
vybrané technologie vyroby mikro — nanovldken a technologie funkcionalizace
nanasenim castic. Dale byla popsdna morfologie kostni tkdné¢ a princip tkanového
inzenyrstvi. Experimentalni ¢ast obsahuje popis vyvoje vlakennych vrstev, optimalizace
vyrobniho postupu a vybér vhodného materidlu. V této casti je také popsan vliv
pouzitého materidlu a technologickych podminek na strukturni parametry vlakenné

vrstvy a nasledné testovani jeji biokompatibility a biodegradability.

ANOTTATION

This thesis describes the development of a new type of biodegradable tissue carrier
composed of a mixture of large micro — nanofibers and other functionalization
of coating of particles. The work emphasizes the verification of usability of formed
fiber layers in reconstructive medicine of bone tissue. The theoretical part describes
selected technology of micro — nanofibers and technology of particle functionalization.
Furthermore, the morphology of the bone tissue and the principle of tissue engineering
is described. The experimental part describes the development of fiber layers,
optimization of the production process and the selection of suitable material. This
section also describes the influence of the used polymeric material and technological
conditions on the structural parameters of the fiber layer and the subsequent testing of

its bicompatibility and biodegradability

KLICOVA SLOVA

Melt - blown, elektrostatické zvlaknovani, scaffold, kost, biodegradace, molekulova

hmotnost.
KEY WORDS

Melt — blown, electrospinning, scaffold, bone, biodegradation, molecular weight.
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1.  UvoD

Dalsi vyzvou pro budouci postupy v regenerativni mediciné kostni tkané je kromée
zhojeni defektu, kdy je chybéjici tkan nahrazena novou, také aby pro pacienta tento
zakrok byl co nejmén¢ invazivni, a aby k vytvofeni nové tkané doslo co nejrychleji.
Takovéto vlastnosti Spliuji struktury slozené z biodegradabilnich nanovldken diky své
adherenci a moznosti funkcionalizace navazanim 1éCiv nebo castic podporujicich
bunécnou proliferaci.

Nejveétsi  zastoupeni na souCasném trhu maji  vyrobky kostnich néhrad
Z nebiodegradovatelnych materiali na bazi titanovych implantat a sklokeramiky. Diky
uspésnému dlouholetému vyvoji, kdy cilem védct bylo co nejvice vylepsit vlastnosti
implantatt z materiald, které nejsou télu vlastni, 1ze dnes tyto implantaty oznacit jako
,bioaktivni®, tedy Ze umoziiuji vrast bunék do povrchovych vrstev, kterymi je implantat
pokryt (napf. tenké vrstvy hydroxyapatitu) a tim lep$i vhojeni implantatu. Problémem
vSak stale zlstava riziko nepfijmuti implantatu imunitnim systémem pacienta, jeho
postupné odhojeni a tim riziko sekundarnich operaci, coz pacientovi muize pfinést
celozivotni diskomfort. Z téchto diivodi je cilem tkanového inzenyrstvi pouzivat takové
materialy, které jsou pfirozené se Vv téle vyskytujici (kolagen, hydroxyapatit) a nejlépe
biodegradovatelné, tedy, ze je nosi¢ postupné nahrazen novou tkani. Odpada tak riziko
odhojeni implantatu, tim, Ze vznikd nova kostni tkan, neni nahrazena cizim materidlem,
pacient neni vystaven bolesti, coZ je dalSim nepfiznivym faktorem pii nutnosti nadhrady
kostni tkan¢. Takovéto moznosti by mél spliiovat produkt vytvofeny v experimentalni
¢asti této prace.

Cilem této prace bylo tedy vytvofit objemnou kompozitni nanovldkennou vrstvu ze
smési mikro a nanovlaken vyrobenou kombinaci dvou metod. Dale funkcionalizovat
tyto vrstvy cCasticemi vhodného materialu. Poté takto vytvofené vrstvy podrobit
strukturni analyze. Nasledné pomoci biologickych a biodegradabilnich testli ovéfit

jejich vyuzitelnost pro reparativni medicinu.
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2. TEORETICKA CAST

Hlavnim cilem této prace je tvorba biodegradabilnich polymernich vldkennych
vrstev funkcionalizovanych Casticemi, které budou urcené k vyuziti v regenerativni
medicin€ jako tkanové nosice. Proto se bude teoretickd cast vénovat popisu vybranych
technologii tvorby polymernich vldkennych vrstev a popisu principti jejich
funkcionalizace pomoci castic. Dale bude popsana morfologie kostni tkan¢, zakladni

principy tkanového inzenyrstvi a charakteristika pouzivaného polymeru.

2.1. Scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi

V této kapitole bude pojednano o zakladnich principech tkanového inZzenyrstvi, coz
je pomérné novy védni obor, ve kterém jsou mimo jiné vyuzivany nanovldkenné
polymerni vrstvy jako tkanové nosice. — scaffoldy. Tyto nosi¢e jsou s uspéchem
vyuzivany v regenerativni mediciné k rekonstrukci, nebo nahrazeni poskozené tkané
Vv téle pacienta. Jejich vyroba zde bude popséna a rozdé€lena na textilni a netextilni

zpusob.

2.1.1. Tkanové inzenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi 1ze vnimat jako multidisciplindrni obor spojujici poznatky
fyziky, molekularni biologie, biochemie, farmacie, a mediciny k obnoveni, nahradé
nebo regeneraci tkani, tedy pro tzv. regenerativni medicinu. Tohoto cile je dosaZeno
vhodnym pouzitim a kombinaci bun¢k, biochemickych faktorii a vhodnych tkanovych
nosicu ,,scaffoldi”. Bunky samotné nejsou vétSinou schopny rust a vytvaret objemnéjsi
strukturu. Pokud jsou ovSem umistény do trojrozmérného prostfedi vhodného materialu
obsahujiciho dostatek kysliku a rastovych faktort, jsou schopny prorustat tuto strukturu
do pozadovaného rozméru. Kultivace bun¢k na nosici probiha in vitro za pfitomnosti
zivin, diferenciacnich a ristovych faktort. Nasledna infiltrace bun¢k a mezibunécné
hmoty do scaffoldu probihd in vivo, kdy regenerace tkani probihd v pfirozeném
prostiedi. Posledni fazi je biodegradace samotného nosice na téle vlastni latky (obr. 1),
(Liu 2007, Ma2004).
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Pouzité buitkky mohou byt autologni, tedy vlastni pacientova tkai, kterd neni spojena
S rizikem odmitnuti imunitnim systémem. Tato tkan je odebirana a kultivovéna ve
form¢ diferencovanych, genitorovych a kmenovych bunck. V piipad¢€, ze nelze buiky
izolovat od samotného pacienta, je mozné odebrat bunky alogenni od darce stejné¢ho
druhu. Zde je ovSem zvysené riziko omitnuti této tkan€¢ imunitnim systémem piijemce
z diivodu genetické odlisnosti alespoii na jednom pokusu. Tieti moznosti je odbér bunek

Z jiného druhu, které se nazyvaji heterologni nebo také xenogenni (Liu 2007)

Ziviny 0
rustove implantace
faktory & /' \:dbér vzorku tkané
W y
> 5y o
—

izolace bunék

ay /
-~ H o

kultivace bunék

bunécna proliferace

Obr. 1: Princip procesu tkanového inZenyrstvi (Brown 2007).

2.1.2. Zasady pripravy scaffoldu

Ptipravované tkanové nosi¢e musi pro jejich spravnou funkci spliiovat celou fadu
vlastnosti. Strukturou se bliZi podob¢ extracelularni matrice, tedy mezibunécéné tkanoveé
struktufe tak, aby mohly buniky dostatecné proliferovat a popfipad¢ diferencovat
(Eberli 2010). Toho lze z ¢asti dosahnout spravnou velikosti port a jejich dostatecnou
kontinuitou. Nosi¢ musi byt samoziejmé biokompatibilni a biodegradabilni, tak aby
nevyvoléaval imunologické reakce. Déle je tieba zajistit optimalni mechanické vlastnosti
a specificky povrch zajistujici dostate¢nou buné¢nou adhezi (Liu 2007)

Biomateridly pouzivané v tkanovém inzenyrstvi pro vyrobu scaffoldi muzeme
rozdélit podle pivodu na pfirodni a syntetické. VétSina materialu je pfevzata z jinych
technologickych obori,, naptiklad z mediciny (Ma 2004). Syntetické biologicky
odbouratelné materialy jsou alifatické polyestery (kyselina polymlécna, polyglykolova

a jejich kopolymery) a ptirozené ziskané materialy jako kolagen a chitin. Pfirodni,
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pfirozen¢ ziskané biomateridly se vyznacuji velmi dobrou biokompatibilitou
a biodegradabilitou. Nemizeme u nich ovSem ovliviiovat jejich specifické vlastnosti
Vv takové mife jako pii vyrob¢ syntetickych biomateriali. Z tohoto diivodu je davana pfti

vyrob¢ piednost syntetickym biomaterialim (Liu 2007).
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2.2. PCL - Polykaprolakton

V této kapitole byla popsdna zakladni charakteristika, vyroba a vyuziti

polykaprolaktonu, ktery byl pouzit pro tvorbu vldkennych vrstev v experimentalni ¢asti.

2.2.1. Charakteristika

Polykaprolakton (PCL) je jednim z prvnich polymert syntetizovanych skupinou
Prof. Carotherse na pocatku roku 1930 pii snaze identifikovat syntetické polymery,
které by mohly byt degradovany mikroorganismy.

PCL je synteticky biodegradabilni polymer patiici do skupiny alifatickych
polyester. Je dobfe rozpustny v polarnich rozpoustédlech, napiiklad ve smési
chloroformu a etanolu. PCL je polymer s teplotou skelného ptechodu (Tg) kolem -60 °C
a nizkou teplotou tani (Tf) 58 — 65 °C. Je hydrofilni, semikrystalicky a jeho krystalinita
ma tendenci klesat se zvySujici se molekulovou hmotnosti. Dale se PCL vyznacuje
velmi dobrymi smésnymi vlastnostmi s celou fadou dalSich polymerti (Woodruff 2010).

Tyto charakteristiky spoleéné¢ S dobrymi zpracovatelskymi a mechanickymi
vlastnostmi ptedurcuji tento polymer pro pouziti v mediciné pii tvorbé tkanovych
nosict nebo chirurgickych niti. Dale se PCL pouziva jako ptisada do pryskyfic a jinych

polymerti, kde modifikuje jejich mechanické vlastnosti (Hermanova 2011).

2.2.2. Polymerizace

Piipravuje se katalytickou kondenzaci & - kaprolaktonu, kdy je pomoci
aniontovych, kationtovych a koordinacnich katalyzatori za tepla rozpojen hlavni
cyklicky fetézec (obr. 2). Druhou moZnosti je vyroba otevienim cyklu pomoci volného
zbytku 2 - methylen -1 - 3 — dioxepanu. Na zpusobu polymerizace zavisi vysledna
molekulova hmotnost, distribuce molekulové hmotnosti a podil krystalické faze

polymeru. BéZné jo mozné syntetizovat PCL o molekulovych hmotnostech
3000 — 85 000 (Woodruff 2010).
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Obr. 2: Katalitickd polymerizace retézce kaprolaktonu (Labet 2011).
2.2.3. Biodegradabilita

Rychlost biodegradability PCL ovlivituje jeho poc¢atecni molekulova hmotnost
a mira podilu krystalické faze. Obecné se doba biodegradace pohybuje mezi 1 — 4 roky.
Rychlost hydrolyzy miize byt ménéna kopolymeraci s jinymi laktony nebo glykolidy.
Degradace probihd rozkladem esterovych vazeb polymerniho fetézce na karboxylové
a hydroxylové zbytky, které se dale rozpadaji na metabolity télu vlastni. PCL se
vyznacuje podobnou biokompatibilitou jako PLA, ovSem pii mnohem niz$i rychlosti

desorpce (Hermanova 2011, Woodruff 2010).
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2.3. Prehled morfologie kostni tkané

Kost (latinsky os) je organ vznikajici osifikacnimi procesy, ktery slouzi jako
mechanickéd ochrana vnitinich organi a opora téla. Na kosti se upinaji svaly a §lachy.
Kostni tkan je jednou z tkani, které se na jeji stavbé podileji. Je jednou z nejtvrdsich
tkani v t€le — jedna se o pojivo tvofené bunikami, kolagennimi vlakny a mineralizovanou

mezibunéénou hmotou.

2.3.1. Kostni tkan

Kostni tkan je mineralizovand, vysoce vaskularizovana, ziva a adaptabilni pojivova
tkan. Je tvofena bunikami a extracelularni matrix. Asi 40 % hmotnosti vysuSeni kosti
je tvofeno organickou slozkou. V nejvétsi mife je zastoupen kolagen, zbytek dopliuji
zejména soli vapniku a fosforu. Uvnité kosti vzajemné anastomozuji cévni kanalky,
které umoziuji vyzivu osteocytti. Kanalky také umoznuji pohyb bunék jinych, jako
osteoblastii nebo osteoklasti. Podle stupné vyvoje a metabolické situace organismu
se vyse popsané obecné znaky v detailech méni (Nedorost 2009).

Pevnost a pruznost kostni tkdné jsou zavislé na zpisobu usporadani slozek jeji

mezibunééné matrix. Z tohoto pohledu existuji dva odlisné typy organizace kosti:

Kost primarni - vlaknita se u ¢lovéka vyskytuje behem vyvoje a je typickd pro
fetalni skelet, v dospélosti se nachéazi napt. pii iponu svali, vazli a v misté zhojenych
fraktur. V kosti vldknité jsou kolagenni vldkna 1 krystaly minerald mezi vlakny
uspofadany nepravidelné. Tenkd vlakna se stfidaji se silnymi tak, Ze jejich vzhled
pfipomind osnovu tkaniny. Primarni, vlaknitd kost je tvofena vysoce aktivnimi
osteoblasty v dobé vyvoje, v dospélosti mize byt jeji tvorba stimulovana frakturou,

rastovymi faktory nebo prostaglandinem E2 (Junqueira 1997).

Kost sekundarni — lamelarni béhem vyvoje postupné nahrazuje kost vlaknitou
atvofi naprostou vétSinu dospélého skeletu. Lameldrni kost se vyskytuje ve dvou
makroskopicky snadno rozlisitelnych formach: kostni tkan hutna - kompakta, ktera tvori
plast’ kosti, a kostni tkain houbovitd — spongidéza nachdzejici uvnitt kosti. Haversovy
systémy, osteony (obr. 3, 4), tvoii zékladni strukturni jednotku. Odhaduje se,
ze V dospélém skeletu je na 21 miliond osteont. Na pfi¢ném fezu maji elipsovity tvar

s primérem mezi 100-400 pm. Primérné velky osteon je tvofen asi tficeti 3 mm
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tlustymi lamelami. Kazdy osteon je prostoupen kandlky svych osteocyti, které tvori
cestu pro latkovou difizi mezi osteocytem a cévami. Z maximalniho priméru osteonu
1ze vyvodit, Ze zadny osteocyt neni od cévy vzdalenéjsi nez 200 um, coz je pro preziti
buniky pravdépodobné¢ maximalni vzdalenost od cévy. Primérnad velikost centralniho

kanalu osteonu je 50 um (Junqueira 1997).

2.3.2. Obecna stavba kosti

Na povrchu kosti je okostice - periost, tuha vazivova blana pokryvajici kost
s vyjimkou kloubnich konct. Periost je tvofen kolagennimi vladkny a fibroblasty.
Z vnitini vrstvy periostu vybihaji svazky kolagennich vlaken pronikajicich do kostni
matrix. Tato vldkna fixuji periost ke kosti. Fibroblasty - buiiky progenitorové, jsou
schopny dalsi diferenciace v osteoblasty, coz ma vyznam v procesu reparace nebo pfi
dal$im rastu kosti (Nedorost 2009).

Bohaté¢ prokrveny periost je zasadni pro vyzivu kosti. Periost je 1 bohaté inervovan

a zprostfedkovava vedeni takzvané kostni bolesti.

2.3.3. Mikroskopicka organizace kosti

Pod periostem je vrstva kompakty tvofici plast kosti. Jak jiz bylo zminéno,
kompakta je jednou ze dvou forem uspoiaddni sekundarni kostni tkané. Zdkladni
morfologickou strukturou je zde osteon, neboli Haverstuv systém (obr. 3 -5). Obecné 1ze
fici, Ze kompletni osteon je tvofen koncentricky uspofddanymi lamelami, které
dohromady tvofi valec. Jeho struktura je pfizptisobena jeho zakladni funkci - nutrici
a pfestavbé kosti. Haversovy kanalky komunikuji s dfefiovou dutinou i periostem siti
Volkmannovych kanalka (obr. 1).

o Periost trabekuly
' kostni lamely

Volkmannuy
kanalek

= R — Sharpeyova vidkna

-_-\“1 . v subperiostu

Haversiv kanal

Haversowy
systémy (osteony)

intersticialni T RN L e
systémy LR 1 ° -dref

obvodové lamely

Obr. 3: Kompaktni kost (Nedorost 2009). Obr. 4: Spongidzni kost (Nedorost 2009).
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Lamely jsou tvofeny svazky paraleln¢ bézicich kolagennich fibril, které maji
Vv osteonu celkové spirdlovity prubéh. Na fibrilach jsou ulozeny §tihlé jehlice mineralni
slozky, zejména hydroxyapatitu sodného. Mineralizovana matrix lamel obsahuje
kolagen typu I, jehoz vlakna b&Zi v anastomozujicich svazcich asi 3 um silnych. Prib¢h
kolagennich vlaken je urovan typem zatéze. V mistech tahu bézi podéln¢ a tlakem
se méni na spiSe Sikmé (Nedorost 2009).

V zakladni hmot¢ jsou =zality 1 kostni bunky, osteocyty, které se nachazeji
Vv lamelach uvniti dutinek lakun. Z nich vystupuji kanalky vyplnéné vybézky osteocyti.
Osteocyty se podileji na latkové vyméné mezi mineralizovanou kostni matrix a krvi,
ovliviiuji hladinu vapniku v télesnych tekutindach. Mezi jednotlivymi lamelami
se nachazeji loziska mineralizované amorfni hmoty - cementovd substance s malym

poctem kolagennich vldken.

Lakuny s osteocyty Osteon
Lamely s / . Houbovité kostni
Kanalky DL~k tkan
Osteon
(Haversiv Haversuv
systém) kanalek
Okostice

Volkmannuyv kanalek

Obr. 5: Schéma lamelarni kosti (Firoz 2008).

Béhem ristu dochazi k neustalé tvorbé, nasledné destrukci a obméné Haversovych
systémil. Cim mladsi systém, tim méné lamel a $ir$i centralni kanal, od kterého
se lamely tvoii a postupné posouvaji do periferie. Endost je vazivova vrstva vystylajici
dutinu Kkosti (obr. 3). Ve srovnani s periostem je tenci, tvofeny jen malym mnozstvim
vaziva a jednou vrstvou osteoprogenitorovych bunék (Junqueira 1997).

Uvnitt kosti je spongidza, druhd forma sekundarni kosti (obr. 5, 6). Je tvofena
vzajemné anastomozujicimi kostnimi tramci tvoticimi prostorovou sit’ vyplnénou kostni
dfeni. Smér tramci je vyslednici mechanického zatiZeni kosti a je specificky pro kazdou

kost. Tato architektonika tramci umoziiuje maximalni pevnost pfi minimu hmoty.
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V centralni ¢asti dlouhych kosti je dienova dutina. Ta je spolu s prostory mezi trdmci

spongidzy vyplnéna kostni dieni.

Obr. 6: Vybrus kosti pazni — patrnd spongiozni tkan (Tichy 2006).

Kostni dfet je organ, v némz vznikaji vSechny druhy krevnich elementi.
Hematogenni Cervend kostni dieni je tvofena mezenchymovym vazivem s cetnymi
sinusoidami, osteoblasty a osteoklasty. V pribéhu ontogeneze se kostni dien méni
z aktivni, cCervené, na zlutou, tvofenou tukovou tkani. V dospélosti pietrvava
krvetvorba, tedy i Cervena kostni dien, v kostech axialniho skeletu, tedy v kostech

obratlli, kosti hrudni, Zebrech a kostech panve (Junqueira 1997).

2.3.4. Klasifikace

Pii klasifikaci kosti lze uplatnit fadu hledisek makro - 1 mikroanatomickych,

vyvojovych apod. Pro ptehlednost bude uvedena pouze klasifikace dle tvaru:
Tvar kosti

* kosti dlouhé (napt. kost pazni, kost stehenni) maji diafyzu, centralni cast kosti,
ktera je tvofena tlustym plastém kompakty obkruzujici centralni dutinu, ktera obsahuje
kostni dfen. Kloubni konce dlouhych kosti jsou tvofeny spongidzni kosti krytou tenkou
vrstvou kompakty. V obdobi rastu je epifyza oddélena od diafyzy ristovou ploténkou,
ktera je tvoiena hyalinni chrupavkou.

» kosti kratké (napf. obratle, kosti zanartni) jsou tvofeny tenkym plastém kompakty

kryjici spongidzu a kostni dfe.
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* kosti ploché (napft. kosti klenby lebni) jsou tvoreny dvéma lamelami kompakty,
mezi nimiz je spongiéza zvana diploe.
* kosti nepravidelné (napt. horni Celist, kost klinovd) maji obdobnou stavbu jako

kosti kratké.

kloubni  spongioznl  yomoayin; /Periost trabekuly
chrupavka kost kost /
= fr kompaktni
\ — —:'i—;rfi kost spongidzni
diplog
— /‘
plocha kost
diafyza | epifyza
dlouha kost

Obr. 7: Dlouhd a plocha kost — prirez (Nedorost 2009).

2.3.5. Bunky kosti
Osteocyty

Jsou nejpocetnéj$i skupinou bunck zralé kostni tkané. Vznikaji z osteoblastu
postupnym zalitim do matrix. Zraly, inaktivni osteocyt ma tvar elipsoidu béziciho podél
obvodu lamely, v niZ je v lakuné uloZen. Z téla vybihaji Cetné dendritické vybézky
obsahujici dal§i mikrofilamenta. Na konci vybézkd jsou osteocyty v kontaktu

se sousednimi buiikami. Tyto spoje umoziuji metabolickou i elektrickou interakei.

kollagenni
vlakna

"% _lakuna
. kostni
< kanalky

Obr. 8: Osteocyty (Nedorost 2009).
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Zraly, zivy osteocyt ma vietenovity tvar. Aktivni, mlads$i osteocyt ma ovalny
az sféricky tvar, jako znamku sekretorické aktivity, dobfe vyvinuté granularni
endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex. Primérnd Zzivotnost osteocytu
je odhadovana na 25 let. Osteocyty maji zasadni vyznam pro udrZzovani stavby kostni

tkané (Nedorost 2009).

Osteoblasty

Jsou bazofilni, zhruba kubické mononuklearni bunky o velikosti kolem 15-30 pm.
Vyskytuji se v mistech tvorby nebo remodelace kosti, kde tvoii souvislou vrstvu. Jsou
zodpovédné za syntézu, ukladani i kalcifikaci kostni matrix. V dospé€lé, nestresované
kosti se nachazeji osteoblasty hlavné v hloubce kompakty v blizkosti aktualné
pfestavovanych osteoni. Cast z nich se poté, co byla zalita do tvofené matrix,
pifeménuje v osteocyty (Nedorost 2009).

Zakladni funkci osteoblastu je syntéza a sekrece organické slozky intercelularni
matrix osteoidu, tedy zejména kolagenu I, mén¢ kolagenu V, ale i jinych makromolekul.
Neméné vyznamnou funkci osteoblastu je mineralizace osteoidu, v niZ se uplatiiuje
alkalicka fosfataza. Lokalnim zvySenim pH a piekroGenim soucinu rozpustnosti
hydroxyapatitu se formuji krystaly na povrchu vlaken organického osteoidu

(Nakamura 2007).

Osteoklasty

Jsou polymorfni, zhruba 40 pm velké bunky s velkym poctem jader (obvykle
15 - 20). Nachazeji se v mistech kostni ptrestavby, nebo v blizkosti povrchu kosti,
Vv mistech kostni remodelace. Osteoklasty obsahuji mnohocetné mitochondrie. Maji
relativné tidké, rozptylené endoplasmatické retikulum, oproti tomu rozsahly,
perinuklearné ulozeny Golgiho komplex (Nedorost 2009).

Funkci osteoklastu je destrukce kosti. Demineralizace dosahuji osteoklasty
lokalnim sniZovanim pH. Organickou matrix degraduji prostfednictvim lysozomalnich
I nelysozomalnich enzymi. Z bunék aktivujicich osteoklasty jsou uvadény osteoblasty,
makrofagy i lymfocyty. Vzestup intracelularni hladiny vapniku osteoklasty inaktivuje.
Po ukonéeni kostni resorpce se rozpadaji na mononuklearni bufiky. Zivotnost

oskeoklastu se pohybuje 0od16 dni az do 7 tydnti (Nakamura 2007).
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Buiiky osteoprogenitorové

Jsou mezenchymového ptivodu. Vyvijeji se z pluripotentnich kmenovych bunék
pritomnych v kostni dfeni i pojivovych tkanich, ve kterych se mohou diferencovat
do osteoblasti. Osteoprogenitorové burky jsou zodpovédné za tvorbu kostni tkané
vV obdobi vyvoje. V prubéhu osifikace se tyto bunky shlukuji a dé€li, poté se preméni
V osteoblasty. V prubéhu osifikace osteoprogenitorové bunky spolu s cévami
penetruji do zony degenerujici chrupavky, kde se pak rovnéz diferencuji v osteoblasty.
Smér vysledné¢ diferenciace je ovlivnén charakterem induk¢nich podnéth

(Nedorost 2009).

Kost lemujici buiiky

Jsou ploché buniky podobné bunkam epiteldrnim. Jsou pfitomné zejména
V adultnim skeletu. Nachéazeji se na povrchu klidovych zon kosti, kde neprobihaji
resorpce, ani novotvorba. Buiiky tvofi souvislou vystelku, kterd oddéluje kostni den od

endostu. Z periostu pak vybihaji jako vrstva vystylajici cévni kanaly osteont.

Kostni matrix

Kostni matrix je mineralizovana a podobn¢ jako u ostatnich typii pojiva je tvorena
zakladni hmotou a kolagennimi vlakny. Ta jsou Cetna a tvoii obvykle paralelni svazky.
V adultnim skeletu je matrix jen mirné¢ hydratovana, voda tvoii 10 — 20 % celkové
kostni hmoty. Suchou slozku tvoii z 60 — 70 % anorganické komponenty -
mikrokrystaly vapniku, hydroxyapatit a dal$i hydroxidy. Kolagen tvoii 30 — 40 %.
Zbytkovych 5 % tvoti zejména glykoproteiny. V kostni tkéni pfevazuje kolagen typu I,
na ktery jsou vazany dvé tietiny kostnich minerald. Proporce jednotlivych stavebnich

komponent se méni s vékem, lokaci i celkovym stavem metabolismu (Nedorost 2009).
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2.4. Nanovlakna a elektrostatické zvlaknovani

2.4.1. Vlastnosti a pouziti nanovlaken

Pojmy nanovlakna a nanotechnologie vznikly v pribéhu 20. stoleti pfi dynamicky
se rozvijejicim vyvoji technologii a novych védnich oborti. Nanovldkna se daji
definovat, jako vldkna o priméru mens$im nez 1000 nm. Tato definice neni zcela
pfesna - Vtomto piipad¢ lze mluvit spiSe o submikronovém rozméru. Lze fici, ze
dnes$nimi postupy Ize vytvoftit vlakna o priméru cca 100 nm. Teprve vlakna s primérem
pod 100 nm lze povaZovat za nanovlakna V pravém smyslu slova. Tato vlakna
se vyznacuji unikdtnimi vlastnostmi, diky nimz se vyuzivaji v mnoha primyslovych
aplikacich. Témito vlastnostmi jsou velmi vysoky mérny povrch, vysoka porozita, maly
pramér port avelmi maly primér vldken. Nanovldkenné vrstvy lze diky témto

parametrim s uspéchem pouzivat jako tkanové nosice.

‘\ PR\ L ({,'\‘V ")'
g 3.‘ il )’él""""" ,

- =
H

- § ’
P2 o 3 " !‘ “
-‘W” A !fé‘a‘!‘\‘ s
L ;)'*: AR

- .
WaNT: " R Y é"‘\'
o 7 &‘ e W é“\,-'.._i?

L st 'a-“‘.t AN

Obr. 9: Nanovlikenna vrstva v porovnani s lidskym viasem (Kalinova 2008).
2.4.2. Princip elektrostatického zvlaknovani

Detailni popis technologie elektrostatického zvldknovani je uveden v praci Huang
(2003). Tento zpisob vyroby nanovlaken je v porovnani s jinymi zpusoby (napiiklad
melt blown) technologicky jednoduchy (obr. 10). Proces elektrostatického zvlaknovani
vyuziva elektrostatické a kapilarni sily pro vytazeni vlakna z polymerniho roztoku ¢i
taveniny, nejcastéji vSak z roztoku. Kapilara, tryska nebo zvldknovaci kolektor je spojen
s elektrodou vysokého napéti v fadech desitek kilovolt a polarizuje polymerni roztok

(Jirsak 2003). Protipdl v elektrostatickém poli tvofi vodivy sbérny kolektor v podobé
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desky, sita, kovového hrotu nebo vélecku, ktery byva uzemnén nebo piipojen k opacné
polarizované elektrod¢ vysokého napéti. Zdroj vysokého napéti vytvaii elektrostatické
pole formujici elektricky nabity polymerni roztok, ktery je nasledné¢ zvlaknén
(Ruzickova 2004). Vlivem vysokého elektrického napéti a rozdilu elektrickych
potencidlli mezi polarizovanym polymernim roztokem a uzemnénym kolektorem ptisobi
na polymerni roztok tii sily. Jde o silu povrchového napéti, silu kapilarni
a elektrostatickou. Tyto sily formuji takzvany Tayloriv kuzel (Lukas 2009). Jestlize
intenzita elektrického pole dosdhne nadkritické hodnoty, zédporna elektrostaticka sila
ptekond povrchové napéti (kapildrni silu) polymerniho roztoku a nésledné je
z Taylorova kuzele vytazen velmi tenky proud roztoku. Vlivem viskozity polymerniho
roztoku a existence zapletenych polymernich fetézcti nedochazi k transformaci do

sférickych kapek (Reneker 2006).

Obr. 10: Schéma obecného procesu elektrostatického zvidkiovani z trysky:
1- zdroj vysokého napéti, 2- tryska s polymernim roztokem, 3- proud nanovldken,
4- uzemnény kolektor s nanovldakennou vrstvou (Kalinova 2008).

Dréahu proudu polymerniho roztoku mezi elektrodou a kolektorem miiZzeme rozdélit
na dv¢ casti (obr. 11). Prvni je stabilni oblast, ve které proud putuje pfimocate v silném
elektrickém poli. Ve druhé, nestabilni oblasti, zatne proud rotovat (biovat) a zarovefi
se z ného odpatuje rozpoustédlo. V této fazi se polymerni proud dlouzi, Stépi a dale se
meéni na vlakna. Primér vlaken se pohybuje v rozmezi 100 — 500 nm. Dopadajici vlakna
na povrchu kolektoru ztraci zbytkovy naboj a tvoifi vlakennou vrstvu., ktera se
V porovnani s jinymi technologiemi vyroby polymernich vlakennych vrstev vyznacuje
vysokou homogenitou. Vysoka homogenita vzniklych vrstev je jednou z hlavnich vyhod

technologie elektrostatického zvladknovani (Lukas 2009).
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Obr. 11: Zndzornéni proudeni polymerniho roztoku: I- oblast stabilniho proudu, 2 oblast
nestabilniho proudu, 3- tryska, 4- Tayloriv kuzel, 5- uzemnény kolektor (Kalinova 2010).

<

25



2.5. Technologie melt-blown

V této kapitole bude popsana jedny z bé&Znych technologie tvorby polymernich
vlakennych vrstev. Jedna se o metodu melt-blown, ktera je zastupcem produktivni
tvorby vlakennych vrstev v oblasti mikronovych a submikronovych rozméru.

Vznik a rozvoj vyroby polymernich vlakennych vrstev dnes jiz tradi¢nimi
termickymi a chemickymi metodami odstartoval v padesatych letech minulého stoleti.
A 1o z davodu zvySujicich se pozadavki trhu na nové specidlni materidlové aplikace,
az divodu potieby plosnych vldkennych textilnich Utvari vyrobenych levnéjSimi
a produktivnéjsimi metodami. Dalsi aspekt, ktery tomuto vyvoji pfedchdzel a umoznil
zrod téchto metod, byl v prvni polovin¢ dvacatého stoleti rozmach makromolekulérni
chemie a vyvijeni stale novych polymernich materiala (Jirsak 2003).

V soucasnosti produkty chemicko-termickych technologii vyroby polymernich
vlakennych vrstev zasahuji do mnoha primyslovych odvétvi a jejich poptavka neustale
stoupd, zejména u termickych technologii pro jejich vysokou vyrobnost a nizkou findlni
cenu produktu. Z tohoto divodu vznikaji v dnesni dobé¢ stale nové vyrobni linky po

celém svéte.

2.5.1. Historie

Zékladni technologie vyroby vlakennych vrstev metodou melt-blown byla vyvinuta
v Namoini vyzkumné laboratoii pod zastitou americké vlady na pocatku padesatych let
minulého stoleti. Tento vyzkum byl zahdjen z divodu potieby vytvoreni vhodné
technologie pro vyrobu média zachycujiciho radioaktivni Castice v hornich vrstvach
atmosféry.

Prvni pouzitelné laboratorni vyrobky spattily svétlo svéta roku 1954 a byly vyuzity
pro monitorovani svétového jaderného vyzkumu. Byly vyrobeny vzduchem dlouzenou
extrudovanou polypropylenovou taveninou prochazejici pies jednu kapilaru. Diky velmi
uspokojivym vysledkiim dosavadniho vyzkumu se v poloviné roku 1960 ujala dal§iho
vyvoje nova pobocCka ropné spolecnosti Exxon. O pét let pozdé€ji firma patentovala
uspesny prototyp desetipalcového zatizeni pro primyslovou vyrobu mikrovlaken, které
do dnesnich let nedoznalo ptevratnych zmén v konstrukci.

Vyrazné€j§imu rozvoji, prumyslové vyroby mikrovlaken technologii melt-blown,
brzdily v sedmdesatych letech nedostatecné produktivni  postupy  vyroby

termoplastickych polymerid s vy$$im indexem toku (MFI). Tato skutecnost se zménila

26



Vv pribéhu osmdesatych let s vyvinutim novych Kkatalytickych postupti vyroby polymert
(John 1999). Do roku 2000 Exxon vyvinul a patentoval vétSinu vyrobnich technologii
systému melt-blown. Na ptfelomu tisicileti vstoupilo na technologickou scénu vice firem
vyvijejici nové technologické modifikace, napiiklad firma 3M s patenty na vyrobu

smési mikrovldken s béznymi textilnimi vlakny (Zamfir 2003).

2.5.2. Specifikace procesu melt-blown

Technologie melt-blown produkuje v soucasné dobé vlakenné vrstvy o plos$né
hmotnosti 5 — 400 g/m2 pti vysoké variabilité priméru vlaken, v rozsahu 0,5 — 20 um

(Jirsak 2003). Rychlosti odtahu vldkenné vrstvy dosahuji v soucasné¢ dob¢ rychlost az

milimetrdi po nckolik set milimetri ptfi hladkém kruhovém prifezu. Produkty
se vyznacuji vysokym faktorem kryti, mérnym povrchem, vysokou poérovitosti
a retencnimi vlastnostmi pii nizsi az stiedni pevnosti vlakenné vrstvy. Vyuzivaji se jako
filtracni média, zdravotnické textilie, primyslové sorbenty a hygienické vyrobky.
Zvldknovany jsou vSechny termoplasty s MFI nad 30, naptiklad polyetylen
a polypropylen. Usp&né je vyuzivana technologie vyroby bikomponentnich vlaken

(Dahiya 2004).

2.5.3. Popis technologie melt-blown

Technologie melt-blown je odborné popsana ve zdroji (Dahiya 2004). Podle bézné
pfijimané definice je melt-blown proces, ve kterém se proudem vzduchu S pomérné
vysokou rychlosti foukd roztaveny polymer vytlaCovany zvldknovaci tryskou
z extrudéru na perforovany sbérny pas ¢i buben. Na sbérném segmentu se jiz vytvofena
vlakna formuji a Caste¢né poji do vlakenné vrstvy, ktera je dale odvijena (obr. 12)
(Jirsak 2003).

Na pocatku procesu polymer prochazi extrudérem, ktery se sklada z vyhtivaného
valce s rotujicim vytlatovacim Snekem uvnitt.

Extrudér je vyhiivan tfemi az ¢tyfmi ohtivaci do urcité faze v prirtistkovém potadi.
Jeho hlavni funkci je roztaveni a homogenizace polymeru vsypaného do prostoru valce
ve formé& pelet ¢i granuli a jeho nasledné vytlacovani pres trysku. Dopifedny pohyb
granulatu probihd mezi st€nou valce a spirdlovou drazkou vytlacovaciho Sneku. Tani
granulatu v extrudéru je zpusobeno vyhfevnym teplem, tfenim viskézniho proudéni

a mechanickym plsobenim mezi Snekem a sténou valce (Wadsworth 1991). Poté
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prochazi polymerni tavenina pies davkovaci ¢erpadlo, které¢ usmériuje jeho dalsi tok pti
konstantnim objemu, tlaku a teploté, coz je nezbytné pro konzistentni pfisun taveniny
do zvlakiiovaci hubice. Cerpadlo je zubové, s dvéma protib&Znymi ozubenymi koly.
Tavenina je piivadéna saci stranou k zubovym mezeram. Z distribu¢niho kanalu
za zubovym cerpadlem, putuje tavenina piimo ke zvlaknovaci hlavici. Hlavice ma tvar
dlouhé duté kovové listy trojuhelnikového profilu s nékolika sty malymi kruhovymi
otvory na jeho Cele. Z téchto otvorti vytlaovana tavenina tvoii vlakenné prameny, které
jsou nasledné formovéany horkym vzduchem na jemna vldkna. V porovnani s jinymi
technologiemi jdou otvory v hlavici malého priméru — nejcastéji 0,4 mm s rozteCemi
1 —4 mm (Dahiya 2004).
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Obr.12: Schéma procesu Melt-blown: 1- extrudér, 2- plnici Snek, 3- davkovaci cerpadio,
4 - vzduchové rozvody, 5- zvldkiiovaci hubice, 6- kolektor (Kalinova 2004).

Existuji dva druhy zvldknovaci hlavice. D¢li se podle technologie vyroby otvort
na kapilarni typ a typ s vrtanymi otvory. U kapilarniho typu je hlavice rozdélena na dvé
¢asti, jejichz délici rovinou je podélné sttedovad osa otvorti (Jirsak 2003). Do kazdé
poloviny je na sty¢né plose vyfrézovana fada pilkulatych drazek. Obé poloviny jsou
slicovany tak, aby tvoftily idealni kruhové otvory. U vrtaného typu jsou vyrobeny otvory
pomoci mechanického vyvrtavani, nebo pomoci elektrick¢ho vyboje technologii EDM.
Zvlaknovaci hlavice je vyhfivana externim ohfivaCem na provozni teplotu v rozsahu

215 —340°C.

Roztaveny polymer je po vytlaceni ze zvldkiiovaci hlavice formovan horkym
vzduchem, ktery vychazi ptes otvory v dolni a horni ¢asti hlavy (obr. 13). Z divodu
ohfevu vzduchu se jedna o energeticky narocny proces. Rychlost vzduchu vytvari
kompresor a ohfev zajiStuje elektricky nebo plynové vytapénd pec. Typicka teplota
predehiatého vzduchu je 230 - 360 °C pii rychlosti 180 - 270 m/s. V1akno je S rostouci
délkou unaSeno vzrustajici silou, nepravidelné dlouzeno a odtrhavano. Unasend vlakna

28



nasledné ulpivaji a uplné tuhnou na perforovaném sbérném kolektoru. Depozice vldken
na kolektoru je podpofena vytvofenym podtlakem wvné vélce. VIdkennd vrstva je
veétSinou pojena pouze samotnou soudrznosti vlaken, nebo je pojena termicky

(Wadsworth 1991).

Obr. 13: Proces melt-blown zvidkiiovani: 1- polymerni tavenina, 2- horky vzduch,
3- studeny vzduch, 4- proud dlouzenych viaken, 5- kolektor, prevzato z (Kalinova 2004).

2.5.4. Predpoklady budouciho vyvoje

Budouci uplatnéni technologie melt-blown zavisi pfedevs§im na zdokonaleni
homogenity vlakenné vrstvy pii velkém obsahu vlaken o submikronovém priméru.
Jestlize se podaii vyvinout vyrobni linky zarucujici pfedevsim dostate¢nou homogenitu
vlakenné struktury, nahradi technologic melt-blown zvelké c¢asti technologii
elektrostatického zvlaknovani v primyslové vyrobé filtracnich médii a v dalSich odvétvi
primyslové vyroby, kde neni pozadovana ptiprava polymerniho materialu studenou
cestou. Rychlost odtahu a §ife vlakenné vrstvy se bude zvySovat s ohledem na limity
mechanického namédhani jen mirn¢. DalSim faktorem je samozifejm& pouziti novych

materiali a zdokonaleni vyroby bikomponentnich vlaken (Nakajima 2007)
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2.6. Funkcionalizace vlaken pomoci pevnych ¢astic

Cilem této prace je popis technologickych principii a materiald pouzivanych
v soucasné dobé pro funkcionalizaci nejcastéji nanovldkennych, ale i vrstev
nevldkenného charakteru pomoci mikro a nano praskti z riznych materialii. Jedna

se 0 principy funkcionalizace na bazi strukturnich, materialovych a dalSich modifikaci.

2.6.1. Zpusoby funkcionalizace

V této kapitole budou popsdny rizné moznosti a zpusoby funkcionalizace

vlakennych vrstev pomoci ¢astic riznych latek.

Strukturni — vymyvani ¢astic

Technika vymyvani ¢astic (particleleaching, salt leaching) je velmi populdrnim
postupem pouzivanym v tkanovém inzenyrstvi pro vyrobu scaffoldi. Zakladem tohoto
zpusobu je pfiprava formy, do které se vhodné umisti Castice tzv. porogenu piesné
definovanych tvari a velikosti. Do formy se nalije polymerni roztok, rozpoustédlo
se po c¢ase odpaii. Tim se vytvoti tuhy material slozeny z polymeru a ¢astic. Nasledné
se ¢astice rozpusti vhodnym rozpoustédlem. Castice musi byt rozpustné jinym
rozpoustédlem, nezli je polymerni roztok. Vznikaji tak tenké vrstvy poZadovanych
struktur, které 1ze dale vrstvit (Lukas 2005).

Tato technika ma svou modifikaci nazyvanou formovani taveniny (melt molding),
kde je termoplasticky polymerni prasek zamichan s vhodnym porogenem. Smés
je umisténa napiiklad do teflonové formy a zahtata nad teplotu tani polymerniho
materialu. Po zahfati je kompozitni struktura vystavena vlivu rozpoustédla porogenu.
Vymytim porogenu dojde k vytvotfeni hotového porézniho materidlu. Metoda formovani
taveniny se snazi eliminovat toxickd rozpoustédla ¢i toxické porogeny, které mohou
stopov¢ ve scaffoldu zlstat 1 po vymyti, a proto vyuZziva jako porogen napiiklad Zelatinu
(Lukas 2005).

Postup muzeme pouzit 1 pro strukturni modifikaci samotnych nanovlakennych
vrstev, kde neni pro dal§i pouziti dostacujici mezivldkennd struktura vytvotfena
samotnym vrstvenim nanovldken. Pfi procesu uklddani nanovldken je vhodné
dispergovany porogen ukladan ¢i pfisypavan do vznikajici vrstvy. Néslednym

rozpusténim téchto castic vétSinou vznikaji objemnéjsi mezivldkenné prostory.
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Pti tvorbé tkdnovych nosicl touto metodou potiebujeme docilit mezivlakenné struktury,
kterd umoznuje buné¢énou proliferaci.

Pouzivame tedy Castice porogenu, které respektuji velikost téchto bunék. Nejcasteji se
jedné o rozméry 15 — 30 um 0 objemovém zastoupeni 80 — 90 %. Nejcasteji pouzivané
materidly porogenu jsou castice voski, soli, hluboce zmrazeného ledu nebo vodou

rozpustného polymeru (Mikes 2013).

Podpurna funkcionalizace

Jedna se o proces, kdy jsou do vlakenné struktury vpravovany cCastice, které ulpivaji
napovrchu vlaken. Castice jsou do struktury nejéastdji rozptyleny pfi samotném
procesu ukladani jednotlivych vlaken, které nasledné utvofi kompaktni strukturu.
Dal§im zptsobem je doprava ¢astic pomoci koloidniho roztoku, ktery prostoupi
vlakennou strukturu a po vysuSeni transportni kapaliny ulpi na povrchu vlaken samotné
¢astice. Tato metoda neupravuje zadsadnim zptisobem strukturni parametry, ale zvysuje
funkei, pro kterou je vysledna struktura urena (Lukas 2005, Mikes 2013).

Metoda mé& svou modifikaci, kterd umoZziuje obohatit Casticemi vrstvy
nevlakenného slozeni. Castice jsou vpravovany mezi tenké vrstvy pordzniho
nevlakenného materidlu. Vrstvy jsou nasledné nakladeny na sebe pro vytvofeni
vysledné objemnéjsi vrstvy. Takto funkcionalizovat a déle vrstvit se mohou naptiklad
struktury pfipravené vySe popsanou metodou vymyvani Castic, zpéhovanim nebo
metodou rapid prototyping.

PouZzivané Castice jsou ptipravovany podle poZzadovanych vlastnosti z nékterych
tézkych kovl, biopolymerti, riznych skupenstvi uhliku, riznych druhti drev
¢i biologického materidlu. Materidly maji rozmanité vlastnosti, naptiklad antibakterialni
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ucinky pfi pouziti v medicin€. Jsou schopné na sebe vézat rGzné chemické latky
anasledné je pfipadné¢ uvoliovat. V tkanovém inzenyrstvi mohou podporovat rust,
diferenciaci ¢i proliferaci bunéénych kmenti (Lanza 2000).

Pfi tomto zpusobu modifikace pouzivame CcCastice podstatné variabilnéjSich
rozmérit nez v predeslém piipadé. Jednd se o rozméry vrozmezi 0,2 — 100 um.

Objemové zastoupeni ¢astic se pohybuje v rozsahu 1 — 50 % (Lanza 2000, Mikes 2013).

SEM HV: 20.0 kV. WD:1343mm | | || i VEGA3 TESCAN|
View field: 83.0 um Det: SE 20 um
SEM MAG: 5.00 kx  Date(midly): 08/26/13 Performance in nanospace

Obr. 15: Cdstice aktivniho uhli na vidknech (Chvojka 2013).

Inkorporaéni metoda

Funk¢ni ¢astice jsou do materidlu ptimo inkorporovany, to znamena, Ze jsou béhem
procesu zvlaknovani zaneseny piimo do vldken. Nejcastéji jsou tedy pridany
do polymerniho roztoku ¢i taveniny pied samotnym procesem tvorby vlakna. Polymer
je vétsinou tepelné, enzymaticky ¢i jinak degradovatelny tak, aby pfi svém pozvolném
rozpadu postupné uvoliioval ¢astice k jejich funkei. Principu se nejcastéji vyuziva pti
funkcionalizaci nanovldkennych vrstev pro medicinu nebo tkanové inZenyrstvi. Lze jej
stejn€ uspesné pouzit i u nevlakennych pordznich vrstev (Lembo 2010).

Inkorporacnim ulozenim enkapsulovanych, vazanych nebo volnych 1éCiv,
vitamint ¢i antibiotik jsou vytvareny systémy pro cilenou dopravu léCiv. Stejny systém
se s uspéchem vyuziva v tkdiovém inzenyrstvi pfi postupném uvoliiovani ristovych
faktort pii rozpadu tkanovych nosi¢t. Dale se provadi pokusy s inkorporaci uhlikovych
nanotrubic nebo uhlikovych fulerénti, které funguji po uvolnéni naptiklad jako

specifické inhibitory (Lukas 2005, Mikes 2013).
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Velikosti Castic se pohybuji od Inm u fulerenu C60 az po 1 um
u enkapsulovanych 1é¢iv. Objemové zastoupeni je nepatrné od jednotek promile az po

jednotky procent (Lembo 2010).

2.6.2. Metody nanaseni

V této Casti jsou popsany zakladni zplisoby nanaseni ¢astic zejména pii podptirné
a inkorpora¢ni funkcionalizaci. S ohledem na velikost a tvar ¢astic se pfi jejich nanaSeni
na povrch nebo piimo do materidlu potykdme s mnoha technologickymi problémy.
Jedna se zejména o rovnomérnou dispergaci ¢astic a potlaceni jejich koagulace nebo

agregace.

Ultrazvukova metoda

Tato metoda vyuzivd ultrazvuk, coz je mechanické vInéni leZici nad hranici
slysitelnosti lidského ucha o frekvencich 20 kHz a vysSich. Jako zdroj ultrazvuku slouzi
duralova sonotroda (obr. 16) o specifické geometrii, ktera zajistuje generovani
ultrazvuku o pozadované frekvenci. Sonotroda piejima pulzy vznikajici pfi
piezolektrickém jevu, které rozechvivaji hrot sonotrody (Feynman 2000).

Takto generované mechanické vinéni pfedava casticim energii prekondvajici
adhezni a hydrofilni sily, které vytvaii nechténé shluky. Castice jsou tedy do znaéné
miry ojednocené a homogenné¢ dispergované. Energie muze byt ¢asticim predavana
na dopravniku, ktery je transportuje od zasobniku ke vznikajici vrstvé béhem padu
¢astic z dopravniku na povrch vldkenné struktury nebo aZ po jejich dopadu na povrch.
Nejcastéji jsou ovSem vyuzivany prvni dvé moznosti.

Pti experimentech byla stanovena jako nejvhodnéjsi frekvence spodni hranice
ultrazvuku, tedy 20 000 Hz. Jako duvod je udavan fakt, ze vyssi frekvence predavaji
Casticim energii o takové intenzité, kterd zplsobuje jejich termicky rozklad
(Chvojka 2013).

Obr. 16: Ultrazvukova sonotroda (Chvojka 2013).
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Vibraéni metoda

Jedna se o generovani harmonického mechanického kmitani o specifické frekvenci
na ur¢itém mechanickém clenu podavaci soustavy castic. Jako zdroj vibraci slouzi
stejnosmérny vibra¢ni motorek. Ten se sklada z magnetického stiedového trnu, ktery
slouzi jako stator a ze samostatného vynuti. Motorek roztd¢i excentrické zavazi,
a to predava ptes pevné ulozeni motorku pravidelné mechanické razy (vibrace) dalSim
pevnym ¢lenim podavaci soustavy. Dal$i zdroj vibraci miize byt dostate¢né¢ vykonna
zvukova membrana, kterd se ovSem témet nepouziva (Feynman 2000, Snasel 2013).

Princip plisobeni vibraci na Castice je zde stejny jako v pripad¢ ultrazvuku, kdy
mira energie Casticim pfedand je vétsi nezli soucet jejich adheznich a hydrofilnich sil.
Tento fakt vede k rozruseni shlukii a homogenni dispergaci. Vibrace jsou udavany
podavacimu pasu nebo hran¢ piepadu na zasobniku Castic.

Jako idedlni frekvence se jevi 100 — 200 Hz. OvSem tento zpusob neni tak

ucinny jako ultrazvukovy, a to pfedevsim u vétSich objemt ¢astic velikosti pod 1 um.

Obr. 17: Schéma vibracniho motorku (Nedorost 2013)

DalSi metody

Kromé vyse popsanych metod pouzivanych jednotlivé se jako nejucinngjsi jevi
jejich kombinace, kdy je pouzity vibrujici podavac a sonotroda.

Déle se pouziva i ¢isté mechanicky zptsob s dopravnikem a ru¢nim vsypavanim
¢astic. Ten je ovSem vhodny jen pro ¢astice vétSich rozmért a také tam, kde neni kladen
velky diraz na homogenni dispergaci ¢astic (Lembo 2010).

Jako dopln€k se pouziva rozvolnéni a doprava c¢astic linearizovanym proudem

vzduchu, vétsinou ale v kombinaci s ultrazvukovym nebo vibra¢nim zptisobem.
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Zakladnim zplsobem zamezeni vzniku koagulace castic je snizeni vzdusné
vlhkosti pod 30 %. VIhkost se vaze na povrch ¢astic a je hlavni pfi¢inou agregace.
Snizeni vlhkosti docilime kompletnim odvlhéenim pracovni mistnosti pomoci
klimatizace. Dale skladovanim castic v nadobé se silikagelem ¢i skladovanim
za zvySené teploty a ndslednym v€asnym zpracovanim.

Poslednim zpisobem snizeni agregace je povrchova modifikace ¢éstic. Jedna
se naptiklad o modifikaci plasmou, nebo o piidani hydrofobnich funk¢nich skupin.
V nekterych piipadech navazujeme na castice napiiklad OH skupiny jako objemny
substituent, ktery zabranuje blizkému kontaktu s dal$imi casticemi. OH skupiny byly

s uspéchem pouzity u fulerenti C60 (Lembo 2010).

2.6.3. Materialy

V nasledujici casti bude pojednano o vybranych, nejbéznéji pouzivanych
materidlech castic, kterymi lze funkcionalizovat vldkenné i nevlakenné struktury uréené
pfedev§im pro medicinu a filtraéni aplikace. Nebudou zminény materidly pro

funkcionalizaci strukturni, protoZe tyto materialy jsou pomérné bézné a znamé.

Hydroxyapatit

Hydroxyapatit (HA) je obecné vniman jako biokeramicky materidl. Jde
o slouc¢eninu piirozenych forem vapniku a fosforu schemickym vzorcem
Cas(PO4)3(OH). Piiprava probihd syntézou prekursord a naslednou krystalizaci.
Teplotni odolnost dosahuje 800 °C a nevykazuje dobrou mechanickou pevnost.
Hydroxyapatit je chemicky podobny mineralni slozce kosti a tvrdych tkani savci. Je to
jeden z mala material, které jsou klasifikovany jako bioaktivni, coZ znamena,
ze podporuje oseointegraci kosti pti pouziti v ortopedickych, zubnich a obli¢ejovych
aplikaci (Com 2013, Mikes 2013).

HA castice pfipravené mletim se s ispéchem pouzivaji pfi podplrné 1 inkorporacni
modifikaci vlakennych vrstev zejména v tkanovém inZenyrstvi kosti.

Pouziti HA nanocéstic se vénuje studie Wang a Co. (2011). Nanocastice HA
byly inkorporovany v nanovlaknech z kopolymeru kyseliny mlécné a kyseliny
glykolové (PLGA) v poméru 95 : 5. Nasledné in vitro testy novorozeneckych lebecnich
mysich osteoblastt MC3T3 — M1 prokazaly vyrazné¢ vyssi biologickou aktivitu
a biomineralizaci pti podobné Zivotaschopnosti bun€k Vv porovnani se samotnymi PLGA

nanovlakny (Lihong 2012).
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Velice podobné vysledky zvySeni biologické aktivity a mineralizace pii pouziti
HA prokazala i studie Jung (2013). Zde byly pouzity ¢astice pro podpurnou
funkcionalizaci nanovlakenné vrstvy polykaprolaktonu. Castice byly naneseny pomoci

vibraci a proudu vzduchu na povrch nanovlaken.

(AR e

Obr. 18: Vykristalizovany hydroxyapatit (Com 2013).

Zlato

Zlato (Au) je chemicky velmi dobie odolny, pomérné mekky, tepelné
a elektricky dobte vodivy kov Zluté barvy. Vyznacuje se vysokou hustotou — 19,3 glcm®
a teplotou tani 1064 °C. V ptirod¢ se vyskytuje jako ryzi kov ziskdvany gravitacni nebo
hydrometalurgickou separaci. V mediciné se pouzivaji koloidni roztoky zlata k lécbe
revmatickych onemocnéni, onemocnéni nervové soustavy nebo endokrinniho systému
(Jung 2012).

Elektrolyticky pfipravované biokompatibilni nanoc¢éstice Au jsou vyuZivany pfi
inkorporacnich modifikacich nanovldkennych vrstev v tkdilovém inZenyrstvi
a v preparatech pro 1é€bu rakoviny.

Ve studii Jung a Co. (2012) byly modifikované nanoc¢astice o prumérné velikosti
7 nm inkorporovany do nanovlaken tkanového nosice z Polymethylglutarimidu (PMGI).
Modifikované nanocastice Au v tomto piipadé tvotily nosice specifickych peptidi, které
slouzily jako bunécné lepidlo. Vlivem téchto cCastic tedy dochazelo ke znacnému
zvySeni bunééné adheze k PMGI nanovldknim a dile k podpoie diferenciace

pluripotentnich kmenovych bunék na kardiomyocyty.
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Uhlik — diamant

Diamant je nejtvrdsi znamy nerost. Jedna se o krystalickou formu uhliku (C)
tvorici krychlovou mtizku. Je transparentni v zavislosti na stavu povrchu a ptfimésich.
Vyskytuje se ve vSech barevnych odstinech, nejcastéji v odstinu bilé. Vyznacuje
se hustotou 3,5 g/em®, vysokym indexem lomu svétla — 2,5 a vysokou tepelnou
vodivosti. V ptirodé se vyskytuje v krystalické form¢ ve specifickych hornindch. Lze jej
vyrabét i pruimyslové za vysokych tlaka a teplot (Moore 2013).

Nanocastice biokompatibilniho syntetického diamantu pfipravované vybuchem
v komote jsou vyuzivany k inkorpora¢ni modifikaci vrstev v tkanovém inzenyrstvi nebo
také jako specifické indikatory v diagnostické medicing.

Moore a Co. (2013) ve své studii pouziva nanocastice syntetického diamantu
(NDS) o velikosti 4 — 5 nm inkorporované do kolagenovych vlaken tvoticich tkanovy
nosi¢. Na tyto nanocastice pouzité jako nosice jsou chemicky navazany morfogenetické
proteiny (BMP) a zakladni rustové faktory fibroblastti (bFGF), které se uvolnuji pii
styku s mirné kyselym pH. Tato studie prokazala, ze takto uvoliované BMF a bFGF

indukuji diferenciaci a proliferaci osteoblastii.

Uhlik — uhli — aktivni uhli

Uhli je hnéda az ¢erna fosilni hotlava hornina s obsahem 50 — 95 % uhliku (C).
Dale obsahuje v nejvetsi mife kyslik, vodu a siru. Vznikd rozkladem rostlinnych
a zivocisnych zbytka bez pfistupu kysliku. Vyuziva se v energetickém primyslu jako
zdroj tepla a jako primarni surovina pro mnoho odvétvi chemického prumyslu
(Chvojka 2013).

Aktivni uhli je vysoce pordzni latka s velkym aktivnim povrchem a obsahem
uhliku nad 95 %. Nejkvalitnéj$i aktivni uhli je vyrdbéno karbonizaci ¢erné¢ho uhli,
z n¢hoz se pii1 tomto procesu uvoliiuji vSechny t€kave latky a vznika tak vysoce pordzni
struktura. Tato latka vykazuje mémy povrch 400 — 1600 m%g s pory o rozmérech
od 1 nm. Zteéchto skutecnosti vyplyva, ze aktivni uhli je velice dobrym absorpcnim

médiem, proto se pouziva hlavné pro riizné druhy filtrace (Chvojka 2013).
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Obr. 19: Pevné a praskové aktivni uhli (Chvojka 2013).

Nano a mikro ¢astice aktivniho uhli jsou vyuZivany pro podpirnou funkcionalizaci
vlakennych vrstev kde zvysuji jejich filtra¢ni vlastnosti.

V ¢lanku Chvojka (2013) je popsdno pouziti mikroc¢astic aktivniho uhli

k funkcionalizaci struktury. Céstice o rozmérech 1 — 15 pm byly pomoci ultrazvuku,

vibraci a proudu vzduchu rozdispergovany na povrch mikrovlaken z polyvinylbutyralu

(PVB), které nasledné tvofily objemnou vrstvu. Takto pfipravend vrstva vykazovala

mimo jiné velmi dobrou sorpci fenold. Vysledny produkt bude déle testovan jako filtr

V plynovych maskéach.

- o -
Obr. 20: Vrstva PVB s aktivnim uhlim (Chvojka 2013).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti bylo vytvofit vlakenny materidl pro ptipravu kostnich
nahrad kombinujici mikrovlakna s nanovlakny, ktery je dale fukcionalizovany ¢ésticemi
vhodného materialu. Vlakenné vrstvy budou mit definovatelny pomér mikro
a nanovlaken, jejich primeéry, orientaci vlaken a také v objemnosti vlakenné vrstvy
(hustotou). Tyto parametry jsou rozhodujici pro typ kompaktni kostni tkédné, kterd ma
byt nahrazena. DalSim postupem bylo takto vytvotfené struktury podrobit strukturni
a materialové analyze. Posledni ¢asti experimentu bylo zhodnoceni vyuzitelnosti

materidlu pro regenerativni medicinu pomoci biologického testovani.

Technologie vyroby pozadované struktury, kombinujici mikro a nanovlékna, je
zalozena na propojeni dvou zcela odliSnych postupii vyroby vldken. Pro vyrobu
mikrovlaken je pouzita technologie melt - blown. Jedna se o produkci vlaken
zvldkiovanim taveniny z trysek o malém priméru s naslednym dlouzenim horkym
vzduchem. Vznikajici vldkna maji primér mezi 2 az 5 mikrometry. Ke zvlaknovani lze
pouzit rizné druhy termoplastickych polymerti, véetné biodegradabilnich. Vznikajici
mikrovldkennd vrstva ma isotropni charakter, pfi¢emz lze dosahovat vyznamnych
tlousték této vrstvy pii zachovani velmi dobrych mechanickych vlastnosti a vysoké
porozity nutné pro proliferaci bunék.

Nanovldkennd vrstva je vytvafena elektrostatickym zvladkiovanim, kdy vlakna
vznikaji dlouzenim polymeru pomoci elektrostatickych sil mezi elektrodam. Pouzit 1ze
jak stejnosmérného elektrického pole, tak s vyhodou i stfidavého pole, které umoznuje
dosahnout vyssi intenzity zvlakiiovani. Ziskana vlakna maji primér od 100 do 500 nm.
Vrstva nanovlaken ma opét isotropni charakter, jeji tloustka a mechanické vlastnosti
nebyvaji Casto dostatecné.

Spojenim obou technologii 1ze ziskat kompozitni vlakenny materil, ktery spojuje
idedlni porozitu, tloustku a pevnost vlakenné vrstvy potiebné pro prorlstani bunék
a nanovldkennd vrstva zajisti buitkdm vysoce adhezivni povrch, pottebny pro jejich
ukotveni a tvorbu tii dimenziondlni vrstvy. Vrstva s t€émito vlastnostmi byla navic dale
funkcionalyzovdna nanesenim castic hydroxyapatitu, ktery by mél podle predpokladi
zvySovat schopnost bunéné adheze, proliferace a mineralizace nové vzniklé kostni

tkane.
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3.1. Prubéh a optimalizace procesu vyroby objemnych mikro

a nanovlakennych kompozitnich vrstev.

Tato kapitola popisuje postup testovani procesnich charakteristik zafizeni pro
testované druhy polykaprolaktonu (PCL). Na zéklad¢ téchto testi byl proveden vybér
nejvhodnéjsiho materidlu pro vyrobu findlnich vrstev k biologickému testovani.
V posledni casti této kapitoly je popsdna samotnd vyroba findlnich vrstev a proces

zvyseni funkcionalizace téchto vrstev pomoci naprasovani ¢astic.

3.1.1. Otimalizace parametru technologie melt - blown a vybér

vhodného materialu.

V prvni ¢asti tohoto experimentu bylo tfeba stanovit optimdlni hodnoty vyrobnich
proménnych procesu melt — blown pro PCL o riiznych molekulovych hmotnostech.
Déle bylo potieba pro kazdy testovany materidl zhodnotit morfologii jeho vlakenné
struktury a mechanické vlastnosti. Na zakladé tohoto hodnoceni vybrat pro vyrobu
findlniho produktu vhodny druh PCL a pfifadit k nému idealni vyrobni parametry
procesu.

Snahou bylo vybrat pro vyrobu finalniho produktu PCL s co nejniz§i molekulovou
hmotnosti. Pokud by tedy zéaroven vyhovoval tento material svymi strukturnimi
a mechanickymi parametry dalSimu pouziti. Diivodem této snahy byl ptredpoklad, Ze
PCL o nizsich molekulovych hmotnostech se rozpada v organismu rychleji, coz by pro

tkanovy nosi€ ur€eny pro rekonstrukci kostni tkané€ bylo vyhodné.

Material

S ohledem na dostupnost a cenu byly testovany PCL Mw = 10 000 — Wako, PCL

Mw = 45 000 — Sigma a jejich pfipravena smés v poméru 50 : 50.

Zarizeni melt — blown

Pro cely proces testovani a naslednou findlni vyrobu vldkennych vrstev bylo
vyuZivano melt — blown zafizeni nachazejici se v poloprovozu Katedry netkanych
textilii a nanovlakennych materidlti. Jednalo se o plné funkéni laboratorni zatfizeni dnes
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jiz neexistujici americké firmy J & M LABORATORIES (obr. 21, 22), které je staré
nékolik desetileti a nezachovala se bohuzel zadna dokumentace o technickych

parametrech.

Obr. 21: Melt — blown zarizeni J & M LABORATORIES.

'\” 48

B~ 6

650 mm |

Obr. 22: Schématické zndzornéni zarizeni melt — blown a jeho usporadani béhem testovini PCL
materidli: 1- sbérny kolektor, 2 —tryska, 3 — ovlddaci panel, 4 — extrudér, 5 — Zdsobnik,

6 — prevodovka, 7 — motor.

Béhem procesu testovani jednotlivych druhtt PCL materialt byly pro ptehlednost
regulovany pouze nasledujici parametry: otacky Sneku extrudéru, tlak vzduchu v trysce

a predevsim teplota jednotlivych vyhtivacich zon zatizeni (obr. 23).
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Zény: 1 2 3 flange  tryska vzduch

SN

vzduch tryska flange

Obr. 23: Schéma rozlozZeni vyhiivacich zon extrudéru a trysky.

Testovani PCL Mw = 45 000

Prvnim testovanym materialem byl PCL Mw = 45 000. S ohledem druh polymeru
bylo zvoleno prvotni nastaveni stroje, tak aby nedoslo k zatuhnuti polymeru v extrudéru
nebo jeho degradaci (tab. 1).

Nevyhodou testl teplotniho nastaveni zafizeni je fakt, Ze teplota jednotlivych zon
nelze béhem jedné zkousky regulovat smérem doll. Proto je nutné zvySovat teplotu
s ohledem na tento fakt. Pro toto testovani bylo postupné zaznamendno 7 teplotnich
charakteristik stroje a jejich pruvodnich jevi, pro piehlednost byly tyto vysledky
zaznamenany do tabulky (tab. 1). Uvedené teploty byly vzdy zaznamenany ve stupnich
Farenheita.

Béhem testovani rotoval Snek extrudéru konstantnimi otackami 40 ot./min. To
znamena cca 100g polymeru na 1 hodinu provozu. Kolektor pfi téchto testech
nevykonaval zadny rota¢ni pohyb. Tyto podminky testovani byly pouzity pro vSechny

testované materialy.
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Tab. 1: Jednotliva teplotni nastaveni [°F] pFi testovani PCL Mw = 45 000.

1 |

Dratovani a
chuchvalce.

Prohfati mat. cca 20 min.

Vysoky narust tlaku uvnitf extrudéru - vysoka viskozita.

140°C.

1 2 3 Flange Tryska Vduch
176 212 212 250 250 350
2
Chuchvalce a doletujici kapky.
Naznak rychle se trhajicich vldken.
Mensi pokles tlaku v extrudéru - mirné snizeni viskozity.
1 2 3 Flange Tryska Vduch
176 250 250 300 300 400
3

Opét zlepseni oproti predchozimu nastaveni - ¢astecné zvlaknovani.
Infracervenym cidlem namérena teploty trysky

Pokles tlaku uvnitf extrudéru na béznou hodnotu - prohfati mat.
Tlak vzduchu 10 PSI.

Plynula tvorba hrubych viaken.

Odebran vzorek ¢. 1 pro SEM analyzu.
Zvyseni tlaku vzduchu na 12 PSI - hrubsi vldkna - snizeni na 10

1 2 3 Flange Tryska Vduch
176 250 250 320 320 400
4

PSI.
1 2 3 Flange Tryska Vduch
176 250 250 320 320 440
5
Zvysen tlak vzduchu na 16 PSI.
Infracervenym cidlem namérena teplota trysky
145°C.
Opét lepsi plynulost tvorby vldken.
Odebran vzorek €. 2 na SEM analyzu.
1 2 3 Flange Tryska Vduch
176 250 300 320 320 440
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| 6 |

Vldkna opét jemnéjsi oproti pfedchozimu nastaveni.
Tlak vzduchu sniZzen na 13 PSI.
Odebran vzorek €. 3 na SEM analyzu.

1

2

3

Flange

Tryska

Vduch

176

250

300

340

340

440

7

PFi stejném nastaveni poklesl po 15 minutdch opét tlak.
Tvorba jesté jemnéjsich vlak.
Odebran vzorek €. 4 pro SEM analyzu.

Flange

Tryska

Vduch

176

250

300

340

340

440

SEM analyza — zvétSeni 100x, 500x, 5000x

VZOREK 1

SEM HV: 20,0 kV
WD: 27.06 mm

Det: SE

View field: 4.15 mm _Date(m/dly): 03/03/14

3

& A

1mm

SEM MAG: 100 x

i oo (Y yoS
SEI /:20.0 kV SEM MAG: 100

WD: 27.06 mm

Det: SE

View field: 4.15 mm  Date(m/dly): 03/03114

1mm

SEM HV: 20.0 KV
WD: 26.71 mm
View field: 830 pm _ Date(m/dly): 03/03/14

SEM HV: 20.0 kV
WD: 27.06 mm

View field: 830 um

200 ym

\
SEMMAG:500x | | | |

Det: SE 200 pm

SEMMAG: 500x | |
Det: SE
Date(midly): 03/03/14

SEM MAG: 5.00 kx

View field: 83.0 ym  Date(midly): 03/03/14

SEM MAG: 5.00 kx



VZOREK 3

SEMHV:200kV  SEMMAG:100x | SEMHV:200kV | SEMMAG:S00x | | | | | . || SEMHV:20.0kV | SEM MAG: 5.00 kx

WD: 26.76 mm Det: SE 1mm WD: 27.01 mm Det: SE 200 ym WD: 26.76 mm Det: SE 20 pm
View field: 4.15 mm Date(m/dly): 02/28/14 View field: 830 um  Date(m/dly): 02/28/14 View field: 83.0 ym  Date(m/dly): 02/28/14

VZOREK 4

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 100 x

WD: 26.99 mm Det: SE 1mm
View field: 4.15 mm Date(m/dly): 02128114

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 x

WD: 26,99 mm Det: SE 200 ym
View field: 830 ym _ Date(midly): 02/28/14

SEM HV: 20.0 kv SEM MAG: 5.00 kx

WD: 26.99 mm Det: SE 20 pm
View field: 83.0 ym  Date(m/dly): 02128114

Tab. 2: Méreni priumeéru vidken — 100 méreni na jeden vzorek.

VZOREK STREDNI HODNOTA [pum] SMERODATNA ODCHYLKA [um]
1 30,79 16,30
2 23,60 14,79
3 14,42 7,04
4 11,07 6,07

Z uvedenych vysledkii a snimka jasn€ vyplyva, ze se stoupajici teplotou rostla
kvalita vznikajici vldkenné vrstvy zhlediska priméri vladken jejich homogenity
I provazanosti. Z rozdilt vzorktu 3 a 4 odebranych pii poslednim nataveni jasn¢ plyne,
ze je zadouci vyckat na ustdleni tepelnych tokd v jednotlivych Castech zafizeni.
Doporucend doba je cca 15 minut. Tim se zajisti ohfev taveniny na teploty indikované

maficimi ¢idly zatizeni. Jako ideélni je zvoleno nastaveni €.7.
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Testovani PCL Mw =10 000

S ohledem na molekulovou hmotnost, deklarovany index toku a teplotu tani tohoto
PCL byly jako pocatecni nastaveni zvoleny hodnoty s minimalnim moznym teplotnim
nastavenim, tak aby nehrozila teplotni degradace polymeru a zaroven zadfeni Sneku

extrudéru v prvni vyhtivaci ¢asti (tab. 3).

Tab. 3: Jednotliva teplotni nastaveni [°F] pri testovani, PCL Mw =10 000.

1 |

Prohrati mat. cca 5 min. - poté uz velmi nizka viskozita.

Zvyseni a pokles talku vykazoval rychlejsi pribéh oproti PCL 45 000.
Vysoky narast tlaku uvnitf extrudéru - vysoka viskozita.
VIdkna jemna, trhajici se, dopadaji natavena na kolektor

1 2 3 Flange Tryska Vduch
158 194 194 212 212 302
2
Vlakna se jiz netrhaji ale stale dopadaji na kolektor
natavena.

Material stale vykazoval velmi nizkou viskozitu.

Snizeni otasek Sneku extrudéru na 20 ot/min.

1 2 3 Flange Tryska Vduch

140 158 158 176 176 194

PCL 10 000 ovsem téméf ihned po nataveni vykazuje tak nizkou viskozitu, ze i pfi
snizeném objemu plnéni projede materidl zatizenim neimérné rychle a Spatné se tedy
provadeji zmény experimentalnich podminek. Z tohoto ditvodu jsou dalsi experimenty
nevhodné ekonomického hlediska.

Dalsim a hlavnim problémem je fakt, ze vrstva vytvofena z PCL 10 000 ma
nezadouci mechanické vlastnosti: je velmi kiehka — tedy nevhodna k dalSimu testovani
a pouziti. Z téchto diitvodii nemelo smysl provést obrazovou analyzu a méfeni primért

vlaken.

Testovani PCL Mw = 45 000/10 000, 50 : 50

Jako posledni material pfipraveny pro testovani, byl blend obou ptedchozich
testovanych polymert v poméru 50 : 50. Oc¢ekavanim bylo v nejlepSim ptipadé spojeni
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vlastnosti obou polymert vyhodnych pro dalsi pouziti v této praci. U PCL Mw = 45 000
idedlni strukturni parametry vldkenné vrstvy a mechanické vlastnosti. Pro PCL
Mw = 10 000 je to nizka molekulova hmotnost a tim snizen4 doba biodegradability.
Blend byl pfipraven smichdnim granuli obou materidli v hmotnostnim poméru
50 : 50 v keramické misce a vloZzen do horkovzdusné komory nastavené na 100°C, kdy
oba polymery nevykazovaly zddné zndmky degradace a zaroven mé¢la tavenina dobrou
viskozitu. Tavenina byla 1 hodinu po 5 minutach pravidelné¢ ru¢n€ promichdvana.
Nasledné byla miska vytazena z komory a tavenina na vzduchu zchladla (obr. 24). Dale
bylo potteba takto ztuhly kopolymer zpracovat na granule o velikosti 5 — 10 mm.
Ovsem pomoci zadného dostupného zatfizeni se nepodaftilo takto kopolymer zpracovat.

Proto byl nakonec délen ruéné pomoci Stipacich klesti po dobu 5 hodin. (obr. 24).

Obr. 24: Blend polymerii PCL a vyrobené granule.

Tab. 4: Jednotliva teplotni nastaveni [°F] pFi testovani, PCL Mw =45 000/10 000.

1

Tvorba péknych vidken.
Plynulé zvlaknovani ale velké Soty
materialu.

Odebran vzorek €. 1 pro SEM analyzu.

1 2 3 Flange Tryska Vduch

176 212 212 250 250 350




2 |

Stdle tvorba péknych vldken

Plynulé zvlaknovani s malymi Soty.
Odebran vzorek €. 2 na SEM analyzu.

1 2 3 Flange Tryska Vduch

176 180 200 270 270 370

3
Stéle tvorba péknych vldken
Plynulé zvlaknovani s malymi Soty.
VIdkna dopadala na kolektor mirné natavena.
Odebran vzorek €. 3 pro SEM analyzu.

1 2 3 Flange Tryska Vduch

176 180 200 300 300 400

SEM analyza — zvétSeni 100x, 500x, 5000x

VZOREK 1

-
f /
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 100 x SEM HV: 30.0 kv SEM MAG: 500 x ‘
WD: 10.75 mm Det: SE 1mm WD: 10.50 mm Det: SE 200 ym
View field: 4.15 mm  Date(midly): 03/18/14 View field: 830 um  Date(m/dly): 03/18/14 1

VZOREK 2

| SEM MAG: 500
WD: 10.28 mm Det: SE 1mm : 10.40 mm Det: SE 200 pm
View field: 4.15 mm  Date(m/dly): 03118/14 View field: 830 ym _ Date(midly): 03/18/14

SEM HV: 30.0 kv SEM MAG: 100x |

SEM HV: 30.0 kv SEM MAG: 5.00 kx

WD: 107 mm Det: SE 20 ym
View field: 83.0 ym  Date(midly): 03/18/14

P

SEMHV: 30.0KV | SEM MAG: 5.00 kx

WD: 10.29 mm Det: SE 20 pm
View field: 83.0 ym  Date(m/dly): 03/18/14




VZOREK 3

V>
/
SEMHV:30.0kV  SEMMAG:5.00kx | il
WD: 10.34 mm Det: SE
View field: 83.0 ym  Date(m/dly): 03/18/14

SEMHV:30.0kv = SEMMAG:500x |
WD: 10.30 mm Det: SE 200 ym
View field: 830 ym  Date(mdly): 03/18/14

SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 100 x
WD: 10.17 mm Det: SE
View field: 4.15 mm Date(midly): 03/18/14

Tab. 5: Méreni primeéru vidken — 100 méreni na jeden vzorek.

VZOREK STREDNI HODNOTA [pum] SMERODATNA ODCHYLKA [um]
1 43,79 30,30
2 17,60 14,79
3 25,42 19,23

Z vysledkt jasn€ vyplyva, ze nejlepsi nastaveni pro tento blend bylo ¢. 2. Pti tfetim
nastaveni uz dopadala vlakna na kolektor mirn¢ natavend, coz se odrazi i na morfologii
struktury patrné ze SEM analyzy. I vrstva vyrobena pifi druhém teplotnim nastaveni
vykazovala v celku rozsahlé strukturni defekty. Tento fakt v kombinaci se zdlouhavou
ptipravou blendu podpofil nakonec vybér cisttho PCL Mw = 45000 pro vyrobu

finalnich vrstev.

3.1.2. Vyroba finalnich vrstev pro biologické testovani

V této ¢asti bude popsan zpiisob vyroby finalnich vldkennych vrstev pro biologické
testovani. Po pfedchozim testovani byl jako vhodny polymer pro tuto vyrobu vybran
PCL Mw = 45 000 — Sigma.

Byly vyrobeny 4 rozdilné vldkenné vrstvy pro vzdjemné porovnavani pii

biologickém testovani:
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1. Vrstva PCL vyrobena pouze technologii melt — blown.
2. Vrstva PCL vyrobena technologii melt — blown s ¢asticemi hydroxyapatitu.

3. Vrstva PCL vyrobena kombinaci technologii melt — blown a elektrostatického
zvlaknovani.
4. Vrstva PCL vyrobena kombinaci technologii melt — blown a elektrostatického

zvlakiovani s ¢asticemi hydroxyapatitu.

Vyroba vrstev PCL technologii melt — blown s ¢asticemi hydroxyapatitu

K vyrobé prvni vrstvy bylo pouzito naprosto stejného nastaveni zafizeni jako pro
testovani PCL Mw = 45 000 a to jak pro rozmisténi jednotlivych komponent (obr. 22),
tak pro teplotni nastaveni ¢. 7 (tab. 6) Kolektor béhem vyrobniho procesu, kdy
zachytaval vldkna unasend proudem vzduchu, nerotoval s ohledem na potifebnou
velikost vyrobené vrstvy a usporu materidlu. Pouze automaticky Sansiroval o frekvenci
0,1 Hz bez rotace. Po 20 minutovém prohfevu materialu trval samotny vyrobni proces

30 minut.

Tab. 6: Teplotni nastaveni pii vyrobé findlni vrstvy PCL.

1 2 3 Flange | Tryska | Vzduch
176 250 300 340 340 440

Vyroba druhé vrstvy PCL s ¢asticemi hydroxyapatitu nésledovala bezprostfedné po
segjmuti prvni. Proces byl tedy vplném chodu a pouze bylo zapnuto vibracni
naprasovaci zafizeni (obr. 25). Vibra¢ni motorky byly zapnuté pomoci regulatoru na
maximum a do zafizeni vsypan vysusSeny hydroxyapatit — Sigma — powder. Vibrace
rozvoliiovali postupné Castice podavaci Stérbinu do prostoru, které nasledné strhaval
vzduch unasejici vldkna z trysky. Velké shluky c¢astic vzduch neunasel a volné

propadavaly. Proces vyroby trval tak jako v prvnim ptipadé 30 minut.
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Obr. 25: Vibracni naprasovaci zarizeni a schéma jeho umisténi.

Vyroba vrstev PCL technologiemi melt — blown a elektrostatického zvlakiovani

s ¢asticemi hydroxyapatitu.

Pro vyrobu zbylych dvou vrstev kombinaci melt — blown technologie a technologie
elektrostatického zvladkiovani byl pouZit princip undSeni nanovldken vzduchem
popsany v bakalaiské praci (Erben 2012). K zafizeni melt - blown byt tedy ptfidan
rezervoar na polymerni roztok, strunovy spinner s regulaci ota¢ek napojeny na zdroj
kladn¢ polarizovaného vysokého napéti a ojehlend protielektroda napojend na zaporné
polarizovany zdroj (obr. 26 — 28). Principem procesu bylo strhavani mezi elektrodami
se tvoricich nanovldken proudem vzduchu, ktery jiz undSel mikrovldkna od trysky

zatizeni melt —blown.

| e

-

Obr. 26: Melt — blown zaiizeni J & M LABORATORIES v kombinaci se zarizenim
elektrostatického zvlaknovani.
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Pro elektrostatické zvldkiovani byl pouzit polymerni roztok 16% PCL
Mw = 45 000 - Sigma v rozpoustédlovém systému chloroform — Penta/ ethanol — Penta
v poméru 9:1. Pro technologii melt — blown bylo nepatrné¢ zménéno nastaveni teplot
ohledem na podminky procesu a jiné teplotni spady zplsobené vymeénou pojistky

(tab. 7).

Tab. 7: Teplotni nastaveni pri vyrobé finalni vrstvy PCL melt —blown/ELS.

1 2 3 Flange | Tryska | Vduch
176 250 300 340 340 370

Obr. 27: Schématické zndzornéni usporddani zarizeni melt — blown v kombinaci

S elektrostatickym zvldknovanim a vibracnim naprasovanim castic: 1- sbérny kolektor,
2 - polyamidovy zasobnik polymerniho roztoku, 3 — zdroje vysokého napéti, 4 — jehlovy
kolektor, 5 — vybracni naprasovaci zarizeni, 6 — proud vzduchu s vidkny a édsticemi,

7 — elektromotor, 8 — tryska, 9 — extruder, 10 — zdsobnik, 11 — prevodovka, 12 — motor.

T 0

150

150

g ) 350
Js + )=

650

=~

Obr. 28: Schéma prostorového usporadani procesu melt — blown/ELS.
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Samotny proces vyroby opét zapocal po 20 minutovém ohfevu materidlu
v extrudéru a nasledném vliti polymerniho roztoku to zasobniku. Spinner rotoval
rychlosti 50 ot/min. v protisméru hodinovych rucicek. Jako startovaci napéti bylo
nastaveno + 25 kV a — 10 kV. Béhem procesu dochazelo vlivem proudiciho vzduchu ke
vyseni viskozity polymerniho roztoku a v disledku toho bylo napéti na elektrodach
postupn¢ zvysovano az na hodnoty + 35kV a — 20 kV. Kazdych 10 minut musel byt
proces pierusen z ditvodu doplnéni polymerniho roztoku do zdsobniku a vyc¢isténi strun
spinneru. Kolektor béhem vyrobniho procesu, kdy zachytaval vlakna unasend proudem
vzduchu, opé€t nerotoval s ohledem na potfebnou velikost vyrobené vrstvy a usporu
materialu. Pouze automaticky Sansiroval o frekvenci 0,1 Hz bez rotace.

Vyroba tieti vldkenné vrstvy kombinaci metod melt — blown a elektrostatického
zvlakiovani probihala opét 30 minut. Po sejmuti takto vyrobené vrstvy, byla ihned
vyrobena totoznym zpusobem Ctvrtd testovaci vrstva s ¢asticemi hydroxyapatitu. Opét
Slo pouze o zapnuti naprasovaciho zafizeni na maximalni vykon a vsypani vysuseného
prasku hydroxyapatitu. Vyroba probihala taktéz 30 minut.

Vyrobené vldkenné vrstvy byly vzdy sejmuty z kolektoru, ostfizeny od slabé Casti
vrstvy a ulozeny. Vrstvy se vyznacovaly tloustkou cca 5 mm a jednotlivé od sebe byly
vizualné a hmatem takika nerozeznatelné. Pouze vrstvy s hydroxyapatitem byly na
omak mirné& hrubsi. Vyrobené vrstvy se vyznaGovaly plosnou hmotnosti 250g/m?,
plo§na hmotnost vrstev s hydroxyapatitem byla o 10% vyssi, z toho tedy vyplyva, ze
hydroxyapatit byl zastoupen 10 hm. %.

Obr. 29: Vyrobené PCL vrstvy pied finalnim ostrizenim.
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3.2. Meéreni strukturnich vlastnosti

Prvnimi testy pro zjisténi vyuzitelnosti vytvofenych struktur v regenerativni
mediciné byly testy strukturnich vlastnosti. Konkrétné se jednd o méfeni pramért
vlaken, mezivlakennych prostor a naprasenych ¢astic pomoci obrazové analyzy. Z takto
ziskanych vysledki Ize urcit, zda se vytvorené vrstvy strukturné podobaji extracelularni

tkanové matrici.
Testované vzorky

Testovany byly tii vzorky: vrstva PCL vyrobena technologii melt — blown
Vrstva PCL vyrobena pomoci strunového spinneru metodou elektrostatického
zvlaknovani. Poslednim vzorkem byla vrstva vyrobend kombinaci dvou piedeslych
metod. Jako doplnék byly méfeny primeéry ¢astic hydroxyapatitu (HA) napraseného do

struktur vyrobenych metodou melt — blown.

3.2.1. Elektronova mikroskopie

V prvni ¢asti bylo nutné nasnimat a analyzovat snimky vlakennych struktur, které
budou vhodné k provedeni obrazové analyzy a také k vizualnimu zhodnoceni struktury
jednotlivych vrstev. S ohledem na nano — mikrometrickou strukturu vrstev byla pouzita

rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM).

Zarizeni

Rastrovaci elektronovy mikroskop TESCAN VEGA TS 5130 - rozliSeni 3nm,
zvétseni 20 — 50000 X, urychlovaci napéti 0,2 — 30kV, dosahovany podtlak 5x10 Pa
(Obr. 30). Zlaticka Q150R — Quorum (obr. 30).

Obr. 30: Elektronovy mikroskop TESCAN - vievo, zlaticka Quorum — vpravo.
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Princip

Kromé nazvu ,rastrovaci se pouziva i oznaceni ,,skenovaci“ nebo ,fadkovaci
elektronovy mikroskop, z ¢ehoz vyplyva, Ze pii praci mikroskopu se primarni svazek
elektronii pohybuje po fadcich po preparatu a vyrdzi sekundarni elektrony, které jsou
snimany sondou, pfevadény na videosigndl a zobrazeny na monitoru pocitace.
Mikroskop je plné fizen pocitacem. Doplikovy software umoziluje zaznamenavani
a archivovani zvétSenych obrazii ve standardnim obrazovém formatu na pocitacova
zaznamova média. Ulozené obrazy mohou byt déale upravovany v jinych grafickych
programech. Obraz povrchu vzorku vznika v €asti, kterd se skladd z tubusu, komory,
vakuového systému a detektorti. V této ¢asti mikroskopu je formovan a vychylovan
fokusovany elektronovy svazek, ktery dopada na povrch zkoumaného objektu, jez
je umistén v komoie mikroskopu a je polohovan pomoci manipulatoru. Cely prostor

zafizeni je vakuovan pomoci vyvév, coz je nutného pro ¢innost mikroskopu.

Postup

Z kazd¢ analyzované vrstvy byly oddéleny vzorky o velikosti nékolika mm? Ty
byly pokryty vrstvou zlata silnou 5 nm a nalepeny na kovovy ter¢ik o priméru 30 mm
(obr. 31). Nasledné byl ter¢ik se vzorky vloZzen do komory mikroskopu a po dobu
nékolika minut byl odsdvan vzduch. Poté mohlo byt zapoc€ato pofizovani snimki

0 pozadovaném zvétseni (Obr. 32 — 35).

Obr. 31: Nepoziaceny tercik se vzorky pripravenymi na elektronovou mikroskopii.

55



Vysledky

00KV SEM MAG: 5.00 kx

Ox, 5000x.

5000x.

Obr. 34: PCL — technologie elektrospining, zvétseni 500x, 2500x, 5000x.
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Obr. 35: PCL — kombinace technologie melt — blown/elektrospining — castice hydroxyapatitu,
zvétseni 500x, 1000x, 5000x.

Z pftilozenych snimkd Ize jasné vypozorovat, Ze vldkenné vrstvy obsahuji
predevsim vldkna o jemnosti specifické pro pouzitou vyrobni technologii. Je tedy
patrné, Ze vrstva vyrobena pouze technologii melt-blown obsahuje piedevsim
mikrovldkna. Naproti tomu vrstva vyrobena pouze elektrostatickym zvlaknovanim
obsahuje pfedev§im nanovldkna. U vrstvy vyrobené kombinaci obou metod je ze
snimkli dobfe patrné, zastoupeni obou jemnosti vlaken, lze tedy fici, Ze v tomto
pfedchozi experiment prob&hl uspé$né. Dale je potieba uvést, Ze vSechny vrstvy
vykazuji dobrou vladkennou homogenitu. Posledni série snimkii ukazuje dobrou lokalni
miru homogenity ¢astic HA na vldknech. Tento fakt neni bohuZel patrny v celém

objemu. Proto je potieba samotnou technologii napraSovani dale intenzivné vyvijet.

3.2.2. Obrazova analyza — méreni strukturnich parametru

V druhé ¢asti této kapitoly byla provedena samotnd obrazova analyza obrazu
vytvotenych snimkli a urCeny strukturni parametry pro kazdou ze tfi testovanych
vldkennych vrstev. Tyto parametry zahrnuji priméry vlaken, priméry mezivlakennych
prostor. Déle byla urcena velikost ¢astic HA, ktera se pro jednotlivé vrstvy zésadné

nelisi.
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Obrazovy analyzator NIS Elements AR 3.0

NIS-Elements Advanced Research je program uréeny pro Sir§i pouziti
Vv laboratotich, Skolach a védeckych ustavech, vyuzivajici pfi svoji ¢innosti moderni
metody matematické analyzy obrazu. Nabizi Gplné feSeni zahrnujici snimani obrazu,
archivaci i analyzu. Program uspésné zvlada snimani a zobrazeni vicedimenzionalnich
obrazka az v Sesti dimenzich najednou (X, Y, Z, vlnova délka, ¢as, multipoint). Dale
disponuje Skalou piidavnych nastroji pro modifikace nasnimanych obrazl:
odstraniovani neostrych casti obrazu, tedy téch casti, které lezely pii snimani mimo

rovinu ostrosti, modul rozsiteni hloubky ostrosti (EDF), obrazova databéze atd.
Princip

Princip analyzy obrazu spocivd v pocitacovém vyhodnoceni digitdlniho obrazu
sledovaného objektu sejmutého digitalni kamerou, digitalnim fotoaparatem nebo
scannerem. Obraz (rozd€leny na jednotlivé body — pixely) lze rovnou zpracovat piimo
ve formatu *.jpg, nebo jej ptislusny software prevede na graficky soubor *.lim.

Prvnim krokem pfi zpracovani obrazu je snimani vzorkl a uloZeni obrazu v ¢iselné
formé do pocitace. Pfi snimani dochazi k digitalizaci obrazu, tj. k pfechodu od spojité
fyzikalni funkce k diskrétni funkci elektrického signéalu. Digitalizace se odehrava ve
dvou nezavislych krocich, jimiz jsou kvantovani a vzorkovani. Kvantovani je
diskretizace oboru hodnot obrazové funkce, vzorkovanim (spojité funkce) rozumime
odebrani hodnot vzorkil ve stejnych intervalech. Tim se ziskaji v pocitaci jednotlivé
obrazové plochy tzv. pixely.

Druhym krokem je pfedzpracovani obrazu. Vstupem i vystupem je diskrétni
(digitalni) obraz. Cilem ptfedzpracovani obrazu je potlacit Sum a zkresleni vzniklé pfi
digitalizaci a pfenosu. Tretim krokem je segmentace. Umoziiuje nalézt v obrazu Casti
objektl, se kterymi se pracuje a odstrani ty ¢asti, které z hlediska dal§iho zpracovani
nejsou zajimaveé. Zakladni metodou segmentace je prahovani, které je zaloZzeno na
konstantni odrazivosti ¢i pohltivosti objektli a tyto objekty se poté oddéli od pozadi.
Vysledkem je vystupni binarni obraz. Popis nalezenych objektd je ¢tvrtym krokem
zpracovani obrazu. Objekty lze popsat kvantitativné pomoci ¢iselnych hodnot
nastavenych parametrt. Poslednim krokem je zpracovani obrazu, a to porozuméni jeho

obsahu a zpracovani, a nakonec interpretace ziskanych dat.
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Postup méreni

Po spusténi programu NIS — Elements a vybrani importovani snimku bylo nutné
provést kalibraci. Kalibrace pfifazuje snimku realny rozmér stanovenim jeji jednotky.
Vétsinou byla hodnota velikosti rozliSeni snimku v programu jiz nastavena, tudiz stacilo
pouzit ptislusnou ikonu. V nabidce programu se déle pouzila ikona Sipky, kterou bylo
mozné métit délky tim, ze kiizkem oznacime zacéatek a konec tisecky. V nasem piipadée
nam délka tsecky stanovovala okraje vlakna a tedy jeho tloustku. P¥i méfeni bylo
dualezité udrzovat urcitou kolmost dané tsecky vici poloze vldkna, abychom zbytecné
nevytvareli odchylky a nezkreslovali tak vysledek (obr. 36). Pro kazdé méfeni jednoho
vzorku bylo proméfeno 140 vldken zjednoho snimku. Pfi méfeni velikosti
mezivlakennych prostor byl format snimku pieveden do bindrni podoby podle svétlosti
jednotlivych bodl. Tmavy bod — 0, svétly bod — 1. Mezivlakenny prostor se zobrazoval
jako soustava tmavych bodu s prifazenou hodnotou 0 a vldkna jako soustava svétlych
bodd s hodnotou 1. Pro samotné méfeni program vyplnil soustavu bodt s hodnotou
0 Cervenymi vektorovymi plochami (obr. 36), zekterych program dopocital
a zaznamenal rozméry jednotlivych prostor. Hodnota kontrastu, pfi kterém program
piitazoval hodnoty jednotlivym obrazovym bodum, byla 65. Pro v§echna méteni byly

pouzity snimky z elektronového mikroskopu o zvétseni 500x.

g e ; [N "
7\ - 5 ,

Obr. 36: Méreni primeérii vpravo a mezividkennych prostor vievo.
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Vysledky

PCL - technologie melt-blown

Priméry vlaken:

Tab. 8: Namérené hodnoty priumeérii vidken, PCL — melt - blown.

Pramér [um] St. Odchylka [um] Minimum [um]

Maximum [um]

7.70 7,09 0,48 34,62
Histogram - primeéry vlaken
35
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Tridy [am]

Graf 1: Cetnost zastoupeni jednotlivych tid primérii vidken.

Priméry mezivlakennych prostor:

Tab. 9: Namérené hodnoty mezivldkennych prostor, PCL — melt — blown.

Pramér [um]

St. Odchylka [um]

Minimum [um]

Maximum [um]

356,11

519,70

1,11

5190,40
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Graf 2: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid primérii mezivldkennych prostor [um].

PCL - technologie melt-blown/elektrospining

Priméry vlaken:

Tab. 10: Namérené hodnoty priimeri viaken, PCL — melt — blown/elektrospinig.

Pramér [pum]

St. Odchylka [um]

Minimum [um]

Maximum [um]

5,76 8,12 0,39 35,95
Histogram - primeéry vlaken
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Graf 3: Cetnost zastoupenti jednotlivych tid primérii vidken.
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Priméry mezivlakennych prostor:

Tab. 11: Namerené hodnoty pruméri meziviakennych prostor, PCL - melt -

blown/elektrospinning.

Pramér [um] St. Odchylka [um] Minimum [um] Maximum [pm]

172,35 209,28 0,36 1675,72

Plocha Rozdéleni

p
o
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Graf 4: Cetnost zastoupent jednotlivych tiid primérii mezividkennych prostor [um].

PCL - elektrospining

Priméry vlaken:

Tab. 12: Namérené hodnoty primeru vidken, PCL — elektrospinig.

Pramér [um] St. Odchylka [um] Minimum [um] Maximum [um]

3,71 3,82 0,36 14,95
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Graf 5: Cetnost zastoupeni jednotlivych tid primérii vidken.

Priméry mezivlakennych prostor:

Tab. 13: Namérené hodnoty mezivlakennych prostor, PCL — elektrospining.

Pramér [pum] St. Odchylka [um] Minimum [um] Maximum [um]

43,24 95,76 0,21 995,72

Plocha Rozdéleni
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a
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Graf 6: Cetnost zastoupent jednotlivych tiid primérii mezividkennych prostor [nm].
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HA — vSechny vrstvy

Primeéry cCastic:

Tab. 14: Nameérené hodnoty primerii castic.

Pramér [um] St. Odchylka [um] Minimum [um] Maximum [pm]
3,71 3,82 0,36 14,95
Histogram
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Graf 7: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid primérii castic.

Vysledky z vyse uvedenych grafii jasn¢€ ukazuji konkrétni rozdily mezi strukturnimi
vlastnostmi jednotlivych vlakennych vrstev vyrobenych riiznymi metodami. Vrstva
vyrobena pouze metodou melt — blown ma vétsinu praméra vlaken v mikronové oblasti
a pomérné malé procento vlaken v oblasti submikronové, to se promitd i v primérech
mezivlakennych prostor, jejichz priméry vykazuji nedostate¢nou distribuci praméra
voblasti 50 - 100um. To v kombinaci s mikronovymi praméry vlaken nebude
pravdépodobné vhodné pro dostatecnou bunécnou adhezi. Vrstva vyrobena pouze
elektrostatickym zvlaknovanim jasné vykazuje piitomnost primért vlaken hlavné
v submikronové oblasti ptfi velkém procentu priimérti vldken v oblasti 50 - 100 pm.
OvSem tyto parametry nejsou zastoupené v takové variabilité, jaka by umoznovala
dostateCnou bunéfnou proliferaci do vnitiniho objemu materidlu pii dostatecné
mechanické pevnosti vrstvy. U vrstvy vyrobené kombinaci téchto metod je jasné patrné
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odstranéni nedostatkli vrstev vyrobenych pouze jednou metodou. Tedy dostatec¢né
procento primeért vldken v submikronové oblasti pro dobrou bunécnou adhezi ale
zaroven dostatecné zastoupeni mikronovych primeért vlaken, tak aby vrstva vykazovala
dostate¢né mechanické vlastnosti. Tento vysledek v kombinaci s vysokou variabilitou
primértt mezivldkennych prostor bude nejspiSe umoznovat dostate¢nou bunécnou

adhezi a vnitini proliferaci bunck.
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3.3. Stanoveni molekulové hmotnosti

Béhem zpracovani PCL metodou melt-blown je polymerni tavenina pii priachodu
extrudérem vystavena tepelnému, tlakovému a smykovému namahani. U vétSiny
termoplastli maji tyto druhy namahani s nejvétsi pravdépodobnosti za nasledek v rtizné
mife snizeni molekulové hmotnosti. Podle pfedpokladi ma snizeni molekulové
hmotnosti u PCL vliv na snizeni doby jeho biodegradace jak pfi testech in vitro tak in
vivo. V piedchozich kapitolach byl pro finalni tvorbu tkanového nosi¢e zvolen PCL
s molekulovou hmotnosti 45 000, ktery se pifi své vychozi molekulové hmotnosti
vyznacuje v nékterych aplikacich dlouhou dobou biodegradace. Snizeni Mw by bylo
vyhodné pro dal$i vyuziti vysledného produktu.

Tato kapitola se tedy vénovala stanoveni zmény molekulové hmotnosti PCL po
prachodu extrudérem. Pro toto stanoveni byly vybrany tfi rozdilné metody.

Prvni metodou je viskozimetrické stanoveni molekulové hmotnosti pomoci
ubbelohdeho viskozimetru. Na zékladé rozdilné dynamické viskozity polymernich
roztokl téhoZz materidlu pfed a po zatizeni lze pfiblizné vypocitat zménu stfedni
molekulové hmotnosti. Tato metoda je dostupna piimo na Katedie Netkanych textilii
a nanovlakennych materiala.

Dalsi metodou je analyza tepelného rozkladu pomoci termické gravimetrické
analyzy. Tato metoda vyhodnocuje pribéh rozkladu materialu pii termickém zatiZeni.
Z rozdilnych pribehi hmotnostniho ubytku pro material pfed a po termickém zatizeni
lze stanovit, ze v materidlu probehly strukturni zmény, které poukazuji na zménu
molekulové hmotnosti. Termicka gravimetrickd analyza je dostupnd na Oddéleni
analytické chemie na CxI.

Jako tfeti metoda byla pouzita gelova chromatografie, ktera po zméfeni stanovy
velmi piesné vysledky piipadnych rozdild molekulovych hmotnosti a jejich
distribu¢nich kiivek. Tato metoda je oproti pfedchozim dvéma pomérné nakladna,
slozita a nedostupna na TU v Liberci.

Cilem této kapitoly tedy bylo stanoveni piipadné zmény molekulové hmotnosti
pomoci tfi rozdilnych analytickych metod. Déle porovnani metod piiblizného urceni
melekulové hmotnosti dostupnych pouze na TUL s metodou piesnou, ktera je dostupna
na Ustavu makromolekularni chemie v Praze. Na zékladé tohoto vyhodnoceni lze
stanovit, zda jsou pro budouci ur¢eni zmény molekulové hmotnosti dostacujici metody

dostupné na TUL. Testovany budou tfi pary vzork, kde se kazdy par sklad4 z materialu

66



pfed termickym zatizenim v podobé¢ granulatu a po termickém zatizeni v podobé vlaken.
Jedna se o PCL s molekulovou hmotnosti Mw = 45 000, dale s Mw = 10 000 a jejich

smes v poméru 50 : 50 hm.

3.3.1. Termicka gravimetricka analyza

Prvni pouzitou metodou byla termicka gravimetricka analyza (TGA) umisténa na

ustavu CxI odd¢€leni analytické chemie Technické Univerzity v Liberci.

Zarizeni

TGA Q500 od firmy TA Instruments vyuzivajici vertikalni vahy pracujici v rozsahu
od laboratorni teploty do 1000°C (obr. 37). Pfistroj vyuZiva i technologie Hi-Res™
TGA (termogravimetrie s vysokym rozliSenim), ktera zvySuje citlivost metody

Vv pfipadé na sebe navazujicich termickych rozkladt vzorku.

Obr. 37: Termicky gravimetricky analyzator TA Q500.
Princip
Jedna se o nejjednodussi metodu termické analyzy kdy je kompaktni vzorek
0 hmotnosti v fadu miligramt az grami umistény na platinové tavné panvicce vystaven
V peci pfesné regulovanému radiacnimu ohfevu. Na ptipojenych citlivych vahach je pak
sledovan hmotnostni ubytek vzorku v zavislosti na Case a teploté, kterd je

zaznamenavana pomoci termoclanku. Proces probiha v predem volitelné syntetické

atmosfére, ktera mize mit inertni nebo oxidacni povahu.
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Postup

Analyze byly podrobeny vSechny tii PCL materidly vyrobené technologii
melt-blown: PCL o molekulové hmotnosti Mw = 45 000, PCL o molekulové hmotnosti
Mw = 10 000 a jejich smes v poméru 50 : 50 hm. Bylo potieba piipravit vzorky ve
vhodné formé¢, tedy ve forme pevného objemového télesa — granuli. Dale upravit jejich
vahu pfiblizné na hodnotu 4,5 mg (tab. 15). Od kazdé¢ho materialu bylo nutné ptipravit
vzorek nezatizeny tepelnym namahanim. Vzorky po termickém naméhani byly

z vlakenné podoby slisovany do formy co nejpodobné;jsi granulim.

Tab. 15: Hmotnosti pripravenych vzorkii.

Material

Hmotnost vzorki
nezatiZenych namahanim

Hmotnost vzorkl po
namahani [mg]

[mg]
PCL Mw=45 000 3,5890 3,3040
PCL Mw=10 000 4,5340 5,0200
PCL Mw=45K/10K 50 : 50 3,2610 3,7330

Vzorky byly jednotlivé podrobeny radiaénimu ohfevu na platinové panvicce. Ohtev
probihal konstantné¢ o 10°C/min v rozmezi 20 — 560°C za pritoku oxidacni atmosféry
Vv podobé syntetického vzduchu o obsahu 80% dusiku a 20% kysliku Atmosféra
protékala komorou rychlosti 60ml/min. Oxida¢ni atmosféra byla volena s ohledem na

primarni pouZiti testovanych materialll v prostiedi za pfitomnosti kysliku.

Vysledky

Vysledky méfeni byly zpracovany programem TA universal analysis do podoby
grafu (graf 8 -10) kde kiivka znazornuje derivaci miry hmotnostniho ubytku v zavislosti
na teploté. Derivaéni Upravou prubehu byly ziskdny inflexni body pribehu pro

vyhodnoceni miry ubytku hmotnosti v zavislosti na teploté — zelené kiivky.
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PCL Mw =45 000

Graf znazornujici pribeh zavislosti rozpadu pro vzorek tepelné zatizeny (Vla)

a nezatizeny (Gra).
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Graf 8: Graf termického rozpadu pro PCL Mw = 45 000.

PCL Mw = 10 000

Graf znazornujici pribéh zavislosti rozpadu pro vzorek tepelné zatizeny (Vla)

a nezatizeny (Gra).
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Graf 9: Graf termického rozpadu pro PCL Mw = 10 000.
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PCL Mw = 45K/10K 50 : 50

Graf znédzornujici pribeh zévislosti rozpadu pro vzorek tepelné zatizeny (Vla)

a nezatizeny (Gra).
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Graf 10: Graf termického rozpadu pro PCL Mw = 45K/10K 50 : 50.

Dle ptedpokladl bylo ocekavano, Ze s ohledem na nestejnou konzistenci vzork
pfed termickym zatiZenim (granule) a po termickém zatizeni (lisovana vldkna) budou
jednotlivé kiivky vykazovat teplotni posun. Tento pfedpoklad je na uvedenych grafech
jasné pozorovatelny. OvSem samotny odliSny priibéh kiivek jasné dokazuje, ze u vzorka
tepelné¢ namdhanych v extrudéru doSlo k materidlovym zméndm. Pokud se jedna
0 zménu molekulové hmotnosti, pak by kiivka pro tepelné nezatizeny vzorek musela
byt posunuta vice vpravo od kiivky pro tepelné zatizeny material. Z grafi je patrné, ze
je tomu presné naopak. Pak lze spiSe fici, ze termicky zatizené vzorky v extrudéru
nesnizily svoji molekulovou hmotnost, ale nejspiSe doslo k castecnému fyzikalnimu
zesitovani materialu. Analyza tedy nepotvrdila prvotni predpoklad, ale ukézalo se, Ze
teplota tani u vlaken stoupa, coz je dano vy$Sim podilem krystalické faze oproti

polymeru, ktery nebyl tepeln¢ zatézovan.
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3.3.2. Viskozimetrické stanoveni molekulové hmotnosti

Proto tuto metodu realizovanou na Ubbeluhdeho kapilarovém viskozimatru se
bohuzel nepodafilo nalézt v literatufe pfesné piepoctové koeficienty pro PCL
0 ptislusné molekulové hmotnosti pro konkrétni rozpoustédlovy systém. Predbézné
vypocty s témito koeficienty se ukazaly jako velmi neptesné a bylo opusténo od vyuziti
této metody.

Pti zkuSebni ptipraveé roztoku PCL Mw = 45 000, ktery prosel tepelnym zatizenim
v extrudéru, doslo jen k ¢astecnému rozpusténi materialu v tetrahydrofuranu. Tento fakt
poukazuje na casteéné fyzikdlni zesitovani tepelné¢ naméhané polymerni struktury
anebo, na zménu pomeéru krystalické a amorfni faze. Toto zjiSténi vyvolavalo obavu

0 zachovani schopnosti biodegradace vlakenné striktury tepelné namahaného PCL.
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3.3.3. Gelova chromatografie

Posledni pouzitou metodou byla gelova chromatografie, kterda neni bohuzel
dostupna na TUL. Byla tedy pouZita chromatografie na Ustavu makromolekularni
chemie Akademie véd v Praze. Tato metoda by méla stanovit pomérné presné celkovou

molekulovou hmotnost jednotlivych vzorkt i s distribuci jednotlivych frakci.

Zarizeni

Kapalinovy chromatograf AGILENT 1260 Infinity (obr. 38) s limitnim tlakem
600 bar, osazeny cerpadlem DeltaChrom (Watrex Comp.) s automatickym davkovacem.
Dvé kolony se stacionarni gelovou fazi MIXED-B-LS, velikost ¢astic 10 um, oddélujici
v rozmezi molekulové hmotnosti piiblizn& 400 --- 10 000 000 g.mol™. Dynamické faze:
tetrahydrofuran — Penta. Odpafovaci detektor rozptylu svétla PL ELS-1000 - Polymer
Laboratories.

Obr. 38: Kapalinovy chromatograf AGILENT 1260.

Princip

Principem metody je rozdilna rychlost pohybu latek v soustavé mobilni
a stacionarni faze. Vzorek, ktery obsahuje né€kolik slozek je unaSen mobilni fazi. Podle
toho, jak jsou jednotlivé slozky poutany k staciondrni a mobilni fazi dochézi k tomu, ze
nékteré slozky se pohybuji rychleji a jiné pomaleji. Vystupem metody chromatografie je
chromatogram. Z chromatogramu lze pro kazdou latku uréit bud’ retardaéni faktor, nebo
retencni ¢as zachytu makromolekul.

Gelova chromatografie funguje jako velikostné-vyluCovaci. Staciondrni fazi
jsou castice gelu, ktery pojima malé molekuly, ¢imz zpusobuji jejich zadrzeni na
koloné. Funguji jako molekularni sito pro molekuly do urcité velikosti. Velké molekuly
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tyto cCastice gelu obtékaji kolem. Metoda se vyuzivd predev§im u déleni
makromolekularnich latek, proteind, enzymi, polysacharid apod.
Castice gelu jsou polysacharidy dextriny, zesitované epichlorhydrinem, nazyvané
sephadexy. Tyto utvary obsahuji dutiny schopné pojmout molekuly mensich rozméra
a vhodnych tvart. Malé molekuly pronikaji hluboko do gelu, coz zptsobuje jejich

zadrzeni na koloné.

Postup

Analyze byly podrobeny vSechny tfi PCL materidly testované technologii
melt-blown: PCL o molekulové hmotnosti 45 000, PCL o molekulové hmotnosti 10 000
ajejich smés v poméru 50 : 50 hm. Bylo potifeba pfipravit vzorky ve vhodné formé,
tedy ve formé roztokli v dynamickeé fazi o velmi malé koncentraci.

Koncentrace roztoka byly 0.8 - 1.4 mg/ml, protoze evaporaéni rozptylovy detektor
je velmi citlivy a pfi vyssi koncentraci elektronicky ofezava piky, protoze piestane
detekovat pfi stejném prabéhu zavislosti. Roztoky byly postupné vkladany do

davkovace a konstantné ptecerpavany pies kolonu se stacionarni gelovou fazi.

Vysledky

Vysledky méteni byly zpracovany programem TriSEC 3.0 — Viscotek Co. do
podoby tabulky (tab. 16) kde byla pro kazdy material zaznamenana stfedni hodnota
¢iselné stiedni molekulové hmotnosti (Mn), hmotnostné stiedni molekulové hmotnosti

(Mw) a jejich indexu uniformity (Mw/Mn).
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Tab. 16: Vysledky stiednich molekulovych hmotnosti testovanych materidlil.

PCL Mn =45 000
Peak | Mn | Mw | Mw/Mn
PCL Mn = 45 000 pied zatiZenim Celek | 1878 |48040| 25,58
1 5563075100 1,35
2 718 | 1097 1,53
PCL Mn = 45 000 po zatiZeni 56290 | 76230 1,35
PCL Mn =10 000
Peak | Mn | Mw | Mw/Mn
PCL Mn = 10 000 pred zatizenim 23850 |34500| 1,45
PCL Mn = 10 000 po zatiZzeni Celek | 1892 | 23400 | 12,37
1 2489036610 | 1,47
2 746 | 1023 1,37
PCL Mn =45 000/10 000
Peak | Mn | Mw | Mw/Mn
PCL Mn =45 000/10 000 pted zatizenim 19370 | 53060 | 2,74
PCL Mn = 45 000/10 000 po zatizeni 34510 | 55270 | 1,60

Pro PCL Mw = 10 000 je zfejmé, Ze po tepelném zatiZzeni vykazoval bimodalni
distribuci Mn zastoupenou dvéma peaky. Nové vznikly peak reprezentoval ziejmée
rozpad casti makromolekul s vy$$i hmotnosti na makromolekuly s niz§i hmotnosti.
Podle vysledkli v tabulce 2 lze fici, Zze stfedni hmotnostni molekulovd hmotnost se
U materialu po tepelném zatizeni téméf nezmeénila.

Pro PCL Mw = 45 000 je z tabulky patrné, ze vykazoval bimodalni distribuci pouze
material pied zatizenim. A to opét bez vyrazné zmény molekulové hmotnosti.
Pfitomnost bimodalniho priibéhu u materialu pted tepelnym zatizenim je piekvapujici a
malo pravdépodobna, je tedy mozné ze doSlo k zaméné vzorkd nebo k jejich
kontaminaci. Tento vysledek by byl potieba ovétit opakovanym provedenim meéteni.

U PCL Mw = 45000/10 000 dosSlo pouze k vétsimu ubytku frakce s nizsi
molekulovou hmotnosti.

Souhrnné lze fici, Ze se nepotvrdil Ubytek molekulové hmotnosti u materiald tepelné
zatizenych. Vysledky pouze naznacuji strukturni zménu materidlu doprovéazenou
rozpadem casti makromolekul na niZ§i molekulové hmotnosti. Pro ovéfeni téchto zavér

by bylo potieba zopakovat méteni.
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3.4. Biologické testovani vrstev

Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo u vybranych vldkennych vrstev analyzovat
vlastnosti, na zdklad¢ kterych lze vyhodnotit vyuzitelnost pfipravenych objemnych
vlakennych vrstev jako tkanového nosice pro regenerativni medicinu defektti kompaktni
kostni tkan¢. Mezi tyto testované vlastnosti patii piedev§im mira cytotoxicity
a biokompatibility testovanych vrstev. Dalsi dilezitou testovanou vlastnosti byla mira
bunéné¢ adheze na jednotlivé materidly a schopnost proliferace bun¢k do vnitini
struktury vrstev.

Pro biologickeé testy byl pouzit MTT test, elektronova a fluorescenéni mikroskopie.

3.4.1. Priprava vzorku

Pro biologické testovani byly vybrany 4 vlakenné materidly a jeden material
referencni.

Prvni vldkennou vrstvou byla vrstva PCL Mw = 45 000 pfipravend pouze
technologii melt — blown (M). Podle provedené strukturni analyzy tato vrstva vykazuje
V priméru nejveétsi mezivlakenné prostory a prumeéry vlaken (mikrovldkna). U této
vrstvy byly ocekavany nejhorsi vysledky tykajici se bunééné adheze a proliferace,
V porovndni s ostatnimi materialy.

Druhou vrstvou byla vrstva PCL Mw = 45000 piipravena pouze technologii
melt — blown s naprasenymi ¢asticemi hydroxyapatitu na povrch vlaken (MH). Castice
mely podle predpokladii zvysit schopnost bunécné adheze a proliferace oproti samotné
melt — blown vrstve.

Ttetim testovanim materidlem byla vrstva PCL Mw = 45 000 vytvofena kombinaci
technologii melt — blown a elektrostatického zvlaknovani (MN). Jednalo se o findlni
produkt, urceny vV ramci projektu k dalSimu podrobn&j$imu testovani. Vrstva podle
strukturni analyzy vykazovala poZadovany obsah mikro i nanovlaken pii dostate¢né
velikosti mezivlakennych prostor. Tyto parametry mély zajistit vhodné podminky pro
bunécénou adhezi a proliferaci.

Posledni testovanou byla tak jako v piedeSlém piipadé vrstva PCL Mw = 45 000
vyrobena kombinaci technologii melt — blown a elektrostatického zvlakiovani, kde byly

na povrchu vladken naneseny mikrocastice hydroxyapatitu (MNH). Ty mély podle
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predpokladii jesté¢ zvysSit miru bunécné adheze a proliferace. U tohoto materidlu byly
tedy ocekavany nejlepsi testovaci vysledky.

Jako referen¢ni material byla pouzita plosna vrstva nanovladken PCL Mw = 45 000
vyrobena metodou elektrostatického zvlakiovani na =zafizeni Spider Superlab
(PCL — S). Utéto vrstvy bylo jiz znamo chovani bunééné kultury v prub&hu

experimentu a slouzila ke kontrole spravnosti testii

Postup

Pro testy byly pfipraveny vzorky v podobé objemnych tablet o priméru 15 mm
atloust’ce 3 - 6 mm pro kultivaci v jamkach o priméru 17,4mm. Tato velikost byla
volena sohledem na dalsi pouziti podle technickych pozadavki projektu
a preklinickych testli a s ohledem na dobrou manipulovatelnost se vzorky. Od kazdého
materialu bylo pfipraveno 50 vzorkl, z kterych bylo néasledné¢ 10 nejméné kvalitnich
vzorkl s nejvyssi maximalni a minimalni tloustkou vytazeno. Preparace vzorkt z vrstev
byla provedena pomoci ostrého trubkového bfitu (obr. 39), kterym bylo mozno oddélit
vzorky mirnym tlakem na material a rotaénim pohybem noZze. Takto vypreparované
vzorky mély oproti klasickému stfihani mnohem mén¢ zdeformované okraje a strukturu
(obr. 39)

Obr. 39: Priprava vzorkaii.
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Ptipravené vzorky nasledn¢ byly v kultivac¢nich jamkéch sterilizovany po dobu
30 minut 70% roztokem absolutniho ethanolu. Roztok ethanolu byl s ohledem na
objemnou nasakavou strukturu vzorkli dvakrat ménén, aby doSlo k dukladnému

proplachu.

3.4.2. Kultivace

S ohledem na vyuziti findlné¢ vybrané vrstvy v reparativni mediciné kostni tkané
byly pro testovani pouzity bunky lidské nadorové linie kostnich osteoblasti (MG — 63)
(obr. 40). Byly pouZity buiiky po 3. pasaZi, na kazdy vzorek v poctu 1x10° celkem.

Obr. 40: Adherovand konfluentni vrstva MG 63 na dné kultivacni ndadoby (zvétseno 100x).

Pristroje
Flow Box pro biologické manipulace — TELSTAR bio — Il — A (obr. 41).

Inkubator — Biotech s automatickou regulaci teploty a obsahu oxidu uhlicitého.

Vodni lazen s regulaci teploty.

.
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Obr. 41: Flow Box — TELSTAR bio — 11 — A.
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Roztoky
ATB —antibiotika
FBS — fetalni teleci sérum - Lonza
Fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (ptiloha 1)

Kultiva¢ni médium EMEM - Lonza (ptiloha 1)

Postup

Vzorky byly po sterilizaci v ethanolu 6x proplachnuty sterilnim roztokem PBS
anasledné premistény do sterilnich kultivaénich jamek o priméru 17,4 mm. K takto
proplachnutym vzorkim bylo pfiddno do kazdé jamky po 1 ml kultivacniho média
EMEM s koncentraci bungk 1x10° na ml/jamku. Takto pfipravené vzorky (obr. 42) byly
inkubovany pfi teploté 37°C s 5% obsahem oxidu uhlicitého.

Obr. 42: Vzorky umisténé v kultivacnich jamkach s kultivacnim médiem tésné pred vyménou.

Jako testovaci dny byly stanoveny 1., 3., 7., 14. a 21. den. Na kazdy testovaci den
byly pfipraveny 4 vzorky na MTT test + 1 pro negativni kontrolu (NC). 1 vzorek na

fluorescen¢ni mikroskopii. A 1 vzorek na elektronovou mikroskopii + 1 jako negativni
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kontrola. Pro MTT test byla také nasazena pozitivni kontrola, tj. Buiiky bez pfitomnosti
vzorku (PK).

Pozitivni kontrola spo¢iva v kultivaci bun€k v jamkach bez pfitomnosti vzorku.
Povrch kultivaéni jamky je pfijiman jako idealni povrch pro adhezi buné€k, proto na ném
adheruje vétsina viabilnich bun¢k a lze pak 1. testovaci den zhodnotit, jaké procento
jich adherovalo na vzorek v porovnani se dnem kultiva¢ni jamky. Zpravidla béhem
prvnich testovacich dni byva hodnota absorbance PK vyssi a v dalSich dnech tato
skutecnost zavisi na specifickém povrchu materialu. Proto by mély byt pfi spravném
provedeni testovani hodnoty PK v prvnich dnech vzdy vyss$i oproti testovanym

vzorkim. Tato kontrola tedy mimo jiné slouzi jako monitoring prib¢hu testovani.

Negativni kontrola je kontrola, kdy je vzorek inkubovan pouze s médiem bez
bun¢k. To je také pravidelné ménéno jako u vzorkl s buiikami. NK slouzi k ptipadnému
odhaleni kontaminace testovan¢ho systému a k porovnani strukturnich zmén na
testovaném materialu vzniklych vlivem kultiva¢niho prostfedi. NC tedy slouzi také jako

monitoring pribéhu testovani.

Kultivaéni médium bylo ménéno s ohledem na zménu jeho zabarveni z riZové na
Zlutou (oranZovou) (obr. 42). Zménu zabarveni média zplisobuje zména pH média
Vv zavislosti na metabolitech vyloucenych bunkami. Kyselé metabolity snizuji pH média
a to ma za nésledek zménu barvy. Médium bylo vZdy pfed vyménou zahtato na 37°C ve
vodni 14zni. Prvnich 6 dnl bylo médium ménéno kazdé dva dny pii objemu 1 ml na
jamku. Pozdé&ji bylo médium ménéno kazdé dva dny pii objemu 1,5 ml na jamku.
DalSich 5 dni probihala vyména 1,5 ml média kazdy druhy den. V posledni fazi
kultivace byly zbylé vzorky piemistény do kultiva¢nich jamek o priméru 60 mm
a médium bylo ménéno kazdy druhy den o objemu 5 ml. Tento postup byl zvolen na
zaklad¢ stdlého masivniho narGstu bun€k na materidlu a rychlejSiho vycerpani Zivin

z média. Tento prub¢h byl nepfimym ukazatelem uspésného prabehu testovani.
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3.4.3. MTT test

V tomto oddilu bude popsano testovani bunécné viability — tedy biologické aktivity

bunécné kultury na vzorcich v zévislosti na ¢ase pomoci kvantifikaéniho MTT testu.

Piistroje

Spektrofotometr — BioTek ELX 808 (obr. 43),

Inkubator — BioTech s automatickou regulaci teploty a obsahu oxidu uhli¢itého.

Laboratorni centrifuga — LMC 4200R Biosan

R

--

Obr. 43: Spektrofotometr - BioTek ELX 808 — vlevo, Centrifuga — Biosan LMC 4200R — vpravo.

Roztoky
Roztok MTT (pfiloha 1).
Fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (ptiloha 1).
Kultivaé¢ni médium EMEM (pfiloha 1)

IPA (pfiloha 1)

Princip
Tato metoda je zalozena na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (fialové

krystalky).
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Obr. 44: Redukce MTT na formazan mitochondridlni reduktdzou.

Reakce je katalyzovana enzymy, které jsou soucasti mitochondrialni membrany
zivych bun¢k. Formazan se rozpusti pfidanim okyseleného isopropanolu a zabarveni se
vyhodnocuje spektrofotometricky pii vinové délce 570 nm (vlnova délka pozadi je
650 nm). Hodnota absorbance roztoku odpovida mnozstvi zivych bun€k (¢im tmavsi

barva a tedy vétsi absorbance, tim vys$s$i mnozstvi zivych bungk).

Postup

Pro MTT test byly vzorky nosicl pfesunuty do nové ptipravenych sterilnich jamek,
aby se zamezilo méfeni viability bun¢k adherovanych na povrchu kultiva¢ni jamky.
K nosi¢im bylo pfidano 250 pl MTT a 750 pl kultivacniho média EMEM. Poté byly
vzorky inkubovany 3 h pti 37°C, 5% CO,. Po uplynuti této doby bylo médium s MTT
odsato a bylo pfidano 1000 pl IPA. Vzorek byl v IPA nékolikrat proplachnut pro
celkové vyplaveni rozpusténého formazanu ze struktury (obr. 45). V takto ptipraveném
roztoku se ovSem objevil kal v podob€ neznamych ¢astic vyplavenych patrné ze vzorki.
Proto bylo od kazdého vzorku odsato 500 pl IPA, vlozeno do eppendorfovych
zkumavek a centrifugovano po dobu 5 minut. Nasledné bylo z kazdé zkumavky odsato
250 ul TPA bez kalu do 96 jamkové kultivacni desticky (obr. 45). Po vlozeni desticky

do spektrofotometru byla zméfena absorbance pii vinové délce 570 a 650 nm.

-
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Vysledky

Namétena data byla importovana do excelu. Namétené hodnoty absorbance pii
570 — 650 nm zkuSebnich vzorkl byly od sebe odecteny a byl z nich vypocten pramér
se smérodatnou odchylkou (graf 11 — 13).

Hodnoty absorbance v zavislosti na materialu

5,0

4,5

M 1. testovaci den

M 3. testovaci den

id 7. testovaci den

M 14. testovaci den

i 21. testovaci den

Absorbance (570-650 nm)

MN MNH M MH PCL-S
Material

Graf 11 : Hodnoty absorbance v zavisloSti na testovaném materialu.

Ze vSech tfi grafi je jasné patrny progresivni nartist metabolické aktivity pro
vSechny testovaci materidly. Z toho vyplyva, ze zadny material nevykazuje cytotoxické
ucinky a bunky uspésné proliferuyi.

Nejveétsi mira absorbance je jasné viditelna u kontrolniho materialu PCL — S, to je
dano pravdépodobné nanovldkennou strukturou, kterd vyrazné¢ podporuje bunécnou
adhezi. PCL — S nebude dale porovnavan s ostatnimi materialy, protoze oproti ostatnim
materialiom u tohoto materidlu nedochazi k wnitini proliferaci ale pouze ke
konfluentnimu portstani povrchu. Proto jiz vysledky pro tento material nebudou ve
srovnani s oStatnimi materialy komentovany. Podle piedpokladi by se méla v dalsim
Casovém prubchu testovani tato dominance vytracet z divodu vycerpani kapacity
povrchu materialu.

Z miry absorbance pro jednotlivé materidly v prvni testovaci den mizeme jasné
porovnat mnozstvi bunek uchycenych a adherovanych ihned po nasazeni. Z tohoto
pohledu byl nejlepsim materialem MNH.
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Material vyrobeny pouze metodou melt — blown (M) vykazoval podle piredpoklada
vSechny testovaci dny nejmensi miru absorbance ze vSech testovanych materialti. Coz je
pravdépodobné dano znacnou velikosti pért v kombinaci s vysokou prumeérnou
hodnotou pruméri vlaken, na které nejsou burniky ochotné tolik adherovat.

Material vyrobeny metodou melt — blown s ¢asticemi hydroxyapatitu (MH)
vykazoval oproti stejnému materidlu bez Castic vSechny testovaci dny vyssi miru
absorbance. To potvrzuje ucinnost funkcionalizace vrstev Casticemi hydroxyapatitu.
Material lze tedy Vv porovnani s ostatnimi zatfadit na tfeti misto, coz opét potvrdilo
ptedpoklad pribehu testovani pro tento material.

U poslednich dvou materidld je z vysledkd jasné viditelny synergicky efekt
kombinace metod melt — blown a elektrostatického zvlaknovani a tedy pfitomnosti
nanovlaken ve vrstv€. Nanovldkna jasn€ ptinesla do vrstvy adherentni slozku
podporujici bunécnou proliferaci. Hodnoty absorbance pro tyto vrstvy byly v porovnani
s materialy bez nanovlaken jasné vyssi, coz opét potvrdilo ocekavani. Tento rozdil se
S postupem ¢asu zvysoval.

Mirné€ ptekvapujici byly pro prvni 4 testovaci dny vyssi hodnoty absorbance vrstvy
ze smesi nanovlaken s mikrovlakny bez ¢astic hydroxyapatitu (MN) oproti stejné vrstveé
s Casticemi (MNH). Posledni testovaci den se ovSem prubéh vysledkli zménil a vrstva
MNH vykazovala vys§i miru absorbance oproti MN.

Je mozné se domnivat, Ze pfi vétSim objemu pfisunu Zivin béhem testovan, by byly
hodnoty absorbance pro testované materialy o poznani vyssi. Tento fakt mize byt
zpusobeny urcitym nedostatkem zivin z média a to pfedevSim proto, Ze mnoZstvi média
je limitovano objemem kultiva¢ni jamky. Jak bylo uvedeno vyse v této kapitole, béhem
druhé poloviny experimentu bylo nutné ménit médium kazdy den. Dal§i moznosti je, Ze
konfluentni vrstva bunék na povrchu vzorku omezovala pfisun Zivin do wvnitini
struktury. Na zaklad¢ téchto poznatkd lze doporucit kultivaci bunék na materialech
tohoto typu ve vét§im objemu média.

Pole vysledkli je tedy jasné, Ze nejlepSim materidlem pro dal§i vyuziti
V reparativni medicin€ kostni tkdn¢€ je vlakenna vrstva vyrobena kombinaci metody
melt — blown a elektrostatického zvlakiovani funkcionalizovana ¢isticemi

hydroxyapatitu (MNH).
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Podle pribéhu vysledkii byl pro dal§i analyzu vybran materidll MNH. U tohoto
materidlu bude potieba tyto vysledky potvrdit rozsdhlejSim testovanim a statistickym

vyhodnocenim.

Hodnoty absorbance v zavisloti na testovacich dnech
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Graf 12: Hodnoty absorbance materidlu v zavislosti na testovacim dnu.
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Graf 13: Hodnoty absorbance v materidlu v zavislosti na testovacim dnu + NC.
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3.4.4. Mikroskopie
ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Vtomto piipadé byla pouzita vysoka rozliSovaci schopnost rastrovaci
elektronova mikroskopie ke zhodnoceni bunééné adheze v zéavislosti na lokalni
morfologii vlakenné struktury. Zkoumana byla také schopnost bunécné proliferace do
struktury vzorku. Pouziti mikroskopie je na rozdil od MTT testu vizudlné kvalitativni

proces a umoziuje zhodnoceni analyzovanych vlastnosti z jiné perspektivy.

Zarizeni

Rastrovaci elektronovy mikroskop TESCAN VEGA TS 5130 - rozliSeni 3nm,
zvétseni 20 — 50000 x, urychlovaci napéti 0,2 — 30kV, dosahovany podtlak 5x10-3
Pa (obr. 46).

Zlaticka Q150R — Quorum (obr. 46).

X

Obr. 46: Elektronovy mikroskop TESCAN - vlevo, zlaticka Quorum — vpravo.

Roztoky
Ethanol absolutni — Penta — koncentrace 60, 70, 80, 90, 96, 100%
Glutaraldehyd (ptiloha 1).

Fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (ptiloha 1).

Princip

Pii praci mikroskopu se primarni svazek elektroni pohybuje po fadcich po
preparatu a vyrazi sekundarni elektrony, které jsou snimany sondou, pfevadény na
videosignal a zobrazeny na monitoru pocitace. Mikroskop je plné fizen pocitacem.
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Doplikovy software umoziiuje zaznamenavani a archivovani zvétSenych obrazli ve
standardnim obrazovém formdtu na pocitacovd zdznamovd média. Ulozené obrazy
mohou byt dale upravovany v jinych grafickych programech. Obraz povrchu vzorku
vznika v ¢asti, ktera se sklada z tubusu, komory, vakuového systému a detektort. V této
¢asti mikroskopu je formovan a vychylovan fokusovany elektronovy svazek, ktery
dopada na povrch zkoumaného objektu, jez je umistén v komotfe mikroskopu a je
polohovan pomoci manipulatoru. Cely prostor zafizeni je vakuovan pomoci vyvév, coz

je nutného pro ¢innost mikroskopu

Postup

Vzorky byly vyjmuty z kultivaéniho média a pieneseny do novych kultivaénich
desticek kde byly bunky ihned fixovany pomoci roztoku glutaraldehydu po dobu
20 minut pfi teploté 4°C. Nasledn¢ doslo k vysuSeni vzorkl ethanolovou fadou: 60% -
70% - 80% - 90% - 96% - 100%, 15 min kazdé4 koncentrace. Vzorky byly pieneseny na

laboratorni parafilm (obr 47.) a vysuseny v inkubatoru po dobu 24 hodin.

Obr. 47: Vzorky PCL pro SEM analyzu. Obr. 48: Preparece PCL vzorku pro SEM.

Diky velmi dobrym mechanickym a strukturnim vlastnostem bylo moZno vzorky
v podobé tablet délit na jednotlivé vrstvy (obr. 48). Proto byly pfipraveny pro
elektronovou mikroskopii od kazdého vzorku pro dany testovany den 4 mensi plochy
z vngjsich i vnitinich stran vrstev podle schématu na obrazku 49. Tak bylo mozno

pomoci SEM zhodnotit i miru proliferace bunék do vnitinich vrstev materialu. Vzorky
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byly nalepeny na kovovy tercik a pozlaceny vrstvou silnou 5 nm. Dale uz probihalo

jenom samotné snimkovani kazdého vzorku.

1 mm

Obr. 49: Schéma zhotoveni a rozmisténi vzorkii na terciku.

FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Podobné jako u elektronové mikroskopie je fluorescencni mikroskopie vizualné
kvalitativni proces hodnoceni bunééné proliferace a adheze. Jelikoz se jednd o metodu
pozorovani v temném poli, kdy byla barvena pouze bunécna jadra, nedala se pozorovat
bunécné adheze v zavislosti na lokalni struktufe materialu. Na zakladé této metody bylo
ovSem mozno pozorovat miru relaxace jednotlivych bun€k v zavislosti na jejich tvaru

a vnitini struktufe.

Piistroje

Invertorovy fluorescen¢ni mikroskop - Eclipse Ti Nikon (obr. 50).

Obr. 50: Fluorescencni mikroskop Nikon.
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Roztoky
Vymrazeny methanol — Lach — Ner
Fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (ptiloha 1)

Propidium iodid (piiloha 1)

Princip

Fluorescence je sekundarni zafeni, které je charakterizovano vyzarenim energie ve
velmi kréatké dobé, fadove 10° s az 10° s. Emitované zéafeni je vyzéteno excitovanymi
elektrony atomu, ktery energii pohltil. Jedna se o pfechod z prvniho singletového stavu
(S1) do singletové hladiny (Sy)

Princip fluorescenéni mikroskopie v biologii je zalozen na svételném zobrazeni
bunéénych preparati diky zateni (fluorescenci) molekuly (fluoroforu) po dopadu svétla
o urCité vlnové délce. Nejcastéji se vyuziva vazby fluoroforu na molekulu proteinu ¢i
specifickou sekvenci nukleovych kyselin. Fluorofor v excitaénim (budicim) svétle zafi.
Interferenci excitacniho svétla pfi pozorovani lze odstranit filtrem, ktery do okularu
nebo kamery propusti jen svétlo emitované — charakteristické pro fluorofor navazany na

pozorované molekule. Vysledkem jsou struktury barevné zatici v temném poli.

Postup

Vzorky byly vyjmuty z kultivaéniho média a pfeneseny do novych kultivaénich
desti¢ek V dalsim kroku byly bunky fixovany pomoci vymrazeného methanolu po dobu
20 minut pfi teploté 4°C a opét 2 x promyty roztokem PBS. Poté byl ke vzorkiim ptidan
PIl, ktery se navazoval na buné¢nou DNA pfi inkubaci za bézné laboratorni teploty po
dobu 15 minut. Nésledné byly vzorky 6 x proplachnuty roztokem PBS a analyzovany

po vrstvach pod mikroskopem podle stejného schématu jako vzorky na SEM.
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Vysledky - Snimky — fluorescenéni mikroskopie/elektronova mikroskopie

M-Vrsek:1.—4.—7.—14.d. + ZSeries 14. d. — zvétSeni 100x

M — Vnitiek: 1. — 4. - 7. — 14. d. — zvétSeni 100x

M - Vrsek - Vnitiek: 14. d. — zvétSeni 200x

s e ) N ;
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 200 x 1

WO: 13.76 mm Det: SE_ 200 pm
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MH - Vrsek: 1. —4.—7.—14. d. + ZSeries 14. D. — zvétSeni 100x

MH - Vnitfek: 1. —4. - 7. —14. d. — zvétSeni 100x

--

5il‘lll'\/:)('l.ok\l ‘.muo:.;;:/f ““f‘. L \ \

WD: 14.65 mm Det: SE | 100 pm

90



MN -Vrsek: 1. — 4. —7.—14. d. + ZSeries 14. D. — zvétSeni 100x

MN — Vnitiek: 1. —4. - 7.-14. d. — zvétSeni 100x

MH - Vrsek - Vnitfek: 14. d. — zvétSeni 500x

SEMHV: 300KV | SEM MAG: 500 X

SEM HV: ‘JI.II kv SEM MAG: 500 x 1 Ll VEGAJ TESCAN|

WD: 17.19 mm Det: SE WD: 17.19 mm Dot: SE 100 pm FT TUL Liborec]

91



MNH -VrSek: 1. — 4. —7.—14. d. + ZSeries 14. D. — zvétSeni 100x

-

MNH - Vnitrek: 1. - 4. - 7. - 14. d. — zvétSeni 100x

——n
—=

MH - Vrsek - Vnitrek: 14. d. — zvétSeni 500x

-
SEMHV:30.0kV = SEMMAG:500x | | | | || i

WD: 14.44 mm Det: SE 100 ym
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Ze snimkd z FM a SEM byl potvrzen pro vSechny materidly patrny progresivni
narust bunécné hmoty pro vSechny testovaci materialy, tak jako u MTT testu. Z toho
vyplyva potvrzeni, ze zadny materidl nevykazuje cytotoxické Ucinky a buiky uspésné
proliferuji.

Ze snimkl pro jednotlivé materidly z prvniho testovaciho dne muizeme potvrdit
adhezi bunék po nasazeni na materidl. OvSem stanoveni a porovnani poc¢tu uchycenych
bunék nelze podle snimkl objektivné porovnat.

Ze vSech testovanych materialti pouze Material vyrobeny metodou melt — blown
(M) vykazoval podle predpokladii vSechny testovaci dny nejmensi miru proliferace. To
je dano pravdépodobné znacnou velikosti porti oproti ostatnim materialim v kombinaci
s vysokou primérnou hodnotou primeéri vlaken a tedy horSimi vlastnostmi materidlu
S ohledem na podporu bunécné adheze.

Materidl vyrobeny metodou melt — blown s ¢asticemi hydroxyapatitu (MH)
vykazoval oproti stejnému materialu bez castic posledni dva testovaci dny znatelné
vys$§i miru proliferace. To opét potvrzuje ucinnost funkcionalizace vrstev Casticemi
hydroxyapatitu. Materidl lze tedy v porovnani s ostatnimi zatadit na tfeti misto i podle
mikroskopické analyzy, coz opét potvrdilo predpoklad pribéhu testovani pro tento
material.

U poslednich dvou materialii je z vysledkl jasné prokazatelny synergicky efekt
kombinace metod melt — blown a elektrostatického zvlaknovani a tedy piitomnosti
nanovldken ve vrstvé. Nanovldkna jasné zvysila sChopnost bun€k adherovat. Bunécna
proliferace pro tyto vrstvy byla v porovnani s materialy bez nanovldken jednoznacné
vy$§i a posledni testovaci den byl na povrchu jasné patrny konfluentni narist bunck. Ze
vzajemného porovnani téchto konfluentnich vrstev posledni testovaci den je patrné, ze
souvislejsi vrstva buné€k se vytvofila na materidlu MNH.

Fluorescencni mikroskopie dale potvrdila bunéénou proliferaci do wvnitiku
materialu. Pfi nasazeni pokusu ur¢ité mnozstvi bunék propadlo vétSimi pory dovnitf
struktury a tyto buniky se uchytily uvnitf materidlu, kde zacaly v urcité mife
proliferovat. Progres proliferace bunc¢k wvnitini strukturou je ze snimkd patrny.
U materialu MNH je viditelny Gtlum vnitini proliferace bunék. Tento fakt miZe byt
zpusobeny urcitym nedostatkem zivin z média a to pfedevsim proto, Ze mnoZzstvi média
je limitovano objemem kultivaéni jamky. Jak bylo uvedeno vyse v této kapitole, béhem

druhé poloviny experimentu bylo nutné ménit médium kazdy den. Dal$i moznosti je, Ze
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konfluentni vrstva bunék na povrchu vzorku omezovala pfisun Zivin do wvnitini
struktury. Na zakladé téchto poznatkd lze doporucit kultivaci bunék na materialech
tohoto typu ve vétsim objemu média. Celkové lze fici, Zze mira vnitini proliferace bun¢k
byla opét lepsi u material ze smési mikro a nanovlaken.

Také podle vysledki z mikroskopie je jasné, ze nejlepSim materidlem pro dalsi
vyuziti v reparativni medicin€ kostni tkané je vladkenna vrstva vyrobena kombinaci
metody melt — blown a elektrostatického zvlakiiovani funkcionalizovana ¢asticemi

hydroxyapatitu (MNH).
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3.5. Testovani biodegradability

Cilem této kapitoly je Ctenafe seznamit s provedenymi testy biodegradability
vlakennych vrstev smési mikrovlaken a nanovldken materialu PCL Mn = 45 000. Bylo
potieba ovéfit samotnou biodegradabilitu produktu s ohledem na rozporuplné vysledky
v kapitole ovéfujici molekulovou hmotnost, kde se nepodatilo vrstvu PCL Mn = 45 000
vyrobenou technologii melt - blown rozpustit v tetrahydrofuranu. Dale byla porovnana
mira biodegradability finalniho vrstvy s vrstvou tvofenou samotnymi nanovldkny
navrstvenymi také proudem vzduchu as vrstvou mikrovlaken vytvofenou pouze
technologii metl — blown. Vsechny tii porovnavané vlakenné vrstvy byly ze stejného
materialu — PCL Mn = 45 000.

S ohledem na casovou narocnost celého experimentu a na vlastnosti materialu
vzorkd byla zvolena pro testy biodegradability hydrolytickd degradace ve fosfatovém
pufru (PBS) katalyzovand enzymem Lipazou z bakteridlniho kmene Pseudomonas
cepacia. Tato metoda je obecné uznavanym kratkodobym testovacim systémem pro
pozorovani pribéhu biodegradace u PCL. Vyhodnoceni tohoto testu bylo provedeno na

zaklad¢é hmotnostniho tbytku vzorkd v zavislosti na ¢ase (graf 14).

Princip

Jak jiz bylo zminéno v teoretické cCasti, biodegradabilni polymer PCL patii do
skupiny alifatickych polyestert. Hlavnim mechanismem degradace téchto polyesteri ve
vodném prostfedi (tedy 1 v organismu) je hydrolyza esterovych vazeb polymerniho
fet€zce, ktera vede ke snizovani molekulové hmotnosti. Snizovani molekulové
hmotnosti je zplsobeno postupnym délenim hlavnich polymernich fetézcli na kratsi
useky v disledku poruseni kovalentnich vazeb. Tyto tiseky se v konecné fazi procesu
rozpadnou na derivaty, které je schopen organismus metabolizovat.

Mira degradace je urcovana mnoha faktory. Zastoupenim krystalické faze
polymeru, kdy se stoupajicim procentem krystalické faze klesa schopnost biodegradace
Vv Case. Miru degradace ovliviiuje také pocatecni molekulova hmotnost. Se zvySujici se
molekulovou hmotnosti schopnost degradace materidlu v zavislosti na Case klesa.
Dalsim faktorem je teplota a pH prostiedi, kdy do urc¢itého bodu se stoupajici teplotou

mira degradace materialu stoupd. V piipadé hydrolytického Stépeni katalyzovaného
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enzymaticky se pouziva teplota 37°C a pH 7 — 7,4. Podstatnym faktorem je také
prosttedi, v tomto ptipad¢ PBS. V prvni fazi dochazi pouze k povrchové degradaci.

Je tedy mozné predpokladat, ze vyznamna je pii pocatecni degradaci také velikost
specifického povrchu materialu. V dalsi fazi pronikd médium amorfni fazi polymeru do
materialu, kde zacne probihat degradace vnitini — po pozd¢jSim proniknuti média do
krystalickych oblasti probiha v celém objemu materidlu. Degradace u alifatickych
polyesterti probiha rozkladem esterovych vazeb polymerniho fetézce na karboxylové
a hydroxylové zbytky, které se dale rozpadaji na metabolity t¢lu vlastni.

Laboratorni hydrolyza PCL pouze ve fosfitovém pufru probihd v fadu tydni az
meésict. Proto byva reakce katalyzovana enzymaticky tak, jak je to organismu vlastni.
Enzymy snizi aktivaéni energii chemickych vazeb, ¢imz se snizuje mnozstvi energie
pottebné pro degradaci polymeru.

Konkrétné pro PCL jsou nejcastéjsi pouzivany lipazy. Nejcastéji pouzivand je
lipaza ziskavana z bakterialniho kmene Pseudomonas cepacia. Lipazy jsou hydrolazy,
které §tépi esterové vazby PCL za uvolnéni mastnych kyselin a glycerolu. Tyto enzymy
jsou bézné v rostlinnych a ZzivociSnych tkanich. Mohou byt také produkované

mikroorganismy (viz. Pseoudomonas cepacia).

Zavizeni
Laboratorni analytické vahy — Acculab spfesnosti na 4 desetinnd mista,

Inkubator — Biotech s automatickou regulaci teploty a obsahu oxidu uhli¢itého.

Material
Vlakenné vrstvyy PCL Mn = 45 000, fosfatovy pufr PBS (pfiloha 1),
Enzym - Pseudemonas cepacia Lipase - Sigma, 500 mg, 35U/mg,

azid sodny — Penta.
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3.5.1. Stanoveni optimalni koncentrace enzymu pro dalsi testovani

V prvni fazi bylo tfeba stanovit vhodnou koncentraci enzymu pro finalni pétidenni
test biodegradace. Optimdlni koncentrace pro samotny pokus méla byt takova, aby se
V ni testované materialy nerozpustily v fadu hodin a zaroven, aby se testované materidly
za 5 dnl zdegradovaly alespoit o 50% jejich ptivodni hmotnosti. Pro tento test byla
vybrana jako nejvhodnégjs$i vrstva ze samotnych nanovlaken PCL, ktera bude podle
prvotniho piedpokladu degradovat ze vSech tfech testovanych vzorkt nejrychleji

z diivodu svého nejvétsiho specifického povrchu.

Postup

Byly pfipraveny tfi enzymatické roztoky o koncentracich liSicich se vzajemné
0tad, aby byl pokryty co mozna nejvétsi koncentraéni rozsah a ureni spravné
koncentrace bylo co nejefektivnéjsi. Jednalo se tedy o roztoky lipazy v PBS spH 7,2
0 koncentraci 0,1 ; 1 ; 10 U/ml. Kvili desinfekci byl piidan do PBS azid sodny (Na3N)
v koncentraci 0,02% hm..

Tti vzorky nanovldkenné vrstvy byly nastithany a navazeny v hmotnostech
pohybujicich se piiblizn¢ okolo hodnoty 50 mg. Nasledné byl kazdy vzorek vlozen do
15 ml zkumavky s 5 ml enzymatického roztoku o pfislusné koncentraci (obr. 51).
Falkony byly nasledné ulozeny v inkubatoru pii teploté¢ 37°C. Kazdych 24 hodin byl
roztok ve zkumavkach vyménén za nové pripraveny. Po péti dnech byly vzorky
odebrany, vyprany v destilované vodé a vysuseny na vrstvé laboratorniho parafilmu
(obr. 52). Vysusené byly vzorky zvazeny a zaznamenana jejich kone¢na hmotnost.
Konkrétni hodnoty hmotnosti pfipravenych vzorkli a jejich hmotnostnich ubytka

obsahuje piiloha 2.

Obr. 51: 15ml zkumavky se vzorky PCL.
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Obr. 52: Vysusené degradované vzorky PCL v zavislosti na koncentraci enzymu.

Vysledky

Po zvaZeni vyschlych degradovanych vzorka byla zaznamendna jejich kone¢na
hmotnost a vypocten jejich procentualni hmotnostni ubytek (pfiloha 2) v zavislosti na
koncentraci enzymu, ktery je vyneseny do sloupcového grafu (graf 14). Pocate¢ni
hmotnost vSech tfi vzorkli nebyla zcela totoznd, proto byly vysledky hmotnostniho

ubytku pro vétsi piehlednost vyjadieny v procentech.

Degradace nanovlaken v zavislosti na koncentraci enzymu
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Graf 14: Hmotnostni ubytky degradovanych nanovidken v zavislosti na koncentraci enzymu.
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Podle vysledkt uvedenych v grafu 14 a podle obrazku 52 lze jasné fici, Ze
koncentrace Lipazy 10U/ml se jevi s hmotnostnim ubytkem 81% za 5 dnti jako naprosto

idealni a bude v experimentu dale pouzita.

3.5.2. Studium enzymatické degradace materialu

Byla provedena findlni analyza biodegradability testovanych vrstev. Analyza méla
za cil predevSim ovéfeni biodegradability mikro — nanovlakenné vrstvy vyrobené
kombinaci metod melt - blown a elektrostatického zvlakinovani. DalSim cilem bylo
prabéh degradace této vrstvy porovnat s degradaci vrstvy samotnych nanovldken
vyrobenych metodou elektrostatického zvldknovani a vrstvy vyrobené pouze metodou

melt — blown.

Postup

Od kazdého materidlu bylo pfipraveno 7 vzorkti s hmotnosti blizici se co nejvice
hmotnosti 0,059 (obr. 53). 5 vzorki od kazdého materialu bylo pfipraveno pro pétidenni
testovani v enzymatickém roztoku PBS s pH 7,2 a 0,02% hmotnostniho ptidavku azidu
sodného a koncentraci lipdzy 10U/ml. Dalsi dva vzorky od kazdé vrstvy byly vlozeny
do samotného PBS s NasN, které slouzili jako negativni kontrola 1. a 5. testovaci den.
Negativni kontrola vtomto piipadé slouzila pro ovéfeni spravného fungovani
testovaciho systému. Pfi spravném fungovani by vzorky negativni kontroly nemély

1. ani 5. den vykazovat relevantni hmotnostni ubytek.

Obr. 53: VysuSené degradované vzorky. prvni fada shora — melt-blown/el. spinning, druha

Fada — melt-blown, treti Fada- el. spinnig.
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Vsechny vzorky byly vlozeny do zkumavek o objemu 15ml, které obsahovaly 5ml
testovaciho roztoku (obr. 54). Zkumavky byly uchovavany v inkubatoru pii teploté
37°C. Kazdych 24 hodin byl ménén u vSech vzorkt piislusny roztok za novy o stejném
sloZeni. Roztok pro negativni kontroly byl kazdy den doplnovan ze zasobniho roztoku.
Roztok s lipazou byl kazdy den piipravovan Cerstvy. A to pokazdé o objemu 100ml, aby

byla eliminovana chyba v navazce enzymu.

Obr. 54: Zkumavky se vzorky.

Kazdy testovaci den byl odebran z roztoku vzorek pro pfislusny testovaci den,
proplachnut destilovanou vodou a vysuSen na laboratornim parafilmu (obr. 55). Po
vysuseni byly vzorky zvazeny a zaznamendna jejich koneénd hmotnost. Konkrétni

hodnoty hmotnosti pfipravenych vzorkli a jejich hmotnostnich ubytkd obsahuje

ptiloha 2.

Obr. 55: VysusSené vzorky vrstev po degradaci — vilevo, negativni kontrola — vpravo.
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Vysledky

Po zvéazeni vyschlych degradovanych vzorkli byla zaznamenana jejich kone¢na
hmotnost a vypoc¢ten jejich procentualni hmotnostni zistatek (pfiloha 2) v zavislosti na
testovacim dnu jsou vyneseny grafu (graf 17). Pocate¢ni hmotnost vSech tii vzorkt

nebyla zcela totozna, proto byl hmotnostni bytek vyjadien v procentech.

Enzymaticka degradace PCL vlakennych vrstev
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Graf 17: Pritbéh degradace testovanych vrstev v zavislosti na case.

Dle dosaZzenych vysledkl lze fici, Ze se podafilo s ispéchem prokazat schopnost
biodegradace u vrstev vyrobenych technologii melt — blown a uréit pfiblizny pribéh
degradace vSech testovanych vrstev. Jak je patrné s grafu 17 a obrazku 55, probihala
degradace u Cisté nanovldkenné vrstvy podle ocekavani v prvnich dvou dnech vyrazné
rychleji oproti zbylym vrstvam. Tento fakt je podle ptedpokladi zpiisoben vySSim
mérnym povrchem pii povrchové degradaci a nejspise 1 mensim procentem krystalické
faze, coZz umoznovalo vznik ,,vnitini* degradace jiz od prvniho dne. Naproti tomu
u vrstev vznikajicich technologii melt-blown se v prvnich dnech projevil nizs§i mérny
povrch a vyssi podil krystalické faze vzniklé tepelnym naméhanim a dlouZenim vlaken.
Vyssi podil krystalické faze zpomaloval proniknuti enzymu do materidlu a naslednou
,vnitini“ degradaci. Od tietiho testovaciho dne bylo na vrstvé nanovlaken patrné
zpomaleni degrada¢niho procesu z diivodu celkové degradace amorfni faze a pomale;jsi

degradace zbytkové faze krystalické. U vrstev vytvorenych technologii melt - blown se
101



od tretiho testovacitho dne projevilo plné rozvinuti ,,vnitini“ degradace a celkové
zrychleni degradace. Paty testovaci den byl u melt — blown vrstev patrny celkovy
rozpad amorfni faze a nastup pomalejSi degradace faze krystalické. Zajimavy byl
prabeh degradability u nami nejvice sledované vrstvy ze smési mikro — nanovlaken, kde
se posledni dva dny oproti ptedpokladiim dostava mira degradace dokonce i pod uroven
samotnych nanovldken. Tento fakt je tfeba ovéfit rozsdhlejSim testovanim a dalSimi
analytickymi metodami. OvSem takovyto prubéh degradace této finalni vrstvy by byl

naprosto idealni pro jeji dalsi vyuziti jako biodegradabilniho tkanového nosice.
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4.  DISKUSE

Na zékladé ptedbéznych testli byl proveden vybér nejvhodnéjsiho materidlu pro
vyrobu finalnich vrstev k biologickému testovani. Snahou bylo vybrat pro vyrobu
finalniho produktu PCL s co nejnizsi molekulovou hmotnosti. Pokud by tedy zaroven
vyhovoval tento materidl svymi strukturnimi a mechanickymi parametry dalSimu
pouziti. Divodem této snahy byl ptfedpoklad, ze PCL o nizSich molekulovych
hmotnostech degraduje v organismu rychleji, coz by pro tkanovy nosi¢ uréeny pro
rekonstrukci kostni tkan¢ bylo vyhodné.

Ukazalo se, ze vrstva vytvorend z PCL Mw = 10 000 mé nezadouci mechanické
vlastnosti, je velmi kiehka — tedy nevhodna k dal$imu testovani. Kiehkost materialu
nejspis ptimo zpiisobuje jeho nizkd molekulova hmotnost.

Vrstva blendu PCL Mw = 45k/10k 50 : 50 hm. méla pfi celkem dobrych
mechanickych vlastnostech rozsahlé strukturni defekty. Tento fakt v kombinaci se
zdlouhavou ptipravou blendu podpofil nakonec vybér cisttho PCL Mw = 45 000 pro
vyrobu finalnich vrstev, ktery se vyznacoval dobrymi mechanickymi vlastnostmi pfi
pozadované morfologii vldkenné struktury. Jedind nevyhoda této volby byla vysoka
molekulova hmotnost zvoleného materidlu. OvSem v budoucnu by se dale mélo
pokracovat Vv testovani blendu PCL o jinych hmotnostnich podilech jednotlivych slozek.

Inovativni vyrobni postup vytvoifeny kombinaci technologii melt — blown,
elektrostatického zvlakiiovani a vibracniho napraSovani céastic prokazal pifi vyrobé
vlakennych kompoziti svou funkénost. Pro dalsi testy se jevi jako vyhodné pouziti
kontinualniho davkovani polymeru, aby nemusel byt proces neustale preruSovan pii
jeho dopliovani. Problém postupného tuhnuti polymerniho roztoku vlivem velmi
rychlého odpafovani rozpoustédla by mohl byt vyfeSen naptiklad pouzitim kruhové
kapilary, kde by byl polymerni roztok chranén pied proudicim vzduchem.

Vyrobené finalni vrstvy se vyznacovaly tloustkou cca 5 mm a jednotlivé od sebe
byly vizualné a hmatem takika nerozeznatelné. Pouze vrstvy s hydroxyapatitem byly na
omak mirné hrub$i. Vrstvy se vyznaCovaly ploSnou hmotnosti 250g/m2, plosna
hmotnost vrstev s hydroxyapatitem byla o 10% vyssi, ztoho tedy vyplyva, ze
hydroxyapatit byl zastoupen 10 hm. %. V dalsich experimentech by mélo dojit
k experimentovani s technologickymi nastavenimi, které by ovliviiovali podil
mikrovldken a nanovldken ve struktufe. Taktéz by mél byt proveden ditkaz podilu
vldken ve vysledné vrstvé vyrobenych jednotlivymi technologiemi. Bylo by vyhodné
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obarvit taveninu i polymerni roztok fluorescencnim barvivem Pii fluorescencni
mikroskopii v temném poli by ndm rozdilné barevna mikro a nanovlakna celkem jasné

udavala jejich ptitomnost a podil ve vrstvé.

Ze snimkl vytvorenych pomoci elektronové mikroskopie Ize jasné vypozorovat, ze
vlakenné vrstvy obsahuji pfedevsim vlakna o jemnosti specifické pro pouzitou vyrobni
technologii. Je tedy patrné, ze vrstva vyrobena pouze technologii melt-blown obsahuje
predevsim mikrovldkna. Naproti tomu vrstva vyrobena pouze -elektrostatickym
zvlaknovanim obsahuje predev§im nanovldkna. U vrstvy vyrobené kombinaci obou
metod je ze snimkl dobfe patrné, zastoupeni obou jemnosti vldken, Ize tedy fici, Ze
V tomto piedchozi experiment probeéhl uspésné. Dale je potieba uvést, ze vSechny vrstvy
vykazuji dobrou vldkennou homogenitu. Posledni série snimki ukazuje dobrou lokalni
miru homogenity ¢astic HA na vldknech. Tento fakt neni bohuZel patrny v celém
objemu. Proto je potfeba samotnou technologii naprasovani dale intenzivné vyvijet. Do
dalsich experimentii by bylo napiiklad vyhodné zavést napraSovani castic metodou
ultrazvukovou, ktera by zajistili vetS$i miru homogenity poryti. Ultrazvukova metoda by
mohla byt dale doplnéna o kontinualni dopravnik ¢astic. Rovnéz zajimavé by mohlo byt
nasnimani vyrobené vldkenné vrstvy pomoci mikrotomografie a volbou vhodného
smeSovani prolozit vytvoteny digitalni model polygonalni siti, kterd by umoznovala
pomoci pocitaového algoritmu urcit napfiklad miru kontinuity mezivlakennych
prostor.

Vysledky obrazové analyzy jasn€ potvrdily konkrétni rozdily mezi strukturnimi
vlastnostmi jednotlivych vlakennych vrstev vyrobenych riiznymi metodami. Vrstva
vyrobena pouze metodou melt — blown mé vétSinu primért vldken v mikronové oblasti
a pomérné malé procento vlaken v oblasti submikronové, to se promitd i v primérech
mezivlakennych prostor, jejiz priméry vykazuji nedostatecnou distribuci primért
voblasti 50 - 100um. To v kombinaci s mikronovymi priméry vlaken nebude
pravdépodobné¢ vhodné pro dostatecnou bunécnou adhezi. Vrstva vyrobena pouze
elektrostatickym zvlakinovanim jasné¢ vykazuje pfitomnost pramérd vlaken hlavné
Vv submikronové oblasti pii velkém procentu priméra vldken v oblasti 50 - 100 pm.
OvSem tyto parametry nejsou zastoupené v takové variabilité, jakd by umoznovala
dostateCnou bunéfnou proliferaci do vnitiniho objemu materidlu pii dostatecné
mechanické pevnosti vrstvy. U vrstvy vyrobené kombinaci téchto metod je jasné patrné

odstranéni nedostatkli vrstev vyrobenych pouze jednou metodou. Tedy dostatecné
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procento pruméri vlaken v submikronové oblasti pro dobrou bunécnou adhezi ale
zaroven dostatecné zastoupeni mikronovych pramért vlaken, tak aby vrstva vykazovala
dostate¢né mechanické vlastnosti. Tento vysledek v kombinaci s vysokou variabilitou
praméri mezivlakennych prostor bude nejspiSe umoznovat dostateCnou bunécnou
adhezi a vnitini proliferaci bunck.

Pfi stanoveni zmény molekulové hmotnosti u tepelné zatizenych vzorki pomoci
termické gravimetrie vyslo najevo, Ze u vzorkl tepelné naméhanych v extrudéru doslo
k materialovym zménam. Pokud se jedna o zménu molekulové hmotnosti, pak by
ktivky prab&hu méteni pro tepelné nezatizeny vzorek musely byt posunuty vice vpravo
od ktivky pro tepeln¢ zatizeny material. Z vysledkt je patrné, ze je tomu piesné naopak.
Pak lze spiSe fici, ze termicky zatizené vzorky v extrudéru nesnizily svoji molekulovou
hmotnost, ale nejspiSe doslo k ¢astecnému fyzikalnimu zesitovani materidlu. Analyza
tedy nepotvrdila prvotni pfedpoklad, ale ukazalo se, Ze teplota tani u vlaken stoupa, coz
je dano vysSim podilem krystalické faze oproti polymeru, ktery nebyl tepelné

zatézovan.

U vysledkdi stanovenych pomoci gelové chromatografie lze fici, ze PCL
Mw = 10 000 po tepelném zatizeni vykazoval bimodalni distribuci Mn zastoupenou
dvéma peaky. Nové vznikly peak reprezentoval ziejmé rozpad ¢asti makromolekul
S vy$8i hmotnosti na makromolekuly s niz$i hmotnosti. Podle vysledki v tabulce 2 Ize
fici, Ze stfedni hmotnostni molekulova hmotnost se u materidlu po tepelném zatiZeni
témef nezmeénila. PCL Mw = 45 000 vykazoval bimodalni distribuci pouze material
pfed zatiZenim. A to opét bez vyrazné zmény molekulové hmotnosti. Pfitomnost
bimodalniho priibéhu u materidlu pied tepelnym zatizenim je prekvapujici a malo
pravdépodobna, je tedy mozné ze doslo k zaméné vzorki nebo k jejich kontaminaci.
Tento vysledek by byl potieba ovéfit opakovanym provedenim meéfeni. U PCL
Mw = 45000/10 000 doSlo pouze k vétSimu uUbytku frakce sniz$i molekulovou
hmotnosti. Souhrnné Ize fici, Ze se nepotvrdil ibytek molekulové hmotnosti u materiali
tepelné =zatizenych. Vysledky pouze naznacuji strukturni zménu materidlu
doprovazenou rozpadem ¢asti makromolekul na nizsi molekulové hmotnosti. Ale i tento
fakt by mohl mit pfiznivy vliv na zkraceni doby biodegradace. Pro ovéfeni téchto

zaveéra by bylo potieba zopakovat nékolikrat mefeni
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Dle bunéénych testti byl potvrzen pro vSechny materidly patrny progresivni nartst
bunécné hmoty béhem vsech testovacich dnii pro vSechny testované materialy. Z toho
vyplyva potvrzeni, ze zadny materidl nevykazuje cytotoxické Uc¢inky a buiiky uspésné
proliferuji. Z vysledki mizeme potvrdit adhezi bun¢k po nasazeni na material.

Ze vsech testovanych materiald Material vyrobeny pouze metodou melt — blown
(M) vykazoval podle predpokladii vSechny testovaci dny nejmensi miru proliferace. To
je dano znacnou velikosti portt oproti ostatnim materialim v kombinaci s vysokou
pramérnou hodnotou priméra vldken a tedy horSimi vlastnostmi materialu pro adhezi
bunck.

Materidl vyrobeny metodou melt — blown s ¢asticemi hydroxyapatitu (MH)
vykazoval oproti stejnému materialu bez Castic posledni dva testovaci dny znatelné
vy$§i miru proliferace. To opét potvrzuje ucinnost funkcionalizace vrstev Casticemi
hydroxyapatitu. Material Ize tedy v porovnani s ostatnimi zatadit na tfeti misto i podle
mikroskopické analyzy, coz opét potvrdilo pfedpoklad pribéhu testovani pro tento
material.

U poslednich dvou materialti je z vysledkl jasné prokazatelny synergicky efekt
kombinace metod melt — blown a elektrostatického zvlaknovani a tedy pfitomnosti
nanovldken ve vrstvé. Nanovlakna jasné pfinesla do vrstvy adherentni slozku
podporujici bunécnou proliferaci. Bunécna proliferace pro tyto vrstvy byla v porovnani
s materialy bez nanovladken jednoznacné vyssi a posledni testovaci den byl na povrchu
jasné patrny konfluentni nariist bun€k. Ze vzajemného porovnani téchto konfluentnich
vrstev posledni testovaci den je patrné, Ze souvislej§i vrstva bunék se vytvofila na
materialu MNH.

Mikroskopie potvrdila bunéfnou proliferaci do vnittku materidlu. Pfi nasazeni
pokusu ur¢ité mnozstvi bunék propadlo vétsimi pory dovniti struktury a tyto bunky se
uchytily uvnitf materialu, kde zacaly v ur¢ité mite proliferovat. Progres proliferace
bun€k vnitini strukturou pro jednotlivé dny je dle mikroskopie patrny. U materialu
MNH je patrny Gtlum vnitini proliferace bunék. Tento fakt mize byt zptisobeny urcitym
nedostatkem Zivin z média a to pfedev§im proto, ze mnozstvi média je limitovano
objemem kultiva¢ni jamky. Béhem druhé poloviny experimentu bylo nutné meénit
médium kazdy den. Dal$i moZnosti je, ze konfluentni vrstva buné¢k na povrchu vzorku

omezovala pfisun Zivin do vnitini struktury. Na zaklad€ téchto poznatkl 1ze doporucit
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kultivaci bun€k na materialech tohoto typu ve vétsim objemu média. Celkové lze fici, Ze
mira vnitini proliferace bun¢k byla lepsi u materialii ze smési mikro a nanovlaken.
Podle vysledkl je jasné, Ze nejlepSim materidlem pro dal$i vyuziti v reparativni
mediciné kostni tkan¢ je vlakenna vrstva vyrobena kombinaci metody melt — blown
a elektrostatického zvlaknovani funkcionalizovana c¢asticemi hydroxyapatitu (MNH).
V dalsi fazi testovani by tedy bylo vhodné provést podrobnéjsi testovani ro tento
vybrany materidl a potvrdit tak piedchozi vysledky. Dal§im zajimavym testem by mohl,
byt test prestupu bunck z prostfedi na nosic¢, ktery by byl realizovany pies kolagenni
gel. Pro dal$i testovani bude urcit¢ vyhodné kultivovat vzorky v jamkéch o objemu

5 ml, aby se vyloucila limitace bunééné proliferace vlivem nedostatku Zivin

Pomoci enzymatickych testi byla analyzovana schopnost biodegradability
vytvofenych vrstev. Jako idedlni se ukézala koncentrace enzymu 10 U/ml, coZ potvrdilo
i dal$i testovani. Podatilo se s ispéchem prokazat schopnost biodegradace u vrstev
vyrobenych technologii melt — blown a urit pfiblizny priabéh degradace vsech
testovanych vrstev. Degradace probihala u €isté¢ nanovlakenné vrstvy podle oc¢ekavani
V prvnich dvou dnech vyrazné rychleji oproti zbylym vrstvdm. Tento fakt je podle
predpokladii zptisoben vys$im mérnym povrchem pii povrchové degradaci a nejspise
I mens$im procentem krystalické faze, coz umoznovalo vznik ,,vnitini* degradace jiz od
prvniho dne. Naproti tomu u vrstev vznikajicich technologii melt-blown se v prvnich
dnech projevil niz§i mé€my povrch a vyssi podil krystalické faze vzniklé tepelnym
namahanim a dlouzenim vlaken. Vyss$i podil krystalické faze zpomaloval proniknuti
enzymu do materialu a naslednou ,,vnitini* degradaci. Od tfetiho testovaciho dne bylo
na vrstvé nanovlaken patrné zpomaleni degradacniho procesu z diivodu celkové
degradace amorfni fdze a pomalejSi degradace zbytkové faze krystalické. U vrstev
vytvofenych technologii melt - blown se od tfetiho testovaciho dne projevilo plné
rozvinuti ,,vnitini* degradace a celkové zrychleni degradace. Paty testovaci den byl
u melt — blown vrstev patrny celkovy rozpad amorfni faze a nastup pomalejsi degradace
faze krystalické. Zajimavy byl pribeh degradability u ndmi nejvice sledované vrstvy ze
smési mikro — nanovlaken, kde se posledni dva dny oproti ptedpokladim dostdva mira
degradace dokonce 1 pod urovent samotnych nanovlaken. Tento fakt by byl tfeba ovéfit
a objasnit rozsahlejsSim testovanim, mikroskopickym pozorovanim degradovaného
materidlu a dalS$imi analytickymi metodami. Pokud by se takovyto prib¢h degradace

potvrdil, byl by naprosto idealni pro dalsi vyuziti pro biodegradabilni tkanové nosice.
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5. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo vytvofit vlakenny materidl pro pfipravu kostnich
nahrad kombinujici mikrovlakna s nanovlakny, ktery je déle fukcionalizovany ¢asticemi
vhodného materidlu. Vldkenné vrstvy budou mit definovatelny pomér mikro
ananovlaken, dale jejich priméry, orientace vlaken. Objemnost vlakenné vrstvy.
Dalsim postupem bylo takto vytvofené struktury podrobit strukturni a materidlové
analyze. Posledni ¢asti experimentdlni ¢asti bylo zhodnoceni vyuzitelnosti materialu pro
regenerativni medicinu pomoci biologického a biodegradabilniho testovani.

Vysledkem experimentu bylo vybrani vhodného biopolymeru a stanoveni idealnich
technologickych parametri pro vyrobu objemné vlakenné vrstvy inovativni kombinaci
technologii melt — blown, elektrostatického zvlakiiovani a naprasovéani ¢astic vibracni
metodou. Samotna technologie vyroby se ukézala takika bezproblémovou, naprosto
funkéni a uspésné kombinovala vSechny tfi technologie. Vyhodou této technologie je
také moznost pouziti pomémé velkého mnozstvi raznych polymert a jejich mozna
kombinace.

Uspé&iné vyrobeny objemny vlakenny kompozit ze smési nanovldken, mikrovlaken
a castic hydroxyapatitu vykazoval béhem prvnich strukturnich testd velmi dobré
mechanické a strukturni parametry. Na zaklad¢ téchto zjisténi lze tedy konstatovat, ze
kompozit splituje zédkladni pozadavky kladené na tkanovy nosi¢. Tato skutec¢nost byla
potvrzena naslednymi biologickymi testy bun&cné proliferace a viability, kdy byly
vrstvy kultivovany liniemi lidskych nddorovych bunék. Butiky se na kompozitu tispé$né
mnozily a prorastaly vnitini strukturou pti velmi dobré povrchové adhezi. Potvrzeni
bunétné proliferace do vnitini struktury lze oznacit za velky uspéch. Pomoci
biologickych testli byl také uspé€sné ovéren piinos funkcionalizace struktury ¢asticemi
hydroxyapatitu. Dal§im velmi dobrym vysledkem bylo také potvrzeni enzymatické
biodegradability kompozitni vlakenné struktury, coZ bylo umocnéno vyslednym velmi
vyhodnym prabéhem této degradace.

Postup vyroby pomoci kombinace vySe zminénych technologii se s ohledem na
vlastnosti vytvofeného materidlu jevi jako velmi perspektivni a je mozné dale navazovat
Sirokou Skalou dalSich védeckych postupt. Hlavnim piinosem bylo vytvofeni
ttidimenziondlniho  vldkenného  kompozitu  funkcionalizovaného  Casticemi
hydroxyapatitu, ktery standardné¢ vyrobenym kompozitim disponuje vétSimi a do
zna¢né miry kontinudln€ navazujicimi mezivldkennymi prostory, i pii velmi dobrych
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mechanickych vlastnostech. Vldkenny kompozit a technologii jeho vyroby projevilo
zajem jiz n¢kolik komer¢nich subjekta a dalsich védeckych pracovist’.

V soucasn¢ dobé probiha dal§i podrobné&jsi biologické testovani piipravenych
struktur a také optimalizace vyrobniho postupu. Soucasn¢ probihd piiprava tfimésicniho
preklinického in vivo testovani na Institutu tkanového inzenyrstvi AV CR.

Prvotni vysledky této prace jiz byly vroce 2013 prezentovany na mezinarodni
védecké konferenci FiberSociety v USA. Z dalsiho prib¢hu testovani a vyvoje je
piipravovan odborny ¢lanek do impaktovaného védeckého periodika. Soucasné s tim
probihé ptiprava podkladii pro tvoru patentové ptihlasky vyrobni technologie. Dal§im
vystupem této diplomové prace bude snaha komercionalizaci vyrobeného vldkenného

kompozitu.
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7. PRILOHY

Priloha 1. ..o Doplnéni kapitoly 3.4.

Priloha 2. ..o Doplnéni kapitoly 3.5.
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Priloha 1. Doplnéni kapitol 3.4.2 — 3.4.4.

PBS pufr — phosphate-buffered saline, fosfatovy pufr — vyroba 1 litru PBS - Smichani
800 ml dH20, 8 g NaCl (137mM), 0,2 g KCI (2,7mM), 3,63 g NaH2PO4.12 H20
(10mM), 0,24 g KH2PO4 (1,76mM), rozpustit michanim, kyselinou HCI upravit pH na
7,4, doplnit do 1 | dH20.

EMEM - Bazilni - Eagle’s minimal Essentials medium — bazalni kultivaéni médium;
obsahuje glukézu, aminokyseliny, vitaminy, soli, antibiotika a dalsi latky, jako napf.
zelezo a fenolovou cerven. Ta slouzi ke sledovani zmén pH v médiu béhem kultivace
bunck. Odpadni produkty metabolizujicich, rostoucich bunék jsou kyselé, snizuji pH
média a barva média se méni do oranzova az do zluta, protoze piedstavuje indikator pH

— barvi se podle pH.

EMEM - kultiva¢ni — 89% EMEM bazalni, 10 % FBS, 1% ATB.

Propidium iodid - 50 ul PI - Sigma + 10 ml PBS.

IPA — okyseleny isopropanol, 1 ul HCI na 10 ml isopropanolu/ 40 mM HCl)

FBS - Fetal bovine serum — ¢ast krevni plazmy plodu skotu.

Glutaraldehyd — 2,5% roztok glutaraldehydu - Sigma v PBS.
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Piiloha 2. Doplnéni kapitoly 3.5.1. — 3.5.2.

Tab. P2a: Pocatecni a koncové hmotnosti jednotlivych vzorkii v zavislosti na enzymatické

koncentraci.

Nanovlakna

Enzymaticka | PocateCni | KoneCnda |pHmotnostni
koncentrace | hmotnost | hmotnost abytek [%]

[U/mg] (g] [g]
0,1 0,0413 0,0353 14,60
1 0,0602 0,0412 31,61
10 0,0670 0,0124 81,49

Tab. P2b: Pocatecni a koncové hmotnosti jednotlivych vzrokii: Melt-blown.

Melt-blown

Testovaci Pocatecni Konec¢na Hmotnostni

den hmotnost [g] hmotnost [g] zUstatek [%]
1.D 0,0540 0,0482 89,26
2.D 0,0502 0,0305 60,76
3.D 0,0493 0,0204 41,38
4.D 0,0507 0,0093 18,34
5.D 0,0504 0,0076 15,08
1.D. NK 0,0493 0,0490 99,39
5.D. NK 0,0510 0,0513 100,59

Tab. P2c: Pocdtecni a konCové hmotnosti jednotlivych vzorkii: Melt-blown/nanovldkna.

Melt-blown/nanovlakna
Testovaci Pocatecni Konecna Hmotnostni
den hmotnost [g] hmotnost [g] zUstatek [%]
1.D 0,0527 0,0435 82,54
2.D 0,0520 0,0269 51,73
3.D 0,0492 0,0053 10,77
4.D 0,0511 0,0020 3,91
5.D 0,0500 0,0011 2,20
1.D. NK 0,0508 0,0503 99,02
5.D. NK 0,0510 0,0512 100,39
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Tab. P2d: Pocdtecni a koncové hmotnosti jednotlivych vzorkii: nanovldkna.

Nanovldkna

Testovaci Pocatecni Konec¢na Hmotnostni

den hmotnost [g] hmotnost [g] zUstatek [%]
1.D 0,0501 0,0254 50,70
2.D 0,0524 0,0118 22,52
3.D 0,0504 0,0082 16,27
4.D 0,0530 0,0080 15,09
5.D 0,0520 0,0064 12,31
1.D. NK 0,0484 0,0486 100,41
5.D. NK 0,0530 0,0526 99,25
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