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Anotace

Bakalafska prace je zaméfena na studium aplika¢nich moznosti nanovlakennych vrstev
vyrobenych riiznymi technologiemi pro tkanové inzenyrstvi. V teoretické Casti jsou
popsany technologie odstfedivého a elektrostatického zvlakinovani, jejich parametry a
moznosti vyuziti. Ve strucnosti je pfedstaveno tkadnové inzenyrstvi a vyuziti nanovlaken
v tomto oboru. Experimentalni ¢ast je vénovana vyrobé vlakennych vrstev odstfedivym
a elektrostatickym zvldknovanim a testovani vlastnosti zvlaknénych vrstev. Dulezitou
Casti prace je in vitro testovani zvlaknénych PCL vrstev za pouziti 3T3 mysich
fibroblastii. Vysledky jsou analyzovany pomoci spektrofotometrie, fluorescencniho

mikroskopu a skenovaciho elektronového mikroskopu.
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odstfedivé zvlaknovani, elektrostatické zvlakiiovani, nanovlédkna, polykaprolakton,

in vitro testovani, 3T3 mysi fibroblasty

Annotation

This bachelor thesis is focused on the study of application possibilities of nanofibrous
layers produced by various technologies for tissue engineering. The theoretical part
describes the technologies of centrifugal and electrostatic spinning, their parameters and
applications. Tissue engineering and the use of nanofibers in this field are briefly
introduced. The experimental part is dedicated to the production of fibrous layers by
centrifugal and electrostatic spinning and testing of the spun layers properties. An
important part of the work is in-vitro testing of spun PCL layers using 3T3 mouse
fibroblasts. The results are analyzed using spectrophotometry, a fluorescence microscope

and a scanning electron microscope.
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Seznam zKkratek

3T3 3T3 mysi fibroblasty

AC zvlaknovani za pomoci stfidavého elektrického pole

CH/EtOH/AA pomér rozpoustédlového systému: chloroform/ethanol/kyselina
octova

CCK-8 metabolicky test (cell counting kit)

CO2 oxid uhli¢ity

CS odstiedivé zvlaknovani

DC zvlakiovani za pomoci stejnosmérného elektrického pole

FM fluorescen¢ni mikroskop

PBS fosfatovy pufr

PCL polykaprolakton

SEM skenovaci elektronovy mikroskop

TEM transmisni elektronové mikroskopy

In vitro testovani v laboratornich podminkach

Zkratka  Nazev Jednotka

95% IS interval spolehlivosti stfedni hodnoty priméru vldken [um]

C koncentrace polymerniho roztoku [hm. %]

Mn Ciselné stiedni molarni hmotnost [9/mol]

S smerodatna odchylka [um]

T teplota [°C]

X stfedni hodnota priméru vlaken [um]

¢ relativni vlhkost [% RH]
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Uvod
Tato bakalatska prace je vénovana vyrob¢ nanovlakennych vrstev za pouziti odstfedivého
zvlaknovani a elektrostatického zvldknovani a studiu jejich aplikaénich moznosti pro

tkanové inZzenyrstvi.

Odstredivé zvlaknovani je pomérné jednoducha a nova technologie pro vyrobu velmi
jemnych vlaken v fadech nanometrii az mikrometr. Ke zvlakiiovani je vyuzita pouze
odstrediva sila a neni tedy potfeba zadného elektrického napéti. Diky tomu je mozné
zvlaknovat celou fadu polymert, jejich smési ¢i tavenin. Jde o velmi produktivni metodu
a vyrobené vrstvy maji Siroké vyuziti napt. v tkdnovém inzenyrstvi, filtracich aj.
Elektrostatické zvldknovani je velice vSestranna technologie pro vyrobu nanovlaken. Pro
zvlakniovani je zapotiebi elektricka sila. I zde je moznost vyuzit celou §kélu ptirodnich ¢i
synteticky polymert. Takto vyrobené nanovldkenné vrstvy lze déale vyuzit v mediciné,

tkanovém inzenyrstvi atd.

Cilem préace je vyrobit nanovlakenné vrstvy, které si budou co nejvice podobné. Néasledné
nasadit vybrany typ bunck a provést testy in vitro. DalSim krokem je zjistit bunécnou
adhezi, viabilitu, provést mikroskopii a porovnat vysledky vrstev. Pro vyrobu vrstev jsou
vyuzity dvé odlisné technologie zvldknovani — odstfedivé zvldkinovani na zatizeni
Nanocentrino L1.0 od firmy Areka Group a elektrostatické zvlaknovani na zatizeni
NanospiderTM od firmy Elmarco. Oba zpusoby zvlakfiovani jsou uskute¢nény na
Katedfe netkanych textilii a nanovlakennych materiald fakulty textilni Technické

univerzity v Liberci.

Diivodem vzniku této prace je mimo jiné i zafizeni pro odstfedivé zvlaknovani,
Nanocentrino L 1.0, kter¢ pomémné kratce piedtim Katedra netkanych textilii a
nanovladkennych materiali zakoupila. Doposud zde bylo mozné vyrabét odsttedive pouze
shluky vlaken, nikoli vldkennou vrstvu, kterou by bylo mozné dale testovat. Potieba
zafizeni otestovat a pokusit se pfipravit homogenni vrstvu, ktera se bude svym vzhledem
a vlastnostmi co nejvice podobat vrstvé vyrobené elektrostaticky, je velkou vyzvou. V
piipadé, ze se toto podafi, oteviraji se technologii odstfedivého zvlakiiovani dvete pro

vyuziti v mnoha novych aplikacich.
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1 Teoreticka ¢ast

Préce je zaméfena na vyrobu nanovlakennych vrstev riznymi technologiemi zvlaknovani
a posuzovana jejich vhodnost pro pouziti v tkdnovém inzZenyrstvi. Z tohoto divodu je
teoreticka cast vénovana popisu jednotlivych technologii, konkrétné¢ odstredivému
a elektrostatickému zvlakiiovani, a jejich parametrii. VSe je doplnéno o zakladni

informace z oblasti tkanového inzenyrstvi a biologické testovani.

1.1  Odstredivé zvlaknovani

Technologie odstfedivého zvldkihovéani, anglicky jinak nazyvana Forcespinning™,
Rotary jet spinning ¢i Centrifugal spinning, je pomérné jednoduchd technologie pro
vyrobu velmi jemnych vladken. Princip zvlaknovani je zalozen na vyuziti odstfedivé sily,
ktera je vyvolana vysokymi ota¢kami zvlaknovaci jednotky (spinerety). Sila musi byt tak
velka, aby bylo piekonano povrchové napéti zvlaknovaného materialu a doslo k dlouzeni
a formovani vlaken. Vznikla vladkna jsou usporadana pievazné v jednom sméru a jsou
zachytavana na kolektoru. Vytvorena vlakenna vrstva je slozena ptrevazné z mikrovlaken
a nanovlaken. Timto zptisobem lze zvldknovat polymerni roztoky, ale i taveniny nejen
polymernich materiald [1]. Zvlakinovani z taveniny vychazi ze zpusobu ziskavani cukrové

vaty [2].

Spinereta se vyskytuje ve dvou vyrazné odlisnych podobach, podle kterych je rozlisovan
jehlovy a bezjehlovy zpisob odstfedivého zvlakiiovani. Existuje ale i typ odstfedivého
zvlaknovani, které kombinuje odstfedivou silu a elektrickou silu vyvolanou vysokym

elektrickym napétim, tzv. elektro-odstiedivé napéti [1].

Béhem odstfedivého zvlaknovani dochéazi kromé tvorby vlaken i k tvorb& polymernich
kapicek. Takto vytvofena vlakennd vrstva s jedineénymi charakteristickymi znaky napf.
vysokou poérovitosti, mechanickou pevnosti a urovnanim vlaken, ma $iroké uplatnéni
Vv riznych biomedicinskych aplikacich jako jsou napt. scaffoldy pro rist bun¢k, systémy

pro podavani léCiv, ale také jako filtrace atd. [3, 4, 5].

Vznik a rozméry vldken jsou zavislé na nckolika parametrech. Jde pifedevS§im
0 koncentraci polymerniho roztoku, typ a velikost spinerety, vzdalenost spinerety
od kolektoru a rychlost otaceni spinerety. Parametry ovliviiujici odstiedivé zvlaknovani

jsou blize popsany v kapitole 1.1.3 [3].
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V mnoha ohledech se jedna o ekonomicky vyhodnéjsi metodu zvlakiovani na rozdil
napf. od technologie meltblown, a to pfedevsim z energetického hlediska, jelikoz neni
potfeba ohievu vzduchu. V porovnani s elektrostatickym zvlakiiovanim neni potieba
vysoké elektrické napéti. Dalsi vyhodou je moznost pouziti vét§iho mnozstvi riznych
materiali. Oproti jinym zptsoblim vyroby vldken, nabizi odstfedivé zvlaknovani vysoké

vytézky s vysokou tc¢innosti [3].

1.1.1 Jehlové odstredivé zvlaknovani

Zatizeni pro jehlové odstfedivé zvlaknovani (schéma je na obr. 1) je tvofeno spineretou
pohanénou motorem. Motor zafizeni musi byt dostate¢né silny, aby bylo mozné
dosahnout vysokych otacek, pii kterych se zacnou tvofit vlakna. Kolem spinerety je
Vv urcité vzdalenosti umistén kolektor, na kterém se hromadi vldkna. Kolektor mtze byt
ve form¢ perforovaného pasu nebo tycek, které maji konstantni vzdalenost. K zachovani
stabilnich podminek mutze byt zafizeni umisténo v digestofi ¢i opatfené klimatizaci.
Pfi zvlaknovani z taveniny se k nadrzce pridava topna spirala, zajist'ujici zahtivani celé

spinerety [3].

Spinereta +._ Vstupni
/ ventil

Ohfivaci
systéem

Kolektor . %
—— Digestor s

klimatizaci

Vystupni *
ventil

Obrazek 1: Jehlové zafizeni pro odstiedivé zvlaknovani. Zatizeni tvoii spinereta, kolektor, motor a celé je
umisténo v digestofi [3].

Spinereta je tvofena zvlaknovacimi otvory nebo zvlaknovacimi jehlami, které jsou
rozmistény po jejim obvodu. Ty mohou mit rizné praméry, délky a mize jich byt rizny
pocet. V tomto piipade¢ je zvlakinovany material davkovan do zasobniku, ktery je uvniti
spinerety (obr. 2). Vlivem vysokych otacek zvlaknovaci hlavy dochazi k vytvoreni
odstredivé sily, kterd vytlacuje ze zdsobniku roztok nebo taveninu skrz zvladknovaci
otvor [6]. K tvorbé vlaken dojde tehdy, piekona-li odstfediva sila kapilarni silu roztoku.

Vlédkna jsou unasena po spirdlové draze a vlivem teni vzduchu dlouzena. Pfitom dochazi
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k odpatrovani rozpoustédla a vysouseni vlaken. Vlakna dopadajici na kolektor jsou sucha,

urovnana a jejich primeéry se pohybuji v fadu nano- az mikrometrt [7].

Nanovlikna

Zasobnik
polymerniho
materiilu

~~

<+— ——r
—
Rotace

Zvlikiiovaci otvor

Obrazek 2: Detail zvlakiiovaci hlavy pro jehlové zvldkiovaci zafizeni firmy FibeRio [6].

1.1.2 Bezjehlové odstiedivé zvlaknovani
Bezjehlové odstredivé zvlakiiovani je odvozeno od tzv. spin-coating procesu, pii kterém

dochdzi k nanéaSeni tenkych filml na disky. Schématické zobrazeni tohoto procesu je

na obr. 3 [8].

\
T YT

Obrazek 3: Schématické zobrazeni procesu spin-coating, od kterého je odvozeno bezjehlové odstiedivé
zvlakinovani [8].

Pro tento typ zvlaknovani mize byt pouzivano stejné zatizeni, jako Vv pfipadé jehlového
odstfedivého zvlaknovani (kapitola 1.1.1). Zatizeni je tvofeno rotujici spineretou, ktera
je pohanéna motorem, a kolektorem. Spinereta ma v tomto ptipad¢ tvar plochého disku.
Polymerni roztok je davkovan v kapkach pfimo do stiedu rotujiciho disku. Vlivem rotace
dojde k rozprostieni roztoku po disku a k vytvoreni polymerniho filmu. Ten se po disku
rozSifuje smérem k okraji, kde se vytvari tzv. ,prsty (anglicky oznacované jako

fingers) [9].

Vlakna jsou tvofena pomoci Rayleigh-Taylorovy nestability polymerniho filmu, ktera
vznik4 na pomezi dvou tekutin, kdy je hustsi tekutina (polymerni roztok) tladena proti

fids$i (vzduch). Tato nestabilita zptisobuje vznik tenkych proudi polymerniho roztoku,
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z nichz po odpafeni rozpoustédla vznikaji vlakna. Vznik Rayleigh-Taylorovy nestability

je zachycen na obr. 4 [5].

Obrazek 4: Schématické zachyceni vzniku Rayleigh-Taylorovy nestability [5].

1.1.3 Parametry ovliviiujici odstiedivé zvlaknovani
Pfi procesu vyroby vldken S vyuzitim odstfedivého zvlakinovani, hraji vyznamnou roli

procesni i materialové parametry [3]. Ob¢ skupiny se navzajem ovliviiuji.
Parametry nastaveni zarizeni:

e Spinereta — tvar (jehlova, bezjehlova), pramér

e Trysky (jehly) — pramér, délka, pocet

e Rychlost otaceni spinerety

e Kolektor — typ, polomér, vzdalenost od spinerety

e Davkovani polymerniho roztoku — zptisob, rychlost davkovani

e Teplota, vlhkost prostiedi
Parametry materialu:

e Typ polymeru — slozeni, molekulova hmotnost)
e Typ rozpoustédla — jednoduché rozpoustédlo ¢i rozpoustédlovy systém
e Vlastnosti polymerniho roztoku — povrchové napéti, viskozita roztoku,

koncentrace atd.

Vsechny tyto parametry maji vliv na vyslednou kvalitu vldken a strukturu vldkenné
vrstvy. Je mozZné ziskat rizné typy vldken — nekonecna vldkna, jemna vlédkna, vlakna
vétsich primérti nebo vlakna s kapkovymi nebo jinymi defekty vzniklé pifi Spatném

nastaveni stroje.
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Tvorba kapicek je zptisobena Rayleigho nestabilitou polymerni trysky (obr. 5). Kapicky
se tvofi, jelikoz odstfediva sila neni dostatecné velkd a nedochdzi k piekonani

povrchového napéti resp. Rayleigho nestability. Nevznikaji vlakna [10].

Obrazek 5: Kapkovité defekty na vrstvé vyrobené pomoci technologie odstfedivého zvlakiovani [10].

Ke vzniku dér dochazi, pokud béhem zvlaknovani dopadne polymerni kapka na vzniklou
vrstvu s nasledkem rozpusténi jiz vytvofenych vlaken. Béhem zvldknovani dochazi také
ke vzniku provazci vlaken, které je dano zapletenim vice polymernich trysek pii jejich

dlouzeni [10].

1.1.4 Materialy vhodné ke zvlakinovani

Proces odsttedivého zvlakinovani umoziuje zvlaknovat velmi Sirokou Skalu materiald,
I téch, které diive nebylo mozné zvlaknovat. Je mozné zvlaknovat nejen Cisté polymery,
ale i ¢isté kovy, polymery s piidavkem anorganickych latek atd. ale i ty, které mohou byt
ve form¢ taveniny ¢i roztoku. Dosud byla vyrobena vlakna z celé fady materiali, jako
naptiklad poly-e-kaprolakton [11], chitosan [12], polyakrylonitril [1], polypropylen [2]
a mnoho dalsich.
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Poly-g-kaprolakton (PCL)

Poly-¢-kaprolakton (PCL), jehoz strukturni vzorec je na obr. 6, je semikrystalicky
biologicky rozlozitelny termoplasticky polyester. V dnesni dobé se ftadi mezi
nejpouzivanéjsi syntetické polymery v tkanovém inzenyrstvi. Ma vyjimeénou schopnost
vytvaret kompatibilni smési a kopolymery s celou fadou dalSich polymerii, coz vede
K materialim s jedine¢nym rozsahem vlastnosti. Jde o material, ktery je netoxicky,
snadno zpracovatelny, ma dobré mechanické vlastnosti a nizkou rychlost hydrolytické
degradace [12].

—(C H_\Js C— 0

O

Obrazek 6: Strukturni vzorec poly-g-kaprolaktonu (PCL) [12].

Vyznacuje se nizkou teplotou tani a to kolem 60 °C. Tato teplota vSak neni vhodna pro
vSechny metody sterilizace. Jeho teplota skelného prechodu je ptiblizné -60 °C. Fyzikalni,
tepelné a mechanické vlastnosti PCL zéavisi na jeho molekulové hmotnosti, ktera se
pohybuje v rozmezi Mn= 10 000 — 80 000 g/mol a jeho stupni krystalinity. Krystalinita
se snizuje s rostouci molekulovou hmotnosti [12]. PCL je dobie rozpustny v mnoha

organickych rozpoustédlech napiiklad chloroformu, benzenu a dalsich [13].

Vzhledem k hydrofobnosti polymeru je doba rozkladu del$i nez u ostatnich
biodegradabilnich polymert (6 az 36 mésictl) [14]. Tuto dobu lze zkratit kopolymeraci
S jinymi estery napft. glykolidem, laktidem a dal$imi. Zlepsi se tim 1 dalsi vlastnosti PCL
a rozsifi se jeho aplikacni moznosti v I€karstvi [12]. Bylo zjisténo, ze PCL mize

degradovat jak hydrolyticky tak i enzymaticky v lidském téle.

PCL je Siroce pouzivano Vv tkanovém inzenyrstvi k vyrobé rliznych typl stentl a to
predevsim diky jeho dobré biokompatibilité a tvarovym retencnim vlastnostem. Pouziva
se k rekonstrukei rtiznych tkani, napt. kosti, klize, nervii a o¢nich sitnic. Dale mtze byt
vyuzivano k ptipravé dlouhodobych implantatti a scaffoldi schopnych reprodukovat

ptirozenou extracelularni matrici [13].
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1.1.5 Aplikace vrstev vyrobenych odstredivym zvlakinovanim

Vrstvy vyrobené pomoci odstiedivého zvlaknovani maji obecné podobné vyuziti jako
napf. vrstvy vyrobené pomoci elektrostatického zvldkiovani a jinymi metodami. Jedna
z nejstudovangéjsich aplikaci je tkanové inzenyrstvi. Odstrediveé zvlaknéné vrstvy vykazuji
3D strukturu, ktera ma dostatecnou velikost pord. Ta umozituje prinik bunék

do materialu [15].

Jednim z produktu aplikaci odstiedivé zvlaknénych vrstev je napi. scaffold. U toho bylo
zjisténo, ze scaffold vyrobeny odstiedivym zvlakinovanim je snadno biologicky
rozlozitelny. PCL je v tomto piipadé vhodny ve smési s PVP pro vyrobu komponenty pro
dodani 1é¢iv [3]. Dobré vyuziti bylo pozorovano i pii kultivaci bunék nebo zvyseny
ucinek opravy kyly [15]. Dalsi studie prokazaly, ze se vrstvy vytvofené pomoci

odstedivého zvlakniovani, a za vyuziti PCL, daji vyuzit jako material pro obvazy ran [16].

Mimo tkanové inzenyrstvi maji odstfedivé zvlaknéné vrstvy vyuziti jako napft. filtrace,

kompozity, elektrovodi¢ nebo ochranné odévy [3].

1.2  Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické¢ zvladknovani je pomérn¢ jednoduchéd a velice vSestrannad technologie,
pomoci které jsou ziskavana vldkna s priméry v mikrometrech az nanometrech. Vladkna
jsou nahodné ukladana na kolektor, kde vytvari vlakennou vrstvu. Je mozné zvlaknovat
pfirodni ¢i syntetické polymery ve formé roztoki nebo tavenin [17]. BEéhem zvlaknovani

je pouzito vysokeé elektrické napéti, které je ptivedeno na zvlaknovaci elektrodu [18].

Podobné jako u odstiedivého zvladknovanti, je elektrostatické zvldknovani rozdélovano na
jehlové a bezjehlové (tzv. hladinové). V piipadé hladinového zvlaknovani umoziuje
technologie zvlaknovat polymerni roztoky nékolika zptisoby — z ty€ky, z valecku nebo ze
struny. Primyslova vyroba je zajiSténa piedev§im metodou hladinového zvldknovani
z valecku [18]. K rozvoji primyslové vyroby nanovlaken ptispél v roce 2003 tym vedeny
prof. Oldfichem Jirsakem z Katedry netkanych textilii Technické univerzity v Liberci,
ktery stal u zrodu zatizeni s ndzvem Nanospider™ a tuto technologii si nechal patentovat.
Dale je pak mozné technologii elektrostatického zvldknovani rozdélit podle typu
pouzitého vysokonapétového zdroje na zvldknovani s vyuzitim stejnosmérného ci

stiidavého napéti [19].
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Elektrostaticky vyrobena nanovlakenna vrstva je vyuzivana napf. v tkdniovém inzenyrstvi
Vv oborech, které se zabyvaji ndhradami ktize, kosti, pro hojeni ran nebo jako 3D bunéény
substrat. Déle je mozné vrstvy vyuzit pro technické aplikace, jakymi jsou napft. filtry

a membrany [17].

1.2.1 Zvlaknovani pomoci stejnosmérného elektrického pole

Technologie stejnosmérného elektrostatického zvlakiovani, ¢asto oznaCovana také jako
DC electrospinning ¢i DC zvldkinovani, vyuziva pro tvorbu nanovldken ucinky
stejnosmeérného elektrického pole. Zafizeni je vzdy slozeno ze zvlaknovaci elektrody
a kolektoru. Podle typu zvldknovaci elektrody je rozliSovano jehlové ¢i hladinové

zvlaknovani [19].

Zvlaknovani je mozné pouze tehdy, existuje-li rozdil elektrickych potencidli mezi
kolektorem a zvlaknovaci elektrodou. Toho je nejéastéji docileno pfipojenim zdroje
vysokého napéti na zvldknovaci elektrodu s polymernim roztokem a uzemnénim
kolektoru. Zvlaknovaci elektroda je v kontaktu s roztokem a dochazi k ptenosu
elektrického naboje [19]. Nabita kapalina je pfitazlivou silou tazena k opacné nabité
elektrodé. Tim dochazi k tvorbé velmi tenkych vldken. Po dosazeni kritického
elektrického napéti dochazi k tvorbé Taylorovych kuZzeld a k vyrobé nanovldkenné vrstvy.
Taylortv kuzel vznika pfi rostouci intenzité elektrického pole, kdy se z kulovitého tvaru

kapaliny stava kuZel, ze kterého nasledné vznikaji vlakna [18].

Jehlové elektrostatické zvlaknovani

Zatizeni pro jehlové elektrostatické zvlaknovani (obr. 7) je sloZeno z injekéni stiikacky
napojené na davkovaci pumpu s polymernim roztokem. Dale je tvofeno jehlou, ktera je
napojena na zdroj vysokého elektrického napéti, a predstavuje tak zvldknovaci elektrodu.

Na opacné strané je umistén kolektor, ktery byva nejcastéji uzemnén [19].

Zvlaknovani je zalozeno na tvorbé jediné polymerni trysky. Davkovacim zafizenim je na
Spicku jehly vytlacovan polymerni roztok. Pomoci vysokého elektrického napéti se zde
vytvaii Taylortiv kuzel, z n&jz vychazi polymerni tryska smétujici ke kolektoru. Béhem
pohybu od jehly ke kolektoru prochazi polymerni tryska nejprve stabilni zénou a pozd¢ji

prechézi do bicujici (zvldknovaci) zony. V této Casti dochazi k dlouzeni polymerni trysky,
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jejimu ztencovani a zaroven k odpafovani rozpoustédla. Na kolektor potom dopada jiz

suché vlakno, které¢ zde vytvari vlakennou vrstvu [18].

6

Obrazek 7: Zatizeni pro jehlové elektrostatické zvlaknovani véetné vznikajiciho vldkna, kde: 1 stiikacka
a davkovaci zafizeni, 2 jehla, 3 - stabilni ¢ast proud polymerniho roztoku, 4 - zvlaknovaci zona,
5 - kolektor, 6 - uzemnéni, 7 vysokonapétovy zdroj [19].

Jehlové zvlaknovani ma pomérn€ malou produktivitu, a proto je vyuzivano predev§im
Vv laboratotich. Krom¢ malé produktivity mize dochazet také k ucpavani jehel. Na druhou

stranu je zafizeni pomérné variabilni a pro laboratorni ucely dostacujici [17].

Bezjehlové elektrostatické zvlaknovani

Bezjehlové zvlaknovani je mozné realizovat z volné hladiny, tj. z ty¢ky, z valecku,
ze struny. Tato metoda je vyuzivana ptedevs§im v primyslové vyrobé. Zvlaknovani
Z ty¢ky je malo produktivni technika, proto byla nahrazena valeckem, ktery je castené
ponofeny do polymerniho roztoku (obr. 8). Princip zvlaknovani z valecku spoc¢iva v tom,
ze se valeéek pomalu otaci kolem své osy a ulpiva na ném tenky polymerni film. V horni
linii, kterd je nejblize k opacné nabitému (nebo uzemnéného) kolektoru, dochéazi po
ptrekonani kritického napéti ke vzniku mnoha Taylorovych kuzeld. Ty jsou protahovany
do formy trysek a nasledné vldken, kterd jsou dale dlouZena. Na kolektor dopadaji jiz
suchd nanovladkna tvofici izotropni nanovldkennou vrstvu. Timto je dosaZeno vysoké

produktivity [18].
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Obrazek 8: Schéma bezjehlového zvlaknovani za pouziti valeCku. Zafizeni je sloZeno z 1- uzemnéného
kolektoru, 2 - podkladového materialu, 3 - rotujiciho vale¢ku, 4 - polymerniho roztoku, 5 - ptivodu
elektrického napéti [20].

I ptesto, ze jde o velice produktivni technika, je pii ni spotfebovdno velké mnozstvi
polymerniho roztoku. Vélecek byl tedy nahrazen strunou, na niz je polymerni roztok
nandsen postupné pomoci jezdce. V dne$ni dobé¢ se elektrostatické zvldknovani ze struny

fadi mezi nejpouzivangjsi techniky [18].

1.2.2 Zvlakinovani pomoci stridavého elektrického pole

Zvlaknovani pomoci stfidavého elektrick¢ého pole neboli AC zvlaknovani, je dalsi
z metod pro vyrobu nanovlaken. Radi se mezi nov&jsi a méné probadané metody, proto
je i vyroba omezena jen na nékteré typy polymernich materialtl a jejich smési. Usp&ing

byl zvldknén napt. polyamid, polyvinylbutyral nebo kyselina mlé¢na [21].

Princip této metody je podobny principu DC zvlakiovani. Zde je vSak pouzito stfidavé
elektrické napéti. Oproti DC zvladknovani neni zapotiebi ani Zadny kolektor. Zménou
polarity zdroje postupné vznikaji vldkna obsahujici jak kladny, tak z&porny ndboj.
Srazkami vldken dochézi k rekombinaci elektrickych naboji a vysledkem je neutralné
nabity vldkenny svazek, ktery se dokaze cCéastecné tvofit ve volném prostoru
(obr. 9.a10) [21].
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Obrézek 9: Nanovlakenny oblak vytvofeny pii elektrostatickém zvlakiovani stfidavym proudem bez
pouziti uzemnéného kolektoru [21].

AC zvlaknovani je velice produktivni technologie. V soucasnosti je vyuzivano predev§im
k vyrob¢ jadrovych i bezjadrovych nanovlakennych piizi. Tyto ptize jsou dale vyuzivany

jako systém cileného dodavani 1é¢iv [21].

Obrazek 10: Schéma zafizeni pro AC zvlaknovani [22].

1.2.3 Parametry ovliviiujici elektrostatické zvlaknovani
Faktory, které ovliviiuji schopnost roztoku nést nédboje, elektrické pole obklopujici
elektrostaticky zvlaknovanou polymerni trysku, a rozptyl naboji na vldkna ulozena

na kolektoru budou mit dopad na proces elektrostatického zvlakiovani.

Mezi hlavni parametry, které ovliviiuji zvlaknovéani je samotny vybér zvldknovaciho
zafizeni — jehlové ¢i hladinové. Dale je zvldkinovani ovlivnéno pouzitym
vysokonapétovym zdrojem (DC nebo AC). S tim souvisi 1 hodnota pouzitého

elektrického napéti. Na této hodnoté zavisi kvalita zvlaknovani polymerniho roztoku.
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Pokud bude hodnota elektrického napéti nizka ¢i piiliS vysoka, polymerni roztok nebude

zvlaknovan. Je tedy potieba nalézt idealni hodnotu, tzv. kritické elektrické napéti [18].

Dal§imi parametry, které ovliviiuji zvldknovani je davkovani roztoku, vzdalenost
kolektoru od zvldkiovaci elektrody typem této elektrody nebo okolni prostredi (teplota,
vlhkost). Materialové parametry také ovliviiuji schopnost polymeru tvofit vldkna.
Mezi n¢ je fazen napf. typ pouzitého polymeru (molekulova hmotnost), typ rozpoustédla
nebo rozpoustédlového systému nebo samotné vlastnosti polymerniho roztoku (viskozita,

povrchové napéti, elektrickd vodivost) [18].

1.2.4 Plasmaticka uprava

Béhem procesu elektrostatického zvlakinovani dochazi k ionizaci vzduchu a ke
koronovym vybojim. Pfi zapnuti vysokého napéti zatne polymernim roztokem proudit
elektricky néaboj, ktery se hromadi na vrcholcich Taylorovych kuzeld. Tyto vrcholky
pusobi jako koncentratory elektrického pole, v jejich blizkosti je intenzita elektrického
pole vysoké. Po piekroceni kritického napéti a zaroven 1 kritické intenzity elektrického
pole dochazi ke koronovym vybojim a nasledné k elektrostatickému zvléknovani. Lze
tedy fici, ze vznikajici vldkna jsou zdroven automaticky oSetfena plasmatickou

upravou [23].

Plasmatickou tipravu lze provadét i dodatecné a cilené. Jedna se o vSestrannou a G¢innou
metodu pro modifikaci povrchovych vlastnosti nebo zavedeni poZadovanych chemickych
skupin na povrch materidlu, aniz by to ovlivnilo jeho objemové vlastnosti. Mezi hlavni
ucinky této upravy patii CiSténi povrchill, pfipojeni chemickych skupin, modifikace

povrchového naboje, zvyseni povrchové energie a mnoho dalsich [24].

Pii béZné aplikaci dochdzi ke zlepSeni povrchové hydrofilnosti materialti vytvofenim
skupin obsahujicich kyslik. V poslednich letech se plasmaticka tprava velmi intenzivné
pouziva béhem vyzkumu biomedicinskych materiala. Ptikladem je studie pro vytvoteni
elektrostaticky zvldknéného PCL, u kterého bylo cilem plasmaticky upravit jeho povrch,
aby doslo ke zlepSeni adheze a proliferace bunék [24].
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1.3 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je obor, ktery kombinuje znalosti inzenyrstvi a ptirodnich véd. Jde
o stale se rozvijejici obor s velkym potencidlem. Cilem je vyvoj, oprava tkani nebo plné
funk¢nich nahrad za pouziti biokompatibilnich materialt a bun¢k. Diky tomuto oboru se

da vyfesit situace s nedostatkem darct tkani a organu. [25].

Princip tkanového inzenyrstvi je znazornén na obrazku 11. Nejprve se izoluji vybrané
vhodné bunky. Ty se dale kultivuji s vhodnym médiem v kultiva¢nich nadobach, kde
dochazi k jejich rastu a mnozeni (tzv. proliferaci). Po dosazeni pozadovaného mnozstvi
bunék dojde k jejich nasazeni na pfedem vyrobeny scaffold. Zde by mélo dojit k adhezi
a proliferaci bunék. Osazeny scaffold se dale kultivuje za prispéni riistovych faktort. Poté
je implantovan na postizené misto pacienta. Timto zplisobem muze byt vytvorena

a nahrazena napf. chrupavka, kosti, cévy a mnohé dalsi [26].

Obrazek 11: Model tkanového inzenyrstvi. 1 - pacient, 2 - izolace bungk, 3 - bunétna expanze,
4 - 3D scaffold, 5 - tkanovy vyvoj, 6 - rustové faktory, 7 - bunky, 8 - implantace [26].

Tkanovy nosi¢ neboli scaffold je prvek, ktery po naneseni bunék na jeho povrch a po
urCité dob¢ kultivace dokaZe nahradit urcitou ¢ast v lidském téle, kterou je potieba
nahradit (céva, chrupavka atd.). Je zde kladen velky diraz na jeho vlastnosti. Radi se mezi
né€ porovitost, biokompatibilita, mechanické vlastnosti (podpora dokud se nevytvoii nova
tkan), povrchové vlastnosti (migrace, proliferace bunck), biodegradace (pro odstranéni

neni potieba dalsi chirurgicky zakrok) a mnoho dalsich [26, 27].

Scaffold v podstaté nahrazuje mimobunécnou hmotu. Ma tvar, strukturu a vlastnosti dané
dle toho, co nahrazuje (organ, tkan). Pokud je scaffold co nejvice podobny ptivodni tkéni,
muZe dojit k proliferaci a adhezi bunék. Proto se scaffoldy déli na vlakenné a nevldkenné.

Vyroba vldkennych nosicli zahrnuje technologie jako je tkani, pleteni nebo vyrobu

25



netkanych textilii a dal$i. Velmi ¢asto se vyuZzivaji nanovlakenné tkanové nosice, jelikoz
nanovldkna nejvice napodobuji lidskou tkan. Pro vyrobu nevldkennych nosi¢i se

vyuzivaji technologie napi. solvent casting nebo vyroba hydrogeli [25, 26].

Jedna z vyznamnych soucasti vyzkumu pro tkanové inzenyrstvi je in vitro testovani.
In vitro testovani je odborny termin, ktery se vyuziva v mediciné a biologii. Timto
zpusobem je zahijeno klinické testovani pii vyrob¢ scaffoldt, kdy je nejprve potieba
buniky na konkrétnim materidlu otestovat. Pomoci biologického testovani lze zjistit

bunéénou adhezi, zivotaschopnost (Cili viabilitu) a dalsi [25].

1.4 Mikroskopie

K vizualizaci nanovlaken, neni mozné pouzivat opticky mikroskop. Primér nanovlédken
je totiz mensSi nez vlnova délka svétla a jednotlivda vldkna nejsou pod optickym
mikroskopem vidét. Proto se k vizualizaci pouzivaji napiiklad skenovaci elektronové

mikroskopy, které maji zvétSeni mnohem vétsi [28].

1.4.1 Elektronovy mikroskop

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie lze pozorovat jednotlivd nanovlakna
v nanovldkennych vrstvach a pofizovat jejich snimky i pfi velkych zvétSenich.
Na snimcich je mozné nasledné prométovat napt. priméry vldken, zkoumat morfologii
povrchu, mnozstvi defektl ve vrstvé atd. Kromé téchto charakteristik 1ze posuzovat takeé
adhezi bun¢k na vyrobené vldkenné vrstvé. Pozorovani je nejlépe provadéno

porovnavanim vldkenné vrstvy bez bunék a s butikami.

Pfed skenovanim je na vzorek nejprve nanesena vrstva kovu, ktera ma dobré vodivé
a tepelné vlastnosti (zlato, platina). Princip této metody pozorovani je zalozen na
sledovani zpétn¢ odrazenych elektronti z elektronového svazku od povrchu materidlu
(primarni elektrony), nebo sledovani vyraZzenych elektront z jejich orbitalti (sekundarni
elektrony). Jednou z nejvétSich vyhod oproti svételnym optickym mikroskopim je
rozliSovaci schopnost, tedy schopnost zvétSit pozorovany objekt az 1 000 000x.
Elektronové mikroskopy se déli na skenovaci elektronové mikroskopy (SEM), které
slouzi k pozorovani povrchu materialu, a na transmisni elektronové mikroskopy (TEM),

které slouzi k uréovani vnitini struktury vzorku [29].
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1.4.2 Fluorescenéni mikroskop

Fluorescencni mikroskopie (FM) se pouziva pii pozorovani adheze a proliferace bunék.
Umoziuje pozorovat buiiky na vlakenném materialu. Zakladem je fluorescencni barvivo,
pomoci kterého dojde k obarveni jednotlivych pozorovanych ¢asti bunék (jadra, bunééné
membrany atd.). Jako fluorescen¢ni barvivo lze vyuzit fluorofor, DAPI, Phalloidin
a dalsi. Jsou to latky schopné po ozéfeni absorbovat energii a uvoliiovat energii o jiné
vlnové délce. To se projevi jako svétlo o del§i vlinové délce. Casti bundk obsahujici

barvivo v obraze mikroskopu zafi v riznych barvach [30].
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2 Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace je vénovana popisu pripravy polymernich roztokl
a jejich naslednému zvlakiovani za pouziti technologie jehlového odstredivého
zvlaknovani a stejnosmérného elektrostatického zvlaknovani. Nasleduje oddil zabyvajici

se porovnavanim vzniklych vrstev a také jejich bunécnym testovanim.

2.1 Piiprava polymernich roztoku

Pro vyrobu nanovldkennych vrstev urenych pro tkanové inzenyrstvi byl vybran
biodegradabilni a biokompatibilni polymerni material poly-e-caprolactone PCL
(Mn = 45 000 g/mol, Sigma Aldrich). Jako rozpoustédlovy systém byla pouzita smés
chloroformu, ethanolu a kyseliny octové (vSe od vyrobce Penta) v riznych pomérech
(dale oznacovano zkratkou Ch/EtOH/AA). Kromé¢ sloZeni rozpoustédlového systému se
meénila také hmotnostni koncentrace polymernich roztoka. Celkem bylo ptipraveno sedm
ruznych polymernich roztokt, kazdy o celkovém mnozstvi 100 g, jejichz ptehled je

uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Piehled pfipravenych polymernich roztokul, véetné jejich hmotnostnich koncentraci a slozeni
rozpoustédlového systému.

Koncentrace polymerniho | SloZeni rozpoustédlového systému —
roztoku PCL chloroform/ethanol/kyselina octova
14 hm% 8/1/1

16 hm% 8/1/1

18 hm% 8/1/1

18 hm% 8,5/1/0,5

18 hm% 8/1,5/0,5

18 hm% 8/2

20 hm% 8/1/1

Pro vyslednou vrstvu, kterd byla vyuZita pro biologické testovani, bylo pouzito 200 g
polymerniho roztoku. Dle vysledk popsanych nize byl pro dalsi experimenty vybran

roztok o koncentraci 18 hm% s rozpoustédlovym systémem 8/1/1.
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2.2 Vyroba nanovlakennych vrstev

Vlakenné vrstvy byly zhotoveny pomoci dvou rozdilnych technologii pro vyrobu
nanovldken — technologie jehlového odstfedivého zvlaknovani a technologie
stejnosmérného elektrostatické¢ho zvlakiiovani. VSechny pfipravené polymerni roztoky
PCL byly nejprve zvlaknény pomoci odstfedivého zvldknovani. Na zakladé posouzeni
kvality procesu zvldknovani a vzhledu jednotlivych vrstev byl vybran jeden polymerni
roztok, ktery zvlakioval nejlépe, vrstva byla na pohled homogenni a neobsahovala pfilis
mnoho kapkovitych defekt. Podle této ,predlohy* pak byla ze stejného polymerniho
roztoku vyrobena nanovlakennd vrstva pomoci stejnosmérného elektrostatického
zvlaknovani. Cilem bylo, aby si tyto dvé vrstvy byly co moZzna nejpodobnéjsi. Jako
podkladovy material pod nanovlakenné vrstvy byl vybran polypropylenovy spunbond

modré barvy, ktery je pro tyto ucely bézné pouzivan.

2.2.1 Vrstvy vyrobené pomoci technologie odstiedivého zvlaknovani

Ptiprava nanovldkennych vrstev pomoci technologie odstfedivého zvladknovéani byla
realizovana na jehlovém zafizeni Nanocentrino L 1.0 od turecké firmy Areka Group
(obr. 12). Zatizeni se sklada z jehlové spinerety, perforovaného rotujiciho kolektoru
a davkovaci pumpy. Jehlova spinereta (viz obr. 14) o celkovém priméru 13 cm je sloZena
z prostoru, do néhoz je hadickou davkovan polymerni roztok, a dvou lomenych jehel
0 vnéjsim prameéru 0,5 mm a délce 3 cm. Divodem zalomeni jehel je snazs$i smérovani
vznikajicich nanovlaken ke kolektoru. V prostoru nad spineretou jsou zabudovany c¢tyti
ventilatory, které vytvareji proud vzduchu smétujici od spinerety ke kolektoru. Tento
proudici vzduch podporuje odstfedivou silu, napoméha vyrobé a dlouZeni vlaken a jejich
smérovani ke kolektoru. Kolektor je ve formé rotujiciho perforovaného bubnu a je
umistén ve vzdalenosti 25 cm pod spineretou. Skrze kolektor je vakuovée san vzduch, coz

napomaha rovnomérnéjsimu ukladani nanovlédken do vrstvy.

Davkovaci pumpa (obr. 15) umisténa na zafizeni slouzi k fizeni davkovani polymerniho
roztoku. Zvlaknovany material byl davkovan injekéni stiikackou pres hadicku vedouci

do spinerety. Davkovani bylo pro v§echny experimenty nastaveno na 50 ml/hod.
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Obrazek 12: Zatizeni Nanocentrino turecké firmy Areka Group. 1 - davkovaci zatizeni, 2 - zvlaknovaci
komora, 3 - ovladani otacek spinerety, 4 - ovladani otaceni kolektoru.

Obrazek 13: Schéma vnitiniho zvlakinovaciho prostoru zatizeni Nanocentrino L.1.0. 1 - davkovani
polymerniho materialu, 2 - spinereta, 3 — zvlaknovaci jehly, 4 - vlakna, 5 - kolektor.

Obrazek 14: Detail spinerety s jehlami pro zaiizeni Nanocentrino L1.0.
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Regulace teploty a vlhkosti neni u toho zatfizeni mozna. Klimatizace neni jeho soucésti.
Regulovat Ize pouze otacky spinerety a kolektoru. Otacky spinerety byly upravovany dle
pouzité koncentrace. Bylo potiecba dosahnout otacek, pii kterych vznikaly vlakna,
bez kapiéek roztoku ¢i shluka vlaken. Otacky kolektoru byly po celou dobu zvlakinovani
vrstev konstantni a byly nastaveny na 90 ot/min. Kolektor byl potaZzen spunbondem, aby

vlakna nebyla ukladand ptimo na kolektor.

Tabulka 2: Rozmezi pouzitych parametrii pti zvlakfiovani na zatizeni Nanocentrino L1.0

VIhkost ~23,4% RH

Teplota ~ 24,8 °C

Otacky spinerety 3200-8000 ot/min

Otacky kolektoru 90 ot/min

Davkovani 50 ml/hod

Obrazek 15: Detail davkovaciho zatfizeni davkujici polymerni roztok do spinerety.
1 - injekéni stiikacky, 2 - davkovaci pumpy, 3 - hadi¢ky vedouci do spinerety.

Celkem bylo zvlakiovano sedm polymernich roztoki o koncentraci 14 hm%, 16 hm%,
18 hm% a 20 hm%. Po pozorovani byla vybrana koncentrace 18 hm%. Ze vsech
testovanych koncentraci, byla z této zvldknéna celistva vrstva bez vétsich defektt. U této
koncentrace byly poté zvlaknovany rizné poméry rozpoustédlového systému, pro

porovnani vlivu jednotlivych slozek vlastnosti vyrobenych vrstev.
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Béhem zvlaknovani byla pozorovana kvalita vznikajicich vlaken, mnozstvi vznikajicich
kapkovitych defektl, homogenita vlakenné vrstvy a mnozstvi defektti ve formé provazct

vldken. VSe v zavislosti na ménicim se sloZeni a koncentraci polymerniho roztoku.

Ze vsech testovanych koncentraci byly vice ¢i méné uspéSné pripraveny vrstvy.
Jako nejhorsi byl oznacen roztok o koncentraci 14 hm% v rozpoustédlovém systému
8/1/1. Tato vrstva obsahovala velmi mnoho kapkovitych defektd a nebylo ji mozné
oddélit od podkladové netkané textilie. Naopak nejlépe zvlaknoval roztok o koncentraci
18 hm%. Z celé tady testovanych koncentraci byla z této zvlaknéna celistva vrstva

bez vétsich viditelnych defektl. Proto byla koncentrace vybrana pro dalsi experimenty.

Pro porovnani vlivu jednotlivych rozpoustédel na kvalitu zvlakiiovani a pro urceni
nejvhodnéjsiho rozpoustédlového systému byly pfipraveny a zvlaknovany Ctyfi rizné
systémy. Nejvhodné&jsim se jevil pivodni systém. Proto byl roztok o koncentraci 18 hm%
s rozpoustédlovym systémem 8/1/1 pfipraven ve veétSsim mnozstvi a pfi podminkéch
uvedenych v tab. 3 byl znovu zvlaknén. Celé zvlaknovani probihalo cca 3 hodiny a poté

byla vznikla vrstva sejmuta z kolektoru a ulozena pro biologické testovani.

Tabulka 3: Pouzité parametry pii zvlakiiovani vybrané vrstvy na zafizeni Nanocentrino L1.0

Polymerni roztok 18 hm% (8/1/1)

Otacky spinerety 8000 ot/min

Otacky kolektoru 90 ot/min

Davkovani 50 ml/hod
VlIhkost 23,4 % RH
Teplota 24,8 °C

Pouzity podklad spundbond
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2.2.2 Vrstva vyrobena pomoci technologie stejnosmérného zvlakiovani

Elektrostaticky pfipravena nanovlakenna vrstva byla vyrobena na zafizeni Nanospider™
ceské znacky Elmarco, ktery je na obr. 16. Princip této technologie je popsan v kapitole
1.2.1.

Zvlaknovani je zalozeno na principu tvorby Taylorovych kuzelli a vldken ze struny.
Na strunu je pomoci davkovaciho zafizeni tzv. cartridge nanesen polymerni roztok
s nabojem. Ten na struné vytvoii polymerni film, ze kterého nasledné vlivem elektrického
napéti a opacn¢ nabitého kolektoru vznikaji Taylorovy kuzely. Z téch poté dojde k tvorbé
a protazeni vlaken po celé horni linii struny. Vznikla vladkna jsou uloZena na kolektoru

s podkladovym materidlem.

Cilem elektrostatického zvldknovani bylo pfipravit vlakennou vrstvu, kterd se bude svym
vzhledem a vlastnostmi co nejvice podobat vrstvé pfipravené odstiedivé. Proto byl
pro zvlaknovani pouzit pouze jeden vybrany roztok, ktery byl dle vysledkt z odstiedivého

zvlaknovani oznacen za nejvhodnéjsi.

Vybrany roztok byl davkovan do davkovaciho zatizeni, které se pohybovalo po struné.

Vznikajici vldkna byla pfitahovana na opa¢né nabity kolektor potazeny spunbondem.

TMé

Obrazek 16: Zatizeni Nanospider'™ Ceské znacky Elmarco.
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Tabulka 4: Pouzité parametry pii zvlakiiovani vybrané vrstvy na zafizeni Nanospider.

Polymerni roztok 18 hm% (8/1/1)
Elektrické napéti - elektroda 1 -10 kV
Elektrické napéti - elektroda 2 +40 kV
Vzdalenost mezi elektrodami 174 mm

Rychlost posunu cartridge EMW 480 mm/s

Rychlost posunu podkladové textilie | 40 mm/min

Teplota 22 °C

VIhkost 50 % RH

2.3 Charakterizace vyrobenych vrstev

Pted testovanim rtistu bunck na vyrobenych vldkennych vrstvach bylo potieba promeétit
vlastnosti jednotlivych vrstev. Kromé morfologie a priméra vlaken byla méfena také
plosna hmotnost, tloustka a prodySnost. Testovany byly vSechny vrstvy vyrobené
odstiedivym zvlakiovanim a byly porovnavany s jednou vrstvou vyrobenou

elektrostaticky (tato vrstva je oznacena zkratkou ES).

2.3.1 Morfologie vlikennych vrstev

Morfologie vlakennych vrstev byla hodnocena na zaklad¢ analyzy SEM snimku. Nejprve
byla na vzorky v napraSovacim zafizeni Quorum Q150R ES nanesena 7nm vrstva zlata.
Snimky pak byly pofizeny na mikroskopu Tescan Vega 3SB Easy Probe pfi rliznych

zvétSenich. SEM snimky jednotlivych vrstev jsou k nahlédnuti v piiloze A.

Ze snimkl vrstev vyrobenych odstiedivym zvlakiiovdm je patrné, ze s rostouci
koncentraci ubyvalo mnozstvi kapkovitych defekti a vrstvy byly vice homogenni.
Zaroven také viditélné ubyvalo vykyvll v prumérech vlaken. Pti zvlaknovani roztoku
0 nejvyssi koncentraci (20 hm%) se vSak opét objevovaly defekty ve formé kapek a tsekli

slepenych vlaken. Nejvhodnéjsi se tedy jevila koncentrace 18 hm%.

Roztok o této koncentraci byl pfipraven ve tiech riznych rozpoustédlovych systémech

a byl sledovan vliv jednotlivych rozpoustédel na vyslednd vlakna. Ze systému 8/1/1
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vznikla homogenni vrstva s rovhomérnymi priméry vldken bez viditelnych defekti.
Pti zvyseni podilu ethanolu na tkor kyseliny octové (8/1,5/0,5) vznikla vlakna mnohem
vétSich primérh. Pfi zvySeni podilu chloroformu na tkor kyseliny octové (8,5/1/0,5) se
taktéZ prumér vldken zvétsil. Pokud nebyla kyselina octova v systému zahrnuta vibec
(8/2), vznikla vrstva obsahujici shluky vldken. Vrstva byla velmi jemna a velmi $patné se
s ni pracovalo jak béhem zvlaknovani tak po sejmuti z kolektoru. Z téchto vysledku lze
usuzovat, ze kyselina octova hraje pii odstfedivém zvlakiiovani PCL vyznamnou roli,
vznikaji rovnomérna vlakna malych primérh a vrstvy jsou bez defekti. Rozdil v rizném

zastoupeni chloroformu a ethanolu ve smési jiz neni tak vyrazny.

Pro biologické testovani byl tedy vybran roztok PCL ve slozeni 18 hm% 8/1/1, ktery byl
zvlaknén jak odsttedivé, tak elektrostaticky s cilem co nejpodobnéjSich vrstev. Vybrané
SEM snimky téchto vrstev jsou na obrazku 17. Ze snimku lze pozorovat rozdily mezi
vrstvami. Odstredivé zvlaknéna vrstva byla oproti vrstve z elektrostatického zvladknovani
tvofena jemn&jSimi vlakny, coz je dale patrné i z grafu 1. V obou vrstvach se vSak
objevovala 1 vlakna vétSich primérh. VIdkna byla hladkd bez znamek porézni ¢i jiné
nerovnosti povrchu. Vrstva z elektrostatického zvlaknovani byla o néco pevnéjsi
a kompaktnéj$i, coz muize byt zpuisobeno rozdilem elektrickych potencidli pii
zvlaknovani. Vldkna jsou pak silou pfitahovana ke kolektoru, kde tvoii kompaktné&jsi

strukturu.

-

Obrazek 17: SEM snimky vrstev urcenych pro biologické testovani. Vlevo je vrstva vyrobena
odstfedivym zvlakniovanim (CS), vpravo pak vrstva vyrobena elektrostatickym zvlaknovanim (ES).
Slozeni roztoku PCL 18 hm% (8/1/1). Métitko je 50 pm.
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2.3.2 Praméry vlaken

Priméry vlaken byly analyzovany na pfipravenych SEM snimcich jednotlivych vrstev
pomoci programu Imagel. Z kazdé vrstvy bylo proméfeno 100 vlaken. Vysledky byly
statisticky zpracovany - tabulky jsou umistény v ptiloze B. Zaroven byly zpracovany

graficky, viz graf 1.

1,20

1,00 I 14 hm% 8/1/1
16 hm% 8/1/1

0,80

18hm% 8/1/1 (CS)

0,60 I m 18 hm% 8/1,5/0,5
m 18 hm% 8,5/1/0,5
040 18 hm% 8/2

Primeéry vlaken [um]

18 hm% 8/1/1 (ES)

0,00
Roztok PCL

Graf 1: Grafické znazornéni pramérnych hodnot prumért vlaken [um] vrstev v zavislosti na koncentraci,
sloZeni roztoku PCL a technologii zvlakiiovani. Chybové Gsecky reprezentuji 95% IS. Vzorky oznacené
zkratkami CS a ES jsou vrstvy urcené pro biologické testovani.

Z grafu vyplyva, Ze koncentrace, sloZeni roztoku, ale i pouZitd technologie maji vliv
na vyslednou podobu vldken. Zména koncentrace zplsobila prvotni zmenSovani praméra.
Nejmensi priméry vlaken byly naméfeny u vzorku 18 hm% 8/1/1 vyrobeného odstiedive.
Pti koncentraci 20 hm% se vSak priméry vlaken viditeln¢ zvétSily a z velké chybové

usecky se d4 usuzovat Siroka distribuce priméru.

Pti rizném rozpoustédlovém systému se opét projevilo, jak zdsadni je pritomnost
kyseliny octové. Priméry vldken ze systému 8/2, tzn. bez kyseliny, se rapidné zvétsily

az K hranici 1 um, oproti ptivodni hodnoté 0,2-0,3 um.

Velmi piekvapivé dopadl rozdil v pouzitych technologiich, kdy vrstva z odstfedivého
zvldkinovani vykazovala mnohem niz§i priméry vldken nez z elektrostatického
zvlaknovani. Pro elektrostatické zvlaknovani by byl pravdépodobné vhodnéjsi roztok
0 niz$i koncentraci, z néhoZ by mohly byt priméry vldken srovnatelné. Pro porovnani
téchto technologii bylo vSak nutné pouzit roztok s koncentraci vyssi, proto i priméry
vlaken jsou o néco vetsi.
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2.3.3 Plosna hmotnost

Plosna hmotnost jednotlivych vrstev byla stanovena jako primérna hodnota z péti méteni.
Z kazdé vrstvy bylo vyfiznuto pét kruhovych vzorkii o definované plose 10 cm?. Kazdy
ze vzorkll byl zvazen na Ctyfmistnych analytickych vahach. Naméfené hodnoty byly
piepoéteny na plochu 1 m?. Statisticky zpracované vysledky pro viechny vrstvy jsou

v piiloze B a grafické vyhodnoceni je v grafu 2.

25,00
20,00 I m 14 hm% 8/1/1

= 16 hm% 8/1/1

on

= 15,00 18hm% 8/1/1 (CS)
@]

£ m 18 hm% 8,5/1/0,5
£ 10,00 m 18 hm% 8/1,5/0,5
g

;8

[a W)

1
18 hm% 8/2
5,00 = 20 hm% 8/1/1
18 hm% 8/1/1 (ES)
0,00

Roztok PCL

Graf 2: Grafické znazornéni plo§né hmotnosti [g/m?] vrstev v zavislosti na koncentraci, sloZeni roztoku
PCL a technologii zvlakiovani. Chybové usecky reprezentuji 95% IS. Vzorky oznac¢ené zkratkami CS a
ES jsou vrstvy uréené pro biologické testovani.

Primérna plo$na hmotnost jednotlivych vrstev se velmi lisi a z grafu neni patrnd zadna
konkrétni zavislost. Proto je mozné konstatovat, ze ani koncentrace, ani sloZeni

rozpoustédlového systému nehraji pf1 mefeni ploSné hmotnosti vyraznou roli.

Pouze vzorky oznacené zkratkami CS (vrstva vyrobend odstfedivym zvladkiiovanim) a ES
(vrstva vyrobend elektrostatickym zvlaknovanim) svymi hodnotami vyrazné prevySuji
ostatni. To se vSak dalo predpokladat, jelikoz tyto vrstvy byly pfipraveny
Z dvojnasobného mnozstvi roztoku a byly urceny pro biologické testovani. TudizZ i jejich
plosna hmotnost musela byt vyssi, aby s nimi bylo mozné snaze manipulovat. V piipadé
vzorku z odstiedivého zvlaknovani byla vrstva v ploSe homogennéjsi a dosahovala
piiblizné 20 g/m?. Plogna hmotnost elektrostaticky p¥ipravené vrstvy kolisala, coz je vidét
1 na velké chybové usecce. Nelze tedy konstatovat, ze by rozdily mezi témito dvéma

vrstvami byly statisticky vyznamné.
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2.3.4 Tloust’ka vrstev

Tloustka vrstev byla méfena pomoci tloustkoméru Mesoan Lab Schmidt Control
Instrument na Katedfe materidlového inzenyrstvi fakulty textilni na Technické univerzité
v Liberci. U kazdé vrstvy bylo provedeno 10 méteni na ndhodnych mistech. V ptiloze B

se nachazi statisticky zpracované vysledky, zatimco jejich grafické vyhodnoceni je

v grafu 3.
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m 20 hm% 8/1/1
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18 hm% 8/1/1 (ES)
0,00

Roztok PCL

Graf 3: Grafické znazornéni tloustky [mm] vrstev v zavislosti na koncentraci, slozeni roztoku PCL a
technologii zvlaknovani. Chybové usecky reprezentuji 95% IS. Vzorky oznacené zkratkami CS a ES jsou
vrstvy urcené pro biologické testovani.

Ani v pfipadé méfeni tloustky se zadny jednozna¢ny trend neukdzal. Lze pouze
konstatovat, Ze odstfedivé pfipravené vrstvy obsahujici vétsi mnozstvi kapkovitych
defektd, tj. 14 hm%, 16 hm% a 18 hm% (8/2) dosahovaly mnohem nizsich tlousték.
Zatimco v pripadé¢ vrstev s pirevahou vlaken (at’ uz jakychkoli priméra) byly tloustky
vysSi. Nejvetsi tloustku meéla odstredivé piipravend vrstva urena pro biologické
testovani (oznacend CS). MulZe to byt zpusobeno jednak dvojnidsobnym mnoZstvim
pouzitého roztoku a jednak také nejvyssi plosnou hmotnosti. Dllezité je, Ze jak vrstva
oznacend CS, tak vrstva ES maji malé chybové tsecky a tloustky jsou tedy v ploSe

podobné.
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2.3.5 ProdysSnost

Prodysnost byla méfena na pfistroji FX 3300 na Katedie hodnoceni textilii fakulty textilni
Technické univerzity v Liberci. Vyss§i hodnota prody$nosti znamena, ze vrstva je velmi
porézni, neklade vzduchu Zadny odpor a vzduch tak miize snadno prochazet skrz. Ptistroj
byl nastaven podle normy pro méfeni prodysnosti technickych textilii, tj. méfena plocha
20 cm? a tlakovy spad 200 Pa. Méfeni probihalo tak, Ze vrstva byla vzdy vloZena na
misto uréené k méteni (pod jakousi paku méfici hlavy) a tato paka byla nasledné¢ stlacena.
Nasledné zacal skrz vrstvu proudit vzduch o definovaném tlakovém spadu. Na zadnim
displeji se vzapéti objevila namétena hodnota prodysnosti. Kazda vrstva byla métena
10x, pokazdé na jiném misté. Graf 4 ukazuje statisticky zpracované vysledky méteni,

tabulka vysledk je v ptiloze B.
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Graf 4: Grafické znazornéni prodysnosti [I/m?/s] vrstev v zavislosti na koncentraci, sloZeni roztoku PCL
a technologii zvlaknovani. Chybové usecky reprezentuji 95% IS. Vzorky oznacené zkratkami CS a ES
jsou vrstvy ur¢ené pro biologické testovani.

Jednoznacny trend zavislosti koncentrace roztoku ¢i sloZeni rozpoustédlového systému
se ani v piipadé prodysnosti neprojevil. Z grafu je patrné, Ze nejvice prodysna byla vrstva
pfipravena z roztoku bez obsahu kyseliny octové (8/2). Zatimco nejvétsi odpor vzduchu
biologické testovani (ES). Diivodem muze byt samotny zptisob zvlaknovani, kdy dochazi
k tvorbé vlaken diky elektrické sile a rozdilu elektrickych potencialti mezi zvlakinovaci
elektrodou a kolektorem. VIdkna se na kolektoru ,,tisknou co nejvice k sob&*. Vrstva tak

muze byt mnohem méné prodysna, piestoze plosnad hmotnost i tloustka jsou niz8i. O néco
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vice prodysna byla odstfedivé ptfipravena vrstva pro biologické testovani (CS). Vlakna
vznikaji pouze diky odstiedivé sile a proudéni vzduchu a jsou samovoln€ ukladédna na

kolektor.

2.4 Biologické testovani

Po vyrobeni a charakterizaci vrstev nasledovalo biologické testovani. Cilem biologického
testovani bylo zjistit, zda mé pouzitd technologie zvlaknovani vliv na rist a proliferaci
bunék. Testovani probihalo v laboratofich tkanového inzenyrstvi na Katedie netkanych
textilii a nanovlakennych materialt fakulty textilni na Technické univerzité v Liberci.
Testovany byly pouze dvé vrstvy — jedna vyrobena odstfedivym (CS) a druhé vyrobena
elektrostatickym (ES) zvldknovanim roztoku 18 hm% 8/1/1. Jako testované buniky byly
pouzity 3T3 mysi fibroblasty.

2.4.1 Priprava vzorki

Nejprve byly z kazdé vrstvy vyfiznuty vzorky o pozadované velikosti a poté byly vlozeny
do 24 jamkovych kultivaénich desticek. Pro testovani byly jamky v destickach rozdéleny
podle potieby - 5 pro CCK, 1 pro negativni kontrolu, 1 pro SEM, 1 pro FM. Takto byly

kultivacni desticky pfipraveny pro ob¢ vrstvy.

Po ptipravé destiCek byla potieba vzorky vysterilizovat pomoci ethylenoxidu (12 hodin
pii pokojové teploté, typ Anprolene, USA). Dale bylo nutné je nechat odvétrat, aby
zbytkovy ethylenoxid neovlivnil testy.

2.4.2 Pasazovani bunék
Pti pasazovani bunc¢k byly pfipraveny bunky pro testovani. Samotné pasazovani

probihalo nésledovné.

Jako prvni bylo potfeba dat na 20 minut nahtat medium a trypsin. Poté byly pod optickym
mikroskopem zkontrolovany buniky a jejich procentudlni odhad v kultivacni lahvicce.
Po nahtéti byl trypsin pfenesen spolu s kultivacni lahvickou do flowboxu, ktery je na
obr. 19. Zde bylo odsato médium. Nasledoval oplach PBS, rychly oplach trypsinem,

pfipipetovani trypsinu a uloZeni bun¢k do inkubétoru na 5 minut. Inkubétor mél stalou
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teplotu 37 °C. Po 5 minutach byly bunky v kultiva¢ni lahvicce znovu pozorovany pod
optickym mikroskopem a nasledné byly ulozeny spolu s nahfatym médiem zpét

do flowboxu.

Dalsim krokem bylo propipetovat buiiky médiem tj. rozsuspendovat buiiky neboli rozbit
ptipadné shluky bunék. V kultivacni lahvicce bylo ponechdno malé¢ mnozstvi bunééné
suspenze a nasledné¢ bylo pfipipetovano nahtat¢ médium. Nasledovala kontrola

pod mikroskopem a ulozeni kultivaéni lahvi¢ky do inkubatoru.

Pocatek experimentu

Nésledovalo nasazeni bun€k na pfipravené vysterilizované materidly v destickach.
Do kazdé jamky bylo napipetovano z kultivaéni lahviéky 10 000 bun¢k v 1 ml roztoku.
Poté byly vzorky zatizeny sklenénymi krouzky a byly ulozeny do inkubatoru (37 °C,
5% COy).

Obrazek 18: Zatizeni Flowbox uréeny pro sterilni praci s buikami.

2.4.3 In vitro testovani
In vitro testovani bylo na dvou vybranych vrstvach provadéno 2., 7., a 14. den od pocatku
experimentu. Postup byl vZdy stejny a zahrnoval metabolicky test CCK-8 pro zjis§t'ovani

viability (zivotaschopnosti) bunék, dale fluorescencni a elektronovou mikroskopii.
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Metabolicky test CCK-8

Jako prvni byl pfipraven Cerstvy 10% roztok CCK-8 fedény médiem. Do kazdé jamky
kultivaéni desticky byl pouzit 1ml roztoku CCK-8 + médium. Nasledné byly ptipraveny
nové sterilni kultivacni destiCky. Z kazdého materidlu bylo pro kazdy den testovani
piipraveno devét vzorkit — pét vzorka pro metabolicky test, jedna negativni kontrola,
jedna pozitivni kontrola, jeden vzorek pro FM a jeden vzorek pro SEM. Vzorky byly
proplachnuty PBS a nasledné€ vlozeny do ptipraveného roztoku CCK-8 + médium. Takto
ptipravené desticky byly ulozeny do inkubatoru na 2 hodiny 5 minut. Tento ¢as byl

dodrzen u kazdého dne testovani.

Po inkubaci nasledovala spektrofotometrie. Kultivacni desticky s materialy byly vyjmuty
z inkubatoru. Nasledné byly roztoky piepipetovany do 96 jamkové kultivaéni desticky
a vlozeny do spektrofotometru. Spektrofotometricky byly roztoky vyhodnocovany
pti vlnové délce 450 nm a byla méfena absorbance roztokt odpovidajici mnozstvi zivych

bun¢k. Cim tmavsi barvu roztok mél, tim vyssi procento zivych bun¢k obsahoval.

FM

Vzorky byly podrobeny analyze pomoci FM. Ke vzorku byl nejprve ptidan
permeabilizacni roztok. Ten narusil bunéénou membranu a diky tomu bylo moZné bunky
dale obarvit. K obarveni buné¢ného jadra bylo pouzito barvivo DAPI (modré zbarveni
bunécného jadra) a k obarveni bunééné membrany bylo pouzito Phalloidin FITC (zelené

zbarveni bunééné membrany).

SEM

Pro analyzu pomoci SEM byly vzorky vysuSeny vzestupnou ethanolovou fadou.

Jednotlivé koncentrace pusobily na vzorky 5 minut. Poté byly vzorky odlozeny pro SEM.
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2.4.4 Vysledky biologického testovani

Biologické testovani bylo kvantitativné vyhodnoceno na zdkladé¢ metabolického testu
CCK-8 a pocitani poctu bun€k, zatimco kvalitativné bylo vyhodnoceno s vyuZzitim

fluorescencni a elektronové mikroskopie.

Metabolicky test CCK-8

Metabolicky test CCK-8 byl vyhodnocen pomoci spektrofotometru. Méfena byla
absorbance roztokd, ktera vypovida o metabolické aktivité zivych bun¢k. Plati zavislost,
¢im vys$i je namétfend absorbance, tim vice je Zivych bunék ve vzorku. Absorbance bun¢k
byla métena kazdy den testovani. Primérné hodnoty absorbance z péti métenych vzorkd,

které jsou obrazem viability bunék, jsou vyneseny v grafu 5.
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Graf 5: Vysledky metabolického testu CCK-8 v pribéhu ¢asu. CS — odstfediveé zvlaknéna vrstva, ES —
elektrostaticky zvlaknéna vrstva, Chybové usecky znacéi 95% IS. Absorbance byla méfena pii vinové
délce 450 nm.

Z grafu metabolické aktivity bun¢k nasazenych na povrch vladkennych materialti 1ze
vyCist postupny nartist absorbance v jednotlivych dnech. Bunéfna viabilita obou
testovanych materialt byla po 2. a 7. dni testovani téméf shodnd. Rozdil se projevil teprve
pii 14. dni testovani, kdy byla hodnota absorbance vyssi u odstfediveé zvldknéné vrstvy
(CS). Pti pohledu na chybovou usecku je vSak patrné, Ze naméfené hodnoty kolisaly
a v porovnani s vysledkem elektrostaticky zvlaknéné vrstvy (ES) neni rozdil statisticky
vyznamny. Na zékladé€ tohoto zjiSténi lze konstatovat, Ze technologie vyroby vladkenné

Yw v s

vrstvy nema téméf Zadny vliv na viabilitu bunék.
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Fluorescenc¢ni mikroskopie

Diky fluorescen¢nimu mikroskopu bylo mozné pozorovat riist bun¢k na materialu pomoci
fluorescen¢niho barviva. Jako barviva byla pouzita DAPI a Phalloidin FITC. DAPI
obarvil jadro, zatimco Phalloidin FITC obarvil buné¢nou membranu. Na snimcich na
obrazcich 19, 20, 21 l1ze vidét jadro obarvené modie a bunécnou membranu obarvenou
zelen€. Snimky byly pofizeny pro kazdy testovaci den. Snimek vlevo vzdy reprezentuje
vrstvu z odstiedivého zvldknovani (CS), snimek vpravo pak elektrostaticky vyrobenou

vrstvu (ES).

Obrazek 19: Snimky pofizené na fluorescenénim mikroskopu (2. testovaci den). Snimek vlevo- odstiedivé
zvlaknéna vrstva (CS). Snimek vpravo- elektrostaticky zvlaknéna vrstva (ES).

Obrazek 20: Snimky pofizené na fluorescenénim mikroskopu (7. testovaci den). Snimek vlevo-
odstiedivé zvlaknéna vrstva (CS). Snimek vpravo- elektrostaticky zvlaknéna vrstva (ES).
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Obrazek 21: Snimky pofizené na fluorescencnim mikroskopu (14. testovaci den). Snimek vlevo-
odstiedivé zvlaknéna vrstva (CS). Snimek vpravo- elektrostaticky zvlaknéna vrstva (ES).

Na snimcich z fluorescen¢niho mikroskopu lze pozorovat pocty bunék na jednotlivych
materidlech v jednotlivych testovacich dnech. Odstiedivé zvlaknéna vrstva (CS) byla na
rozdil od vrstvy z elektrostatického zvlaknovani (ES) hiife pozorovatelnd. Material se pii
manipulaci kroutil, trhal a bunky byly hife fotitelné. Toto se projevilo predevsim
u 2. testovaciho dne. V dalSich dnech jiz snimky odpovidaly hodnotam metabolického
testu. Je patrné, Ze builky byly téméf homogenné rozloZeny a proliferovaly na obou

materialech.

Pocty bunék

Pomoci programu Cell Counter pak byly spocitany také pocty bunék na jednotlivych
materialech. Program pocita bunky z deseti zornych poli a tyto pocty poté zpriméruje.
Vyhodnoceni poctu bunék na jednotlivych materialech v prubéhu testovani je v grafu 6.
Vzhledem k tomu, ze snimky z FM odstiedivé zvlaknéné vrstvy nebyly pfili§ kvalitni,

mohou byt i jejich pocty zavadéjici a nepiesné.
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Graf 6: Grafické znazornéni poctu bunék v pribéhu Casu. ES - elektrostaticky zvlaknéna vrstva,
CS - odsttedive zvlaknéna vrstva. Z grafu lze vy¢ist rist poctu bunék na zvlaknénych vrstvach. 7. den byl
pocet bunek nejvyssi u ES zvlaknéné vrstvy. 14. den bylo potfeba roztok s materialy nafedit z dvodu
velkého pocétu bun¢k na malé plose. Zarovei se jedna o den s nejvyssim poctem bunek u CS zvlaknéné
vrstvy.

Z grafu Ize vycist rist poctu bunék na zvlaknénych vrstvach. 2. den testovani bylo patrné
velmi malé mnozstvi bunék a to predevSim na odstfedivé zvlaknéné vrstvé. K nariistu
poctu bunck na obou testovanych materidlech doSlo béhem 7. dne, kdy byl pocet bun€k
nejvyssi. Po tomto dni zacal pocet bun¢k na elektrostaticky zvldknéné vrstve, kvili jejich
velkému poctu na malé plose vzorku, prudce klesat. 14. den testovani musel byt roztok
s bunkami, ve kterém byly elektrostaticky zvldknéné materidly, nafedén. Vysledek
pocitani poctu bunck je vSak velmi zkresleny a nepfesny, Materidl z odstfedivého

zvlaknovani byl totiz pokrouceny a buiky hiife pozorovatelné, proto je nebylo mozné

spocitat.

Skenovaci elektronova mikroskopie

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie bylo mozné pozorovat poriistani materialt
bunikami. Snimky byly pofizeny pro kazdy testovaci den, viz obrazky 22, 23, 24.
Odstredive piipravend vrstva (CS) je zachycena na snimcich vlevo, vpravo je pak vrstva

zvlaknéna elektrostaticky (ES). Vice snimki je umisténo v piiloze C.
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Obrazek 22: Snimky pofizené na skenovacim elektronovém mikroskopu (2. testovaci den). Snimek
vlevo - CS. Snimek vpravo — ES. Méfitko je 50 pm.

Obrazek 23: Snimky potfizené na skenovacim elektronovém mikroskopu (7. testovaci den). Snimek
vlevo - CS. Snimek vpravo — ES. Méfitko je 50 um.

Obrazek 24: Snimky pofizené na skenovacim elektronovém mikroskopu (14. testovaci den). Snimek
vlevo - CS. Snimek vpravo — ES. Méfitko je 50 um.

SEM snimky ukazuji, ze buiiky pokryly povrch obou materiald velmi dobfe. Je to patrné
z rozptyleni bun¢€k po vlakenném povrchu, coz jim napomaha v adhezi a proliferaci.
2. testovaci den bylo bun¢k na obou materidlech pomérné malo a teprve postupem casu

se jejich pocet zvySoval. Posledni testovaci den jiz byly ob& vrstvy porostlé témét

47



souvislou vrstvou bunck. Muzeme tedy fici, Ze snimky z elektronového mikroskopu

odpovidaji vysledkiim z metabolického testu a snimkiim z fluorescen¢niho mikroskopu.

Z vysledku in vitro testovani materialt je patrné, ze zpusob zvlakiovani nema zasadni
vliv na adhezi a proliferaci bun¢k. To dokladaji vysledky CCK-8 testu, analyza pomoci
FM a SEM, kter¢ jednoznacné potvrzuji zvySovani viability bunék béhem testovaciho

obdobi.

Shrnuti

Bakalatské prace byla zamétena na studium aplikacnich moznosti nanovldkennych vrstev
vyrobenych riiznymi technologiemi pro tkdfiové inzenyrstvi. Cilem bylo vyrobit vldkenné
vrstvy pomoci metod odstiedivého a elektrostatického zvldkiovani. Tyto vrstvy
dostatecné charakterizovat a porovnat mezi sebou. Nésledné je podrobit biologickému
testovani s vyuzitim 3T3 mysich fibroblastd. Vysledky vyhodnotit a navrhnout moznou

aplikaci vrstev pro tkanové inzenyrstvi.

V teoretické Casti byly predstaveny dvé technologie vybrané pro vyrobu vlakennych
vrstev, konkrétné odstiedivé a elektrostatické zvlaknovani. Byly vysvétleny jejich
principy 1 mozné varianty. Zaroveil byly popsany rizné parametry, které zvlaknovani
ovlivituji. Pozornost byla vénovana také Gspésné zvlaknénym materialim, hlavné PCL,
a jejich pouziti. V kratkosti byla nastinéna problematika tkanového inzenyrstvi

a mikroskopie.

Hlavnim cilem préace bylo odstfedivé vyrobit vlakennou vrstvu, kterou by bylo mozné
dale otestovat v laboratofich tkanového inZenyrstvi. Bylo nutné pfipravit homogenni
vrstvu s uzkou distribuci vldkennych priimérii a s co nejmensim poctem defektl, kterd by
byla vlastnostmi srovnatelna s vrstvou vyrobenou elektrostaticky. K vyrobé vrstvy bylo
vyuzito nové zafizeni Nanocentrino L1.0 od firmy Areka Group, které bylo na Katedru
netkanych textilii a nanovldkennych materialti zakoupeno pomeérné kratce predtim. Toto
zafizeni umoziuje vyrobu vldkenné vrstvy, coz do té doby nebylo na tamnich zatizenich
pro odstfedivé zvldknovani mozné. Bylo tedy zapotiebi nové zafizeni otestovat,
vyzkouset vliv jednotlivych parametrii na tvorbu vladken a defektii, urcit nejvhodné;jsi

koncentraci a slozeni roztoku.
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Pro vyrobu vrstev byl vybran polymerni materidl PCL (Sigma Aldrich), ktery byl
rozpustén v rozpoustédlovém systému chloroform/ethanol/kyselina octova v poméru
8/1/1. Roztok s timto slozenim byl jiz diive Gspé$né elektrostaticky zvlaknén a také
biologicky testovan, proto byl zvolen jako vychozi. Pii odstfedivém zvlédknovani hraje
velkou roli koncentrace roztoku. Proto byla pfipravena koncentracni fada, kterd byla
postupné zvlakinovana. Jako nejvhodnéjsi se ukazala koncentrace 18 hm%. Zvlaknovani
bylo nejkvalitnéjsi, vrstva byla jiz na prvni pohled homogenni a obsahovala pievazné
vlakna bez jakychkoli defektti. Po urceni koncentrace nasledoval vybér rozpoustédlového
systému. Byly pfipraveny CcCtyfi rozpoustédlové systémy liSici se pouze pomérem
puvodnich slozek a byl sledovan jejich vliv na kvalitu zvldknovani. Ukazalo se, Ze
puvodné zvoleny systém 8/1/1 byl ze vSech nejlepsi. Pii zvldkiovani hrala velkou roli
pfitomnost kyseliny octové. SniZeni jejiho podilu se okamzité projevilo na zvySeni
praméri vldken a tvorbé defektii. Za nejlepsi byl tedy oznacen roztok 18 hm% PCL
rozpustény v systému 8/1/1. Z tohoto roztoku byla pfipravena vrstva uréena pro
biologické testovani. Zaroven byl roztok zvldknén také elektrostaticky na zafizeni

Nanospider™,

Na zéklad¢ téchto experimentd byla vytvotfena série vlakennych vrstev, které se lisily
koncentraci polymerniho roztoku, sloZzenim rozpoustédlového systému a zplsobem
zvlaknovani. Vrstvy byly nejprve charakterizovany z hlediska morfologie a nasledné
podrobeny testovani jejich vlastnosti (priméry vldken, ploSna hmotnost, tlouStka,
prodysnost). Vysledky jednotlivych vrstev se v ramci testl dost liSily. NejveEtsi pozornost
byla vénovana vrstvam ur¢enym pro biologické testovani. Tyto dvé vrstvy dosahovaly ve
vSech testovanych charakteristikdch velmi podobnych vysledkii. Byly homogenni, bez
defekt, podobnych plosnych hmotnosti a tlousték. Priméry vladken z odstiedivého
zvlaknovani byly dokonce nizsi nez z elektrostatického (0,2 um oproti 0,6 um). Naopak
prodysnost byla niz§i u elektrostaticky zvlaknéné vrstvy, coz je pravdépodobné
zpusobeno pritomnosti elektrické sily a rozdilem potencidla pti zvlakinovani, kdy jsou

vlakna vice pfitahovana k sob¢, a vrstva na kolektoru je kompaktnéjsi.

Dale byly vrstvy pfipraveny pro biologické testovani. Ptfedpokladalo se, Ze vlakna
vyrobena elektrostaticky jsou jiZ pfi vzniku automaticky oSetfena plazmatickou tpravou.
Naopak pii odstredivém zvlaknovani, kde zadny elektricky naboj pfitomen neni, k této
upraveé nedochéazi. Cilem biologického testovani tedy bylo zjistit, zda mé technologie

zvlaknovani (resp. plazmatickd tGprava) vliv na viabilitu a proliferaci bun¢k. Samotné
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In vitro testovani pomoci 3T3 mysich fibroblastd probihalo 14 dni od nasazeni bun¢k na
vzorky. Testovani proliferace a viability bun¢k probihalo 2., 7. a 14. den. Vzorky byly
podrobeny analyze pomoci metabolického testu CCK-8, fluorescenéni mikroskopii
a elektronové mikroskopii. Vrstva z odstfedivého zvlaknovani byla na FM o néco hiie
pozorovatelnd, pfi sniméni se kroutila a buniky byly hiife fotitelné, coz mohlo mit velky
vliv na pocitani mnozstvi bun¢k. Vysledek poctu bunék tedy miize byt velmi nepiesny.
Naopak metabolicky test a SEM ukazuji téméi shodnou viabilitu a proliferaci bun€k na
obou testovanych materialech. Na zakladé téchto prvotnich vysledku Ize konstatovat, ze
zpuisob zvlakiiovani nemé zasadni vliv na adhezi a proliferaci bunék. Pro jednoznacné

potvrzeni vysledka je vSak nutné testovani zopakovat.
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Zavér

V bakalatské praci bylo tispé$né otestovano nové zatizeni Nanocentrino L1.0 pro vyrobu
vlakennych vrstev odstfedivym zvldkinovanim. Pfipravena a otestovana byla celd série
vzorkl.. Podafilo se pfipravit vlakennou vrstvu o vyssi plosné hmotnosti. Vrstva byla
homogenni, bez kapkovitych defektt. Vlakna méla uzkou distribuci priméri, které se

™ vyrobena

pohybovaly pod hranici 500 nm. Zaroveii byla na zafizeni Nanospider
elektrostaticky zvlaknéna vrstva, kterd vykazovala piiblizné stejné parametry. Ob¢ tyto

vrstvy pak byly mezi sebou porovnany v ramci biologického testovani.

Biologické testovani mélo ukazat, zda pritomnost elektrického pole pfi elektrostatickém
zvlaknovani néjakym zplisobem ovlivituje bunénou proliferaci. Pfi elektrostatickém
zvlaknovani vznika na vrcholcich Taylorovych kuzeli koronovy vyboj, jehoz nasledkem
by vldkna mohla byt automaticky oSetfena plazmatickou Upravou. Oproti tomu pii
odstfedivém zvlaknovani plisobi na vlakna pouze odstfediva a tieci sila a vldkna by tak
méla byt bez jakékoli tipravy. Rozdil mezi vldkny bez jakékoli tpravy a plazmaticky

oSetfenymi vlakny by se mohl projevit pravé pii bunééném testovani.

Vysledky ukazaly, ze pritomnost elektrického napéti pti zvlaknovani nema na bunécnou
adhezi ¢i na viabilitu bunék zadny vliv. Odstfedivé zvldknéna vrstva bez Upravy
vykazovala v porovnani s elektrostaticky zvlaknénou vrstvou oSetfenou plazmatickou
upravou stejné vysledky. Vysledky jsou vSak pouze prvotni a pro vyvozeni
jednoznaénych zavérii je zapotiebi provést rozsahlejsi studii. Dale by bylo Zadouci
zachytit vyrobu obou vldkennych vrstev korokamerou (zafizeni pro zachyceni
koronovych vybojl), proméfit kontaktni tihly, provést analyzu povrchu ¢i mikroskopii

atomarnich sil.

Prace nesmétuje k vyrobé materialu pro konkrétni aplikaci. M4 ptredevs§im ukézat na to,
Zze pfi spravném nastaveni zvldknovacich podminek je moZzné odstfedivé vyrobit
homogenni vrstvu, kterd muze nahradit vrstvu z elektrostatického zvldknovani.
Elektrostatick¢ zvlaknovani miize byt pomérné nebezpecné. Nabizi se tedy moznost
bezpecnéjsiho odstiedivého zvlaknovani pii zachovani vrstev s velmi podobnymi

vysledky.
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Prilohy
Priloha A: Vybrané SEM snimky — odstredivé zvlaknovani

Vrstvy vyrobené odstiredivvm zvlaknovanim

14 hm% (8/1/1)

18 hm% (8/1/1)
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18 hm% (8/1,5/0,5)

18 hm% (8/2)
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20 hm% (8/1/1)

Vrstva vyrobena elektrostatickym zvlakinovanim
18 hm% (8/1/1)
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Priloha B: Statisticky zpracované vysledky mérenych charakteristik

Pruméry vlaken [um]

Stiedni hodnota Smér. 95% IS
odchylka
14 hm% 8/1/1 0,34 0,15 0,03
16 hm%o 8/1/1 0,28 0,11 0,02
18hm% 8/1/1 (CS) 0,25 0,10 0,02
18 hm% 8,5/1/0,5 0,29 0,09 0,02
18 hm%o 8/1,5/0,5 0,35 0,14 0,03
18 hm%o 8/2 0,94 0,83 0,16
20 hm%o 8/1/1 0,60 0,32 0,06
18 hm% 8/1/1 (ES) 0,65 0,31 0,06
Plosna hmotnost [g/m?]
Stir‘edni hodnota Smr. 95% IS
odchylka
14 hm% 8/1/1 14,66 1,46 1,28
16 hm%o 8/1/1 12,11 0,97 0,85
18hm9% 8/1/1 (CS) 20,85 0,83 0,73
18 hm%o 8,5/1/0,5 7,00 0,14 0,12
18 hm%o 8/1,5/0,5 9,67 0,67 0,59
18 hm%o 8/2 5,04 0,35 0,31
20 hm%o 8/1/1 9,20 0,40 0,35
18 hm% 8/1/1 (ES) 17,69 4,87 427
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Tloust’ka [mm)]

StFedni hodnota Smér. 95% IS
odchylka
14 hm% 8/1/1 0,06 0,01 0,01
16 hm% 8/1/1 0,07 0,01 0,01
18hm%o 8/1/1 (CS) 0,14 0,02 0,01
18 hm% 8,5/1/0,5 0,13 0,01 0,01
18 hm% 8/1,5/0,5 0,12 0,01 0,01
18 hm% 8/2 0,04 0,02 0,01
20 hm%o 8/1/1 0,12 0,01 0,01
18 hm%o 8/1/1 (ES) 0,12 0,01 0,01
Prody3nost [I/m?/s]
Stiredni hodnota Smr. 95% IS
odchylka
14 hm% 8/1/1 569,8 7,80 4,84
16 hm% 8/1/1 373,1 17,88 11,08
18 hm%o 8/1/1 (CS) 377 18,89 11,71
18 hm% 8,5/1/0,5 962,3 17,40 10,78
18 hm% 8/1,5/0,5 498,5 18,05 11,19
18 hm%b 8/2 1471 63,88 39,59
20 hm%o 8/1/1 313,2 12,89 7,99
18 hm% 8/1/1 (ES) 101,38 13,12 8,13
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Priloha C: Vybrané SEM snimky- biologické testovani

Vrstva vyrobena odstiredivym zvlaknovanim

2. den testovani
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Vrstva vyrobena elektrostatickvm zvlakinovanim

2. den testovani
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