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Anotace

Diplomova prace je zaméfena na funkcionalizaci povrchu polydopaminem pro zvySeni
smacivosti nanovlakenného materidlu vyrobeného technologii AC electrospinning, a tim
k podpofeni bunééné adheze a proliferace. Pracuje se s materialy s vysokou koncentraci
inkorporovaného grafenu v kompozitu polykaprolakton/grafen v poméru 9:0, 9:1, 9:5

a 9:9, které jsou velmi hydrofobni.

Teoreticka Cast se zabyva literarni resersi, ktera je nutnd k pochopeni tématu, a prizkumu
aktualniho vyzkumu v dané oblasti. V praktické ¢asti prace je provedena tprava povrchu
polydopaminem pro snizeni kontaktniho uhlu vlivem pfitomnosti aminovych
a hydroxylovych skupin, a tim ke zlepSeni adheze a proliferace bunék. Dale je provedena
charakterizace materialu, kdy jsou kromé zmény kontaktniho uhlu také zméteny primeéry
vlaken a plosna elektrickd rezistivita. RovnéZz je potvrzena piitomnost vzniklé
polydopaminové vrstvy. Nasledné jsou vyhodnoceny bunééné testy cytotoxicity a in vitro

test bunééné adheze a proliferace, a na zavér je vypracovana diskuse vysledkd.
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Annotation

Surface functionalization of nanofibrous materials

This thesis is focused on functionalization of a surface with polydopamine to increase
wettability of a nanofibrous material produced by AC electrospinning technology, and thus
to support cell adhesion and proliferation. Materials with a high concentration of
incorporated graphene in a polycaprolactone/graphene composite in the ratio 9:0, 9:1, 9:5

and 9:9, which are very hydrophobic, were used.

The theoretical part deals with literature research, which is necessary to understand
the topic, and an exploration of current research in the given area. In the practical part,
the functionalization of the surface with polydopamine is carried out to reduce the contact
angle due to the presence of amine and hydroxyl groups, thereby improving cell adhesion
and proliferation. The material is further characterized when, in addition to the change in
contact angle, fiber diameters and surface electrical resistivity are also measured.
The presence of the formed polydopamine layer is also confirmed. Subsequently, cell
cytotoxicity tests and an in vitro cell adhesion and proliferation test are evaluated, and
a discussion of the results is made at the end.

Material
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Seznam zKkratek

AC Stiidavy proud

BSA Hovézi sérovy albumin

CCK-8 Cell Counting Kit-8

CNT Uhlikové nanotrubice (carbon nanotubes)
CvD Chemicka depozice z plynn’faze
DAPI 4-6-Diamidino-2-fenylindol

DC Stejnosmérny proud

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMF Dimethylformamid

DOPA Dihydroxyfenylalanin

ECM Extracelularni matrix

FESEM Field-Emission Scanning Electron Microscopy
GO Oxid grafenu

GR Grafen

hm% Hmotnostni procento

IS Interval spolehlivosti

NC Negativni kontrola

ot/min Otacky za minutu

PBS Fosfatovy pufr

PC Pozitivni kontrola

PCL Polykaprolakton

PDA Polydopamin

PS Polystyren

PU Polyuretan



RES
rGO
ROS
SD
SEM
SMF
TEM
TFME
Tris

XPS

Retikuloendotelovy systém

Redukovany oxid grafenu

Reaktivni metabolity kysliku

Smérodatna odchylka

Skenovaci elektronova mikroskopie

Simulovana télni tekutina

Transmisni elektronova mikroskopie

Tenkovrstva mikroextrakce (thin-film microextraction)
Tris(hydroxymetyl)aminometan

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie
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Uvod

Ve tkanovém inzenyrstvi je stale vétsi poptavka po scaffoldech z vodivych materidlt, jez
by podporovaly bunécénou adhezi a proliferaci. Takové materidly by umoznovaly Sifeni
elektrickych vzruchli, a tim podporovaly bunécnou diferenciaci kmenovych bunck. Je
zkoumana moznost vyuziti scaffoldd, jez vyuzivaji nanocastice z uhlikovych derivatd, jako
jsou uhlikové nanotrubice (CNT) nebo grafen, a to z toho diivodu, Ze by takové materialy
mély mit vysokou vodivost, pevnost, a tim, ze jsou v idedlnim piipadé z Cistého uhliku,
dobrou biokompatibilitu. Dokonce jev ptipadé grafenu prokazana podpora bunétné
proliferace. Otazka cytotoxicity takovych materialt je vSak stale oteviena, jelikoz vlivem
svych malych rozmér maji tyto ¢astice potencial pfimo interagovat a ptipadné poskozovat

buiiky. Zéaroven je grafen silné hydrofobni.

Cilem této prace je funkcionalizace povrchu kompozitniho nanovldkenného materidlu
z polykaprolaktonu (PCL) a grafenu (GR), jenz je pfidan ve vysokych koncentracich, pro

zvySeni smacivosti a tim podpoieni bunééné adheze, pomoci polydopaminu.

Polydopamin je polymer, ktery se velmi podoba pifirodnimu melaninu, jenz se bézné
vyskytuje v lidském téle. Vznika oxidaci dopaminu a vyznacuje se schopnosti ptilnout na
témet jakykoli povrch. V mnoha studiich je experimentovano s jeho vyuzitim na Gpravu
tkanovych nosicli, a to zejména pro jeho biokompatibilitu, podporu bunécné adheze

a schopnost zvySovat smacivost.

Prace je rozdélena na teoretickou a praktickou c¢ast. V teoretické Casti je vypracovana
literarni reSerSe, kde je popsan vyznam nanovldkennych materiali pro tkanové inZenyrstvi
a jejich vyroba. Nasleduje kapitola tykajici se syntézy grafenu, jeho biokompatibility
a moznosti jeho inkorporace do nanovlaken. Dalsi kapitola je vénovana dopaminu jakozto
katecholaminu a je pfedstaven princip syntézy polydopaminu. Nakonec je zatazen prehled
aktualni literatury, jez se tyk4 problematiky feSené v praktické Casti, tedy povrstvovani

polydopaminem na nanovlakenném materialu z polykaprolaktonu a grafenu.

Zakladem praktické casti je povrstveni hydrofobniho nanovldkenného PCL:GR materidlu
0 koncentraci 9:0, 9:1, 9:5 a 9:9, pro podpofeni sméacivosti. Material je dale

charakterizovan, tedy je zméfen kontaktni thel, primér vlaken, ploSna elektricka rezistivita
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a vlakenna struktura. Zarovein je potvrzena pfitomnost polydopaminové vrstvy. Poté jsou
vyhodnoceny bunééné testy cytotoxicity vyluhu materialti a in vitro test bunéné adheze

a proliferace. Nakonec je zafazena diskuse vysledkii.
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1. Vyznam nanovliakennych materiali pro tkanové inZenyrstvi

Nanovldkna jsou vldkna o priméru menSim nez 1 mikrometr a jsou hojné vyuzivana
v tkanovém inzZenyrstvi jako scaffoldy (tzv. nosi¢e) pro bunky. To je dano tim, ze se
uspofadanim a strukturou velice podobaji mezibunééné hmoté, tedy extracelularnimu
matrixu (ECM), coz umoznuje jeho imitaci a naslednou bunécnou adhezi. Podobnost Ize
vidét na nasledujicim obrazku, kde jsou porovnana nanovlakna vyrobena elektrostatickym

zvlaknovanim a piirodni ECM pojivové tkané. [1; 2]

/

A ™ 4 \
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 10.0 kx VEGA3 TESCAN
WOD: 13.51 mm Det: SE 5 pm
View field: 27.7 ym  Date(m/d/y): 07/21/16 FT TUL Liberec

10 um

Obrazek 1: SEM snimek nanovidkenné Obrazek 2: SEM snimek extracelularniho matrixu
vrstvy vyrobené z 14 % PVA, metodou  pojivové thane. Méritko 10 um. [65]

jehlového  elektrického  zvidknovani.
Meritko 5 um. [64]

1.1  Vyroba nanovlaken

Existuje vice zpusobu tvorby nanovlaken. Jednou z ¢asto zminovanych metod je
,Self-assembly, kde jsou molekuly v roztoku spojeny na zakladé jejich wvnitinich
interakci, tedy mezimolekularnich sil. Jedna se o velmi propracovanou a sloZitou metodu,
ktera je zdlouhava a malo efektivni, jelikoz je obtizné ovliviiovat velikost vznikajicich

vladken. Ta navic mohou byt tvofena jen malymi aktivnimi ¢asticemi, jez spolu interaguji
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zaddoucim zplisobem na zéklad¢ vnitiniho ¢i vnéjSiho stimulu. Touto metodou je vSak

mozné pti vhodnych podminkach tvofit i velmi tenka nanovlakna. [3; 4]

Dale se uplatituje metoda fazové separace, ktera je zalozena na neslucitelnosti dvou fazi.
Zde je polymer nejdiive rozpustén a poté je udrzovan o teploté vhodné pro proces gelace,
pii které dochazi k tvofeni polymernich siti. Po dokonc¢eni gelace je ze smési extrahovano

rozpoustédlo a hotova sit’ je zafixovéana. Proces je znazornén na Obrazku 3.

Solvent

Dissolution Gelation Solvent removal

Obrazek 3: Tvorba nanovidken pomoci fazové separace [4]

Vyhodou této metody je jistd podobnost vzniklé 3D struktury s ptfirodnim kolagenem,
ataké jeji nendrocnost na vybaveni. Vlastnosti polymerni sité, jako je podrovitost ¢i
mechanické vlastnosti, 1ze ovliviiovat koncentraci polymeru v roztoku. Jistym omezenim
je, Ze lze pouzit pouze polymery, jeZ jsou schopné procesu gelace, naptiklad polylaktid

(PLA) ¢i polyglykolid, a nelze tvotit dlouhd, souvisla vlakna. [3; 4; 5]

Nanovlakna mohou byt dale tvofena napiiklad metodou ,drawing®, pii které se
mikropipetou ¢i ostrym hrotem ,,vytahuji“ vlakna z kapky polymeru, ¢imz muize byt
dosazeno plné kontroly nad orientaci vldken, ovSem za ceny nizké produktivity a narokd na

viskoelastické vlastnosti polymeru, aby nedochazelo k pretrzeni vlakna. [4]

Nejvyuzivangj§i metodou je vSak technologie elektrického zvlaknovani neboli

electrospinning.
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1.2 Elektrické zvlaknovani

Elektrické zvlaknovani neboli elektrospinning je technologie, pii které z vodivého
polymerniho roztoku ¢i taveniny, jez je privedena na elektrodu o vysokém elektrickém
napéti, tryskaji tenka vldkna. Zdroj vysokého napéti miize byt na bazi stejnosmerného

(DC) ¢i stiidavého (AC) proudu. [6]

Vyhody této technologie tkvi v jednoduchém nastaveni procesu, cenové dostupnosti,
Sirokému uplatnéni a chemické vsSestrannosti. Nejvétsim omezenim je relativné Spatna
migrace bunék do hlubsich ¢asti scaffoldu, zvlasté pokud jsou vlakna piili§ nahusténa. [4;

1]

1.2.1 DC electrospinning

Vlékna vyrobena za pomoci stejnosmérného proudu jsou vlivem elektrického pole vedena
k druhé, uzemnéné ¢i opacéné nabité elektrodé (kolektoru), kde jsou zachytavana. Pribéh

samotného zvlakniovani je znazornén na Obrazku ¢. 4. [4; 7]

Rayleighova
nestabilita

Bicovani a
odparovani

UU

nestabilni oblast

Kolektor

+or-kV
Tayloruv kuzel

stabilni oblast

Obrazek 4: Zvldkiiovaci prostor, elektrostatické zvidkiovani [8], viastni viprava
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Nejprve se kapka vlivem elektrického pole zformuje do kuzelovitého tvaru (tzv. Taylortv
kuzel) a pti zvySeni napé€ti nad kritickou hodnotu se z kapky ke kolektoru vytvoti souvisly
proud, jenz je zpocatku stabilni, a poté nestabilni. V nestabilni ¢asti proudu, také nazyvané
jako oblast bicujiciho pohybu, dochazi k dlouzeni vldkna a s tim souvisejicimu odpaieni

rozpoustédla, piipadné tuhnuti taveniny.

Metodu DC elektrického zvlakiovani je mozné rozdé€lit na zvlaknovani z jehly a na
zvlaknovani bez jehly, kam patii napiiklad technologie Nanospider™. Ta pavodné
vyuzivala valec, ktery se toCil a namacel v polymeru, jehoz tenkou vrstvou se obalil. Na
ném se poté vlivem koncentrace napéti vytvofilo mnoho Taylorovych kuzelt, které
nahrazovaly funkci jehel. V soucasné dobé se misto valce vyuziva ocelovy drat, na né&jz je
polymer nanaSen posuvnym jezdcem. Vysledek zvlaknovaciho procesu, zejména
usporadani vlaken, ovlivituje také tvar a rychlost otaceni kolektoru, na ktery vlakna

dopadaji. [4; 7]

1.2.2 AC electrospinning

Pii zvlakinovani sttidavym proudem je zdroj stfidavé nabijen kladnym a zapornym
nabojem, ¢imz jsou z polymeru vystielovany stiidavé kladné nabita a zaporné nabita
vldkna. Na rozdil od DC electrospinningu neni ve zvldkinovacim procesu tfeba mit
elektricky aktivni kolektor. Jeho misto (jako tzv. virtudlni kolektor) zaujima ionizovany
vzduch. Vlakna jsou poté ve formé nanovlakenné vlecky (viz obr. 5) na podklad unéasena

elektrickym vétrem. Schéma zvlaknovaciho zafizeni je vyobrazeno na obr. 6. [9; 10]

Obrazek 5: Nanovldikenna vlecka [11]
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Signal Collector W

. generator
Main voltage 0- 120 Y Fibrous plumes
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Obrazek 6: Schéma AC electrospinning [12]

Na Obrazku 6 je mozné vidét zvldknovaci zatizeni na bazi sttidavého napéti. To miize byt
generovano v ruzn¢ probihajicich frekvencich, a nasledné¢ je umocnéno do oblasti

vysokého napéti a ptivedeno na elektrodu s polymernim roztokem.

Je uvedeno, Zze produktivita zvldknovani stfidavym proudem je desetkrat vétSi nez
jednosmérnym proudem. Struktura vlaken vyrobenych témito metodami se také lisi.
Vlakna vyrobena metodou DC elektrospinning byvaji ten¢i oproti vlaknim vyrobenym
stfidavym zvlaknovanim, coz muze byt zpisobeno absenci bic¢ujiciho pohybu, kde se
vlakna vyznamné tenci, a jez se vyskytuje u DC zvlaknovani, ale jiz ne tolik u metody
vyuzivajici stiidavé napéti. Zaroven byvaji vlakna z DC elektrospinningu stejnomérnéjsi
nez u AC elektrospinningu, kde maji priméry vlaken tendenci kolisat. Je to vSak zavislé na

typu pouzitého polymeru. [13; 14; 10]

19



1.3 Materialy ve tkafiovém inZenyrstvi

K tomu, aby nanovlakenné scaffoldy mohly byt vyuzivané, je tieba brat v potaz, z jakého
materialu jsou vyrobeny a zdali jsou jejich vlastnosti vhodné pro konkrétni aplikaci.
Obecné¢ musi mit scaffoldy mechanické vlastnosti odpovidajici nahrazované tkani, byt
porovité a umoznit tak migraci bun¢k a zivin, a byt biokompatibilni (nevyvolavajici
imunologickou reakci systému), a to véetn¢ jejich produktii degradace. Zaroven musi byt
biodegradabilni s vhodnou rychlosti rozpadu, aby mély buiiky dostatek casu prorust
scaffoldem a vytvofit novou mezibunéénou hmotu, bez toxickych rezidui a sterilizovatelné.

[15]

Materidly vhodné pro implantaci do organismu, mohou byt pfirodniho i syntetického
pivodu. Vybér materidlu se odviji od umisténi a pozadovanych vlastnosti nahrazované
tkan¢, jako je napfiklad odolnost imérna namahani ¢i vodivost. Zaroven musi biomaterialy
umoznit interakci s okolni tkani. Vyuzivaji se pfirodni (napf. Keratin, chitosan, gelatin,
polysacharidy) a syntetické polymery (napf. kyselina polymlééna, kyselina polyglykolova,
polyuretany, polydioxanon, polykaprolakton), biokeramika ¢i jejich kompozity. [1; 16; 17]

Nicméné je nutné podotknout, Ze nékteré scaffoldy maji pontecial pfedevs§im v in vitro
kultivaci bungk, a i tak je smyslen material vyvijeny v této praci. Vzhledem k tomu, Ze se
vV této praci pracuje i S poly-e-kaprolaktonem (PCL), je mu vénovana nasledujici
podkapitola.

1.3.1 Poly-g-kaprolakton

Poly-e-kaprolakton se fadi do polyesteri a vznika otevienim kruhu e-kaprolaktonu za
pomoci ruznych katalyzatorti (viz obr.7). Je to pro medicinu schvaleny termoplasticky
alifaticky polyester semikrystalické a hydrofobni povahy, ktery je hojné¢ vyuzivan
ve tkanovém inzenyrstvi, a to zejména pro jeho biokompatibilitu, biodegradabilitu, dobré

mechanické vlastnosti, strukturni stabilitu a dostupnost.
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Obrazek 7: Syntéza poly-e-kaprolaktonu [18]

Jeho degradace probiha hydrolyticky (Stépeni esterové vazby). Rychlost degradace je
v fadu mésict az let (obvykle 1-2 roky) a odviji se od molekulové hmotnosti, stupné
krystalinity a misté¢ aplikace. Pomala degradace s moznosti jejiho kontrolovani tento
polymer piedurcuje K vyuziti na rizné typy scaffoldu s delsi potiebnou dobou na obnovu
tkan¢ ¢i na fizené uvolnovani léCiv. Teplota tani je okolo 60 °C a teplota skelného
pfechodu se pohybuje mezi -65 °Ca-61 °C. Jeho molekulovou hmotnost je mozné
ovliviiovat volbou katalyzatord a jeji primérna hodnota je v rozpéti 3 000 - 80 000 g/mol.
[18; 19; 20; 21]

21



2. Grafen a jeho inkorporace do nanovlaken

Grafen je uhlikova vrstva o vySce jednoho atomu s hexagonalni krystalickou strukturou
pripominajici vCeli plastev. Je povazovan za nejtenci a nejpevnéjsi nanomaterial. Navic se
vyznacuje vybornou elektrickou a tepelnou vodivosti, vysokou tepelnou odolnosti,
propustnosti svétla témet 98 % a velkym specifickym povrchem. Nejkvalitnéjsi grafen ma

sice jen jednu vrstvu, obvykle je v8ak dostupny jako vicevrstevny.

Jeho aplikace se predpokladd v elektronice, napiiklad v oblasti ukladani energie
(vicevrstevny) ¢i jako displeji (jednovrstevny), dale jako senzory, kompozity ¢i
katalyzatory. Své vyuziti by mohl mit 1 ve filtraci. Uplatnén miiZze byt grafen
I Vv biomedicing, kde muze byt médiem pro podavani 1éku, fototermalni terapii v 1é¢bé
nadort, jako biosenzor, ale také v oblasti tkdnového inzenyrstvi, kde bylo zjisténo, Ze
grafen podporuje adhezi a proliferaci nékterych savéich bunéénych linii. Také se uvadi, ze
grafen a jeho oxidovany derivat vykazuji antibakteridlni aktivitu proti Sirokému spektru

bakterii. [22; 23; 24]

2.1 Syntéza grafenu

V literatute se uvadi dva hlavni pfistupy k vyrobé grafenu. Prvnim pfistupem je
tzv. ,,bottom up“, kdy dochazi k syntéze grafenu z jinych latek. Nejcastéjsim zastupcem
tohoto pristupu je redukce oxidu grafenu (GO — graphene oxide) (viz obr. 9), coz je
oxidovana verze grafenu. GO je zaroven vrstva oxidovaného grafitu, tzv. oxidu grafitu, jak

je znazornéno na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Priprava oxidu grafenu [25]

Na Obrazku 9 je dobie vidét rozdil mezi vrstvou grafenu a jeho oxidu. Je mozné vidét, ze
oxid grafenu, narozdil od grafenu, obsahuje hydroxylové, karboxylové, karbonylové
I epoxydové skupiny (pifedev§im na okrajich). Z toho také vyplyva, ze oproti grafenu, ktery
je hydrofobni, je GO hydrofilni. Ve struktufe mohou byt dokonce pfitomné organosulfaty.

To poté souvisi s defektivitou. [26]

Obrazek 9: Oxidace grafenu na oxid grafenu / redukce oxidu grafenu na grafen [25], viastni
uprava
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K redukci na grafen byvaji pouzita ¢inidla, ktera jsou Casto agresivni (napt. hydrazin),
ptipadné jsou vyuzité elektro-chemické metody, jeZ maji byt Setrnéjsi [27]. Grafen
vyrobeny z GO se Casto oznacuje jako ,highly reduced GO*“ (HRG) ¢i ,,reduced GO*
(rGO) a miva mnoho chemickych a strukturnich defektd (vzniklé diry a vakance). Je
prokazano, ze stupenn oxidace grafitu koreluje s mirou defektivity [28], ktera muze
vysledny produkt ¢init nevhodnym na mechanické a elektrické pouziti. Tento zplsob
vyroby je vSak mozné aplikovat ve vétSim meéfitku, ¢imz je umoznéna masova vyroba

a komercializace grafenu. [26; 29]

Druhy pfistup, ozna¢ovany jako ,,top down*, pfistupuje Kk syntéze grafenu jako k ziskavani
grafenu piimo z grafitu, coz umoziiuje vyrobu vysoce kvalitniho grafenu s nizkym
mnozstvim chemickych a strukturnich defektd. Piikladem je metoda ,,scotch tape®, neboli
metoda lepici pasky, kterou je mozné odd¢lit tenkou vrstvu grafenu z grafitu, ¢i se pouziva
chemicka depozice z plynné faze (CVD — chemical vapour deposition). Tyto metody jsou

vSak Casové naro¢né a nevhodné pro masovou produkci. [22]

Zpusoby vyroby se stale vyvijeji a jsou piedmétem zkoumani. Naptiklad ve studii
Byeong-Ju Park et al. (2018) byly bezchybné vrstvy grafenu syntetizovany (pti 150 °C) na
substratu, ktery byl funkcionalizovan ultratenkou katalytickou vrstvou titanu, jehoz afinita
K uhliku je silna. Titan byl pfed a po syntéze grafenu vystaven oxidaci a vlastnosti

substratu ani grafenu tim nebyly ovlivnény. [30]

Velmi slibna a vyuzivana je top down metoda zvana ,flash graphene synthesis®, coz je
syntéza grafenu za pomoci ,flash Joule heating“, které piedstavuje rychlé zahtivani
elektrickym proudem. To doda potiebnou energii na oddéleni vrstev v grafitu, ¢imz je
vytvoren grafen. Tato metoda ma mnoho vyhod. Produkty této metody, jez byly nazvany
»flash graphene®, v sobé nemaji rezidua z oxidacnich a reduk¢nich procest a maji nejméne
defektli v porovnani s ostatnimi v tu dobu (rok 2020) dostupnymi metodami. Dalsi
vyhodou je velmi vysoka produktivita vyroby a dostupnost vstupnich materiali, které musi
byt bohaté na uhlik. To mize zahrnovat naptiklad uhli, ropu, koks ¢i biouhel, avsak lze
vyuzivat i n¢ktery odpad vyprodukovany domacnostmi, jako jsou zbytky potravin, gumové
pneumatiky ¢i plastové lahve. Tento zpusob vyroby slibuje masovou produkci grafenu

0 nizké cen¢ a vysoké kvalité. [31; 24]
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2.2 Biokompatibilita a cytotoxicita grafenu

Prestoze se jedna o latku, jez obsahuje pouze uhlik, existuje obava ohledné zdravotnich
rizik, ktera by mohl grafen piedstavovat. Obavy zejména vyvolavaji jeho kraje, které¢ by
mohly byt ostré a poskozovat buiky, jako se to stavalo s uhlikovymi nanotrubicemi.

V literatute neni ohledné¢ tohoto tématu jednotny nazor.

Naptiklad ve studii, jeZ byla provedena v roce 2010, byl do mysi injektovan (20 mg/kg),
grafen, ktery byl funkcionalizovan polyetylenglykolem. Poté byla sledovana distribuce
jodu-125 (1*%), ktery tam byl téZ navazan, v Easovych intervalech 1 hodina, 6 hodin, 1 den,
3 dny, 7dni, 15 dni, 30 dni a 60 dni a ziskané informace byly ovéfeny pitvou.
Bezprosttedné po vpichnuti latky byl grafen ulozen v rGznych organech, nejvice vSak
Vv organech souvisejicich s retikuloendotelovym systémem (RES), jako jsou jatra ¢i slezina.
Po tiech dnech vétSina orgéni (kromé RES) vykazovala pouze minimalni mnoZzstvi
grafenu. Cast vétsich grafenovych ¢astic (10-30 nm) byla pomémé rychle vylou¢ena Zlugi
do stolice, ¢ast menSich ¢astic byla vylou¢ena v moci. Nejvétsi koncentrace grafenu byla
zjiSténa v jatrech a slezin€, kde zistaly zbytky grafenu, které pomalu, avSak konstantné

Vv pritbéhu Casu ubyvaly. [32]

Ve studii z roku 2013 byl opét do mysi nitrozilné vpraven grafen, jehoz distribuce v téle
byla sledovana vyuzitim konfokdlni Ramanové mikroskopie. Vysledky nasvédcuji tomu,
ze grafen v pocatku inicioval prozanétlivou reakci, na jejiz impuls byla vyvolana reakce

makrofagu, které grafen pohltily fagocytézou a zpusobily jeho degradaci. [33]

Vroce 2019 byla provedena studie, jez zkoumala dlouhodobou biodegradabilitu
a cytokompatibilitu oxidu grafenu, jenz byl modifikovan fosfatem. Testy byly provedeny
exVvivo a bylo zjisténo, ze tato latka byla degradovana a produkty degradace byly

cytokompatibilni s lidskymi mezenchymalnimi kmenovymi bunkami. [34]

Naopak ve studii zroku 2019, ktera se zabyvala nanotoxicitou ruzn¢ velkych castic
grafenu a oxidu grafenu a jez byla provedena ex vivo a in vivo na daniech pruhovanych, se
cytotoxicita potvrdila. Pii experimentech in vitro byly pouzity buniky HEK 293T, coz jsou
lidské embryondlni ledvinové buiiky a bylo zjisténo, ze velké 1 malé ¢astice grafenu i GO

zpusobili vyznamny pokles viability bunék, zvySily poSkozeni DNA a zaroven byly
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produkovany reaktivni metabolity kysliku (ROS — Reactive Oxygen Species), které mohou
zpusobovat oxidacni stres. Pfi in vivo testech bylo odhaleno, Ze vystaveni dénii grafenu
a GO zptsobilo vyvojovou toxicitu a generovalo ROS. Grafen vykazoval vyssi akutni
toxicitu a schopnost snizovat miru pieziti bun¢k, kdezto GO poskozoval DNA a generoval
ROS. Velikost toxicity byla dand mirou oxidace, velikosti castic, koncentraci latek
a citlivosti pouzitych in vitro a in vivo modell. Pro porovnani vlivu velikosti ¢astic byla pfi
koncentraci 100 mg/L viabilita pii pouziti malych ¢astic grafenu 14,57 %, velkych Castic
grafenu 31,30 %, stfednich ¢astic grafenu 75,56 %. Pii stejné koncentraci oxidu grafenu
byla viabilita po vystaveni malych castic GO 63,51 %, velkych castic GO 65,95 %
a stfednich castic GO 86,14 %. Velikost ¢astic tedy hraje v toxicité stézejni roli a nejvyssi
cytotoxicitu vykazuji malé casteCky, nasledované velkymi Casticemi, pfiCemz Céstice
o stiedni velikosti jsou nejméné zavadné. [35] Nicméné zda se, Ze pifi nizsich
koncentracich nedochazi k vyraznému ponic¢eni bunék. [23] Biokompatibilita se také odviji
od metodiky syntézy grafenu, jeho dispergace, pouzitého polymerniho zéakladniho

materialu, formé scaffoldu, povrchovych tprav, ¢i typu bunék. [36]

Toxické vlastnosti grafenu mohou byt potlaceny v pfipadé¢ jeho inkorporace do
polymernich materialt. [36] V experimentalni ¢asti této prace je grafen uloZen
v nanovlakenném nosi¢i a je zkoumana cytokompatibilita celého tohoto kompozitniho
materidlu, kdy je hodnoceno, zda doSlo k synergickému efektu, a zda by tento material

mohl byt pro buiiky vhodny.

2.3 Inkorporace grafenu do nanovliken

Inkorporace grafenu do nanovldken je obvykle provedena piidanim grafenu do
polymerniho roztoku, jenz je poté zvlaknén. Dle studie z roku Heidari et al. (2017), kde
byl grafen zvlaknén v PCL/gelatinovém roztoku (PCL:gelatin 25:75, 50:50, 75:25,
koncentrace grafenu 0,1, 1,5 a 2 hm%), se muze podil grafenu ku polymeru pozitivné
projevit na priméru vlaken, kdy roztok s vys$sim podilem grafenu tvoril tenci
arovnomeérngjsi vlakna do koncentrace 1,5 hm %, coz nejspiSe zapficinila zvySena
vodivost roztoku, ¢imz byl zvySen elektricky odpor na jeho povrchu pii tvorbé Taylorova
kuzelu. Poté vSak zacal primér vldken mirn€ stoupat, coz mohlo byt zptisobeno agregaci

grafenovych nanocéstic, a tim zvySenim viskozity a zhorSeni procesu zvlaknovani.
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Zaroven i1 malé mnozstvi grafenu rapidné zvysilo elektrickou vodivost a pevnost vldken.
Zvléknovani probihalo pfi elektrickém napéti 10-20 kV, rychlost davkovani roztoku byla
0,2-1,8 ml/h a vzdalenost kolektoru byla 15 cm. [37]

Dalsim ptikladem je studie z roku 2020, ve které byla metodou electrospinning zvlaknéna
polyvinylalkoholova (PVA) vlakna s pfidanym rGO, kde byla glukéza pouzita jako
reduk¢ni a stabilizacni ¢inidlo, o koncentraci grafenu 0-1 hm%. Tento material byl dale
kovalentné zesitovan V acetonovém roztoku obsahujicim glutaraldehyd (0,7 hm%)
a HCI (0,05 M). Koncentrace rGO v PVA roztoku byla 0, 0,05, 0,1, 0,3, 0,5 a 1 hm%,
a byl vném dispergovan ultrazvukem. Zvlaknovani probihalo na zafizeni
NanoNC-electrospinning machine (Soul, Jizni Korea), napéti bylo 16-18 kV, vzdalenost
kolektoru, jenz byl piekryty hlinikovou folii, byla 15-17 cm, rychlost davkovani roztoku
byla 10 ul/min. Bylo zjisténo, ze se vzristajici koncentraci grafenu se zvétSoval pramér
vlaken, hydrofobicita a termické vlastnosti. Zaroven se do koncentrace 0,5 hm% snizovala
pevnost Vv tahu a taznost, nejspise vlivem nerovnomérné distribuce grafenu a tvorbé tuhych
acetalovych vazeb glutaraldovymi zesitovacimi Cinidly pii nizkém pH, ale pii dal§im
vzrustu koncentrace pevnost v tahu a taznost opét mirné vzrostly. Pii testech bunééné

proliferace a viability bunky na materialu dobie proliferovaly. [36]

Inkorporace grafenu do nanovldken mize kromé jednoduchého ptidani do polymerniho
roztoku probihat i dal$imi zpusoby, napifiklad vyuzitim metody CVD ¢i vytvofenim
kovalentnich vazeb. [38; 39] Napiiklad ve studii z roku 2012 byl redukovany grafen oxid
(rGO), ktery byl vdisperzi vbezvodém dimethylformamidu, kovalentné spojen
s polykaprolaktonem, a to tak, Ze byly fetézce polykaprolaktonu esterifikaci spojeny
s karboxylovymi skupinami, jez byly na okrajich rGO. Koncentrace grafenu byla 0,1, 0,5,
1 a 5hm% Takto vytvofeny kompozit vykazoval vysokou homogenitu a konzistentni
degradaci zachovavajici pomér PCL a grafenu béhem degrada¢niho procesu. V této studii
byl také pripraven PCL/grafenovy material, kde byl dobfe dispergovany grafen jednoduse
vmichan do roztoku PCL. Obsah grafenu byl 0,1, 0,5, 5 a 17 hm%. Tento material
vykazoval znamky nehomogenity, coZz se odrazilo i na jeho nerovnomérné degradaci.
Produkty degradace nebyly ani v jednom piipadé¢ pro proliferujici buiky toxické, U obou
typt materialt ptfi zvySeni koncentrace grafenu doSlo ke zvySeni elektrické vodivosti

a Youngova modulu, a naopak ke snizeni taznosti. [38]
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3. Dopamin a katecholaminy

Tato kapitola pojednava o dopaminu jako katecholaminu. Zaroven je popsan synteticky

polydopamin a jeho syntéza.

3.1 Dopamin

Dopamin je bézné se v téle vyskytujici neurotransmiter, jenz iniciuje vzruchy mezi
bunikami spojené s jednoduchym odménovym signalem, ale i s mnohem komplexnéjSimi
situacemi, kde zaznamenava dileZitost udalosti ve vn&j$im svété. Spatné fungujici
dopaminovy systém je spojen se vznikem Parkinsonovy choroby, poruchami pozornosti
s hyperaktivitou a muze prispivat i ke schizofrenii. V oblasti psychiatrie nékteré velmi
rozSifené léky funguji pravé na dopaminergnim (tj. tykajicim se dopaminu jako
neurotransmiteru ¢i uvoliiujicim dopamin) mechanismu. Je to jeden ze tii hlavnich
katecholaminli v mozku. Zbylé dva jsou norepinefrin (neboli noradrenalin) a epinefrin

(neboli adrenalin), jejichz syntéza vychazi pravé z dopaminu. [40]

HO

NH
HO 2

Obrdzek 10: Strukturni vzorec dopaminu

3.2 Katecholaminy

Katecholaminy jsou v nizkych koncentracich pfitomny v mozku, kde hraji zasadni roli
Vv regulaci velkého mnozstvi aspektll funkce centralni nervové soustavy. Jsou to derivaty
3,4-dihydroxyfenyletylaminu, tedy obsahuji benzenové jadro se dvéma piipojenymi
hydroxylovymi a jednou etylaminovou skupinou ukon¢enou aminovou skupinou. Tento

fetézec muze mit dalsi substituenty. [41; 42]
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Syntéza katecholaminli probihd na nervovych zakoncenich i v samotnych bunkach.
Nejvyznamngjsim enzymem v syntéze katecholamini je 3,4-dihydroxy-I-fenylalanin
(L-DOPA), jenz je iniciatorem tvorby dopaminu, norepinefrinu a epinefrinu. Tyrosin

hydroxylaza katalyzuje pfeménu L-Tyrosinu na pravé zminény L-DOPA. [41]

L-tyrosin L- dlhydroxyfenylalanin
o (L-DOPA)
OH
DOPA dekarboxylaza
NH, Tyrosin hydroxylaza Dekarboxylaza aromatickych L-aminokyselin
HO
) Noradrenalin Adrenalin
Dopamin (= norepmefrm) (=epinefrin)

OH
HO HO
Fen Ietanolamm
mHZ Dopamin B-hydroxylaza N- myetyltransferaza HN
HO HO N

Obrazek 11: Syntéza katecholaminu
Zdroj: [43], vlastni uprava

CH,

3.3 Princip syntézy polydopaminu na povrchu substratu

Polydopamin je vyuzivanym polymerem pro funkcionalizaci povrchu tkanovych nosict.
Jeho Ucinnost tkvi v pfitomnosti katecholovych a aminovych skupin, jez slouZi jako
kotevni body pro biologicky aktivni molekuly, jako jsou peptidy ¢i proteiny, ¢imZz

podporuje bunéénou adhezi. Zaroven podporuje smacivost. [44]

3.3.1 Synteticky polydopamin

Polydopaminy (PDA), jez jsou syntetizovany oxidaci dopaminu (viz Obrazek 12), jsou
velmi podobné piirodnimu melaninu, coz je polymer v téle se bézné vyskytujici, avSak
oproti polydopaminu obsahujici karboxylovou skupinu. Povrstvovani polydopaminem bylo
inspirovano muslemi, které maji schopnost pfilnout na témét jakykoli povrch vylu¢ovanim
sekretu, ktery obsahuje predevsim dihydroxyfenylalanin (DOPA) a lysin, coz je bazicka
aminokyselina. [45]
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Polymerace dopaminu je mozné dosdhnout vystavenim prostiedi se zvySenym pH
(tzv. ,,pH-induced) (nejcastéji uvadéna hodnota pH 8,5) ¢&i pifidanim oxidantu
(tzv. ,,oxidant-induced*), naptiklad peroxodisiran amonny. Metody lIze i kombinovat, kdy
pfidané oxidanty mohou proces polymerace v zasaditém prostiedi urychlit. Tvorba
polydopaminové vrstvy na polymernim substratu pravdépodobné probiha za pomoci
vodikovych miustkd, n-n vazeb, Wan der Waalsovych sil a ptipadné kovalentnich vazeb
thiolovych a aminovych skupin prostfednictvim Schiffovy baze ¢i Michaelovy adice.
Vyhoda vyuziti dopaminu na povrstvovani je jeho schopnost polymerace na Siroké Skale
substratd, napiiklad kovy a jejich oxidy, polymery ¢i silné hydrofobni povrchy, dale
kontrolovatelna tloustka vrstvy se slibnou trvanlivosti, a predev§im jeho biokompatibilita.
[46; 47; 48]

Naptiklad ve studii Lynge et al. a Steeves et al. bylo prokazano, ze myoblasty a buné¢né
linie osteosarcoma (MG-63) vyrazné lépe adherovaly a proliferovaly na povrchu

povrstveném praveé polydopaminem. [49; 50]

NH-
NH
Oxidation Polymerization
—_—— — =
HO OH HO OH
Dopamine 5,6-dihydroxyindole (DHI)
Polydopamine (PDA)

Obrazek 12: Polymerizace dopaminu
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4. Aktualni literatura tykajici se problematiky funkcionalizace

povrchu nanovlakennych materiali na bazi grafenu

Tato kapitola je vénovana reSerSi odborné literatury, jez se vénuje problematice
povrstvovani povrchu nanovlakennych materialu na bazi grafenu. Je sem zatfazena, jelikoz

souvisi S experimentalni ¢asti diplomové prace.

Ghorbani et al. (2019) elektrostaticky zvlaknili nanovlakenny scaffold, ktery byl uréen pro
aplikaci v kostnim tkanovém inzenyrstvi. Byl vytvofen z polyuretanu (PU), ktery je
schvaleny pro aplikaci in vivo, a GO, jehoz koncentrace byla 1,5 hm%. Zvlaknovani
probéhlo pod napétim 10 kV, vzdalenost kolektoru byla 20 cm, rychlost ddvkovani roztoku
byla 0,2 ml/h. Tento material byl dale povrstven polydopaminem. Pro povrstveni byl
pouzit dopamin hydrochloride (dopamin HCI), ktery se ptidal do roztoku slozeného
z1,5mg/l HCI v 10 mM Tris pufru. Vysledné pH bylo 8,5. Material PU-GO byl poté
v roztoku ponechan po dobu 24 hodin, za stilého michani a v tmavém prostiedi. Po
uplynuti dané doby byl vzorek vyndan, tfikrat proplachnut destilovanou vodou a usu$en na
vzduchu. Vysledny material se oproti nepovrstvenému materialu vyznacoval vyrazné
mensim kontaktnim uhlem a tedy vyssi hydrofilitou, a také lepsi nasdkavosti. Pro urceni
vlivu polydopaminového filmu na bioaktivitu byl proveden test, kde byl material po dobu
28 dni namocen v simulované télni tekutiné (SMF) a poté byla pomoci FESEM
(Field-Emission Scanning Electron Microscopy) sledovana struktura mineralizované
vrstvy hydroxyapatitu, ktery se chemicky velmi podoba anorganické ¢asti kostni matrice,
ajenz byl pfitomen u materiald s PDA. Pfi in vitro bunénych testech buriky dobie
prosperovaly na obou materidlech, nicméné u upraveného materidlu byla pozorovéana vétsi
hustota bunék a jejich Sifeni. Kontrolni dny byly po 1, 3 a 7 dnech a nejlépe proliferovaly
bunky na materialu PU-GO-PDA, poté PU-GO a nakonec kontrolni burniky na plastiku. [51]

V ndvaznosti na tuto studii byly PU materidly pfed povrstvenim funkcionalizovany
plazmou v O2 prostiedi. Hydrofilita a nasakavost se touto upravou jesté vice zvysily, spolu
s mineralizacni aktivitou, jez souvisi s mnozstvim polydopaminu na vldknech. Primeér
vlaken se zvysil vlivem tvorby tlusté vrstvy PDA, a také se zvysila homogenita jeho
nanosu. Pii bunéénych testech bylo zjisténo, ze se bunky (MG-63) na predupraveném

povrchu Iépe rozristaly a vice tvofily vybézky. Ptestoze buiikky v porovnani s kontrolou
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dobfe adherovaly na obou povrsich, vedla nehomogenita PDA vrstvy materialu bez
plazmové Upravy K horSi bunécné adhezi nez u materidlu s plazmovou Upravou. To je

pfisuzovano vét§imu vystaveni bunék nijak nepovrstvenému povrchu. [52]

V roce 2022 byl skupinou Egghe et al. proveden vyzkum, kde byly porovnany vlastnosti
materidlu PCL pfimo povrstveném vrstvou PDA, a PCL, kde pied povrstvenim PDA
probéhla funkcionalizace povrchu plazmou v argonovém prostiedi pro docasné snizeni
kontaktniho thlu. Vedlo k tomu zji$téni, ze coating PDA piimo na hydrofobni substrat
muze vést k jeho nerovnomérné distribuci z divodu nehomogenniho smaceni disperzi na
vSech ¢astech materialu. Povrstvovani probihalo v prostiedi s pH 8,5 pouzitim Tris-HCI
pufru (10mM), do kterého byl piidan dopamin (dopamine hydrochloride) v koncentraci
2 mg/ml. Vzorky byly vlozeny do 24-jamkové desticky a byl k nim ptidan 1 ml tohoto
roztoku. Za stalého michani na orbitalni tfepacce rychlosti 50 ot/min byly vzorky
povrstvovany po dobu 30 min, 2h nebo 4h. Poté byly zlazné vyjmuty a byly dvakrat
proplachnuty destilovanou vodou a vysuSeny pifes noc ve vakuu pii pokojové teploté.
V ptipad¢ vzorkd, jejichz povrch byl predtim upraven plazmou, byl proces povrstvovani
zapocat do 90 minut od plazmové aktivace. Vysledkem byla rovnomérna depozice
polydopaminu, bez bilych nepovrstvenych mist, jako tomu bylo u vzorkl bez ptedipravy
plazmou. Na SEM snimcich nebyla zjisténa vyrazna zména praméru vlaken po povrstveni
PDA. Naopak porovitost byla lehce snizena. Pfi bunétnych testech byly zkoumany
materialy PCL, PCL + plazma, PCL + plazma + PDA, délka experimentu byla 7 dni,
s kontrolnimi dny 1. a 7. den. Bylo potvrzeno zlepseni cytokompatibility obou materialt
s povrchovymi upravami, Kdy po nasazeni bun¢k (HFF, lidské fibroblasty) byl jejich
povrch bunkami zcela porostly, oproti ¢istému PCL, kde jich bylo vyrazné méné
a nepokryvaly nékteré ¢asti materidlu. Materialy upravené kyslikovou plazmou vykazovaly
podobnou bunécnou adhezi a rozvinuti jako na materialu PCL v ¢astech, kde byly buiky
dobte narostlé, avSak s vyjimkou, Ze byly takto narostlé rovhomémné po celém materidlu.
Buiiky na materidlu s PDA byly rovnomérné a velmi husté porostlé, tvofici souvislou

vrstvu. [53]

Ve studii Qian et al. z roku 2018 byla vyrobena integrovana vicevrstva pomoci 3D tisku
a metodou layer-by-layer casting (LBLC), kde se otacel valec s jehlovymi vystupKky, na
ktery byly tryskou nanaSeny vrstvy. Nejdfive byla nanesena vrstva polydopaminu (PDA)

a sekvence arginin-glycin-kyselina asparagova (RGD), pro zlepseni adheze bunék. Ta byla
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prekryta vrstvou PCL s pfidanym jednovrstvym (SG)/vicevrstvym (MG) grafenem (0,1 %,
0,5 %, 1%, 2 %, 4 %) ktery byl rozpustén v dichlormetanu. Po ztuhnuti nasledovala dalsi
vrstva PCL/GR a posledni vnéjsi vrstva byla opét z PDA a RGD. Pti testovani cytotoxicity
bylo zjisténo, ze materialy s 1 % grafenu vykazovaly vétsi viabilitu nez materialy s 2 %
a4 %, které mély negativni vliv na funkci bun¢k a tkani. 1 % materialy vykazovaly také
lepsi bunécnou proliferaci nez 0,1 % a 0,2 %, a proto se vyzkum dale zabyva pouze touto
koncentraci. Po vytaZeni jehel vznikl perforovany tubularni scaffold, na néjz bylyna 1, 3, 5
a 7 dni nasazeny Schwannovy burky. Testovaly se materially PDA/RGD-SG/PCL,
PDA/RGD-MG/PCL, PDA/RGD-PCL a PCL. Do 5. dne nartstaly buiky na vsech
materialech shodné s bezmaterialovou kontrolni jamkou, avsak 7. den byly vysledky na
materidlech sjednovrstvym 1 vicevrstvym grafenem vyrazné lep$i nez u ostatnich

materiald, pficemz PDA/RGD-SG/PCL scaffold byl nejslibngjsi. [54]

V roce 2017 Ferndndez et al. zkoumali mechanické vlastnosti elektricky zvlaknéného PCL
s PDA povrstvenim, a kompozit PCL/uhlikové nanotrubice (CNT). Pfed zvldknovanim
byly CNT vmichany do kyseliny mravenci a byly ultrazvukem sonikovany po dobu
20 minut pro jejich lepsi dispergaci. Poté bylo pfidaino PCL a proces sonikace byl
zopakovan. Nasledné byl roztok zmrazen pii -24 °C a ve vakuu lyofilizovan (-80 °C,
0,4 mbar, 24h) pro eliminaci kyseliny mravenéi. Nasledovalo zvlaknovani pti 21 °C, 40%
vlhkosti, vzdalenosti hlinikového (pro PCL) a médéného (PCL/CNT) kolektoru 20 cm,
napéti 24 kV a rychlosti davkovani roztoku 0,4 ml/h, po dobu 1,5h. Priméry vzniklych
vlaken byly v rozmezi 100-200 nm. Cisté PCL materialy byly povrstveny vrstvou PDA,
kdy dopamin hydrochlorid byl rozpustén v 700 ml Trizma-HCI v koncentraci 2 mg/l. PCL
materidly byly upevnény ve vertikdlni pozici pro zajisténi pfisunu UCinnych latek
a eliminaci usazenin na materidlu. Poté za stalého michani v neuzaviené sklenéné nadobé
probihala polymerace po dobu 1, 2, 3, 5, 8 a 24 hodin. Poté byly materialy omyty vodou,
poveSeny na hacky a usuSeny pii pokojové teploté. Bylo zjiSténo, Ze pii dobé povrstveni
mezi 1 a 3 hodinami byla na vlaknech vytvofena tenka souvisla vrstva PDA (15-27 nm),
jejiz tloustka s nardstajicim Casem povrstvovani silila. Pfi 5 hodinach se na vlaknech
zacCaly tvofit agregaty, jez byly s delsi dobou coatingu vice zietelné. Po 24 hodinach jimi
byl pokryty cely povrch, ¢imZ byla naruSena nanovlakenna struktura, a vySka ndnosu
narostla na témer 40 nm. Povrstveni bylo potvrzeno XPS analyzou. Dalsi testy byly

uskute¢novany s materialem s 1h dobou povrstvovani. Materialy byly zkouSeny v prostiedi
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simulujicim bézné namahani v lidském téle, a to pfi teploté 21 °c A 37 °C. Byla provedena
tahova zkouska a tnavova zkouska v tekutém prostedi pii frekvenci 1 Hz, coz simuluje
klidovy srde¢ni tep. Bylo zjisténo, Ze 0,5 % koncentrace CNT v PCL vlaknech zlepsila
mez unavy. Pii tahové zkousSce bylo zjisténo, Ze se vlivem PDA povrstveni snizil Youngiv

modul z 25,5 MPa na 13,6 MPa pii teplot& 21 °C. [44]

Ve studii z roku 2016 vedenou Zhang et al. byl pfipraven kompozitni nanovlakenny
material polystyren/grafen (PS/GR), ktery byl vyrobeny technologii DC electrospinning
a funkcionalizovan polydopaminem. Material byl uréen jako adsorbent pro determinaci
aldehydovych metabolitl v lidské moci. Cely materidl byl vyroben na filtracnim papite
abyl pouzit pro tenkovrstvou mikroextrakci (thin-film microextraction, TFME). Pro
vyrobu nanovlakenné vrstvy bylo nejdfive 40 mg grafenu ultrazvukem 5 hodin
dispergovano v 10 ml DMF (dimethylformamid). Poté bylo 1,5 g PS rozpusténo pfi zahtati
Vv roztoku a vSe bylo michano 48 hodin pro co nejvétsi homogenitu roztoku. Ten byl poté
zvlaknén. Kolektor byl vzdalen 20 cm a byl pokryt hlinikovou folii a filtraénim papirem.
Napéti bylo 18 kV, rychlost davkovani roztoku byla 0,8 ml/h, doba zvladkinovani 4h.
Nakonec bylo vse suSeno pii 60 °C. Poté byla tato vldkenna vrstva funkcionalizovana
polydopaminem. Nejdifive byl dopamin hydrochlorid rozpustén v roztoku Tris-HCI
(pH 8,5, 10 nM) a metanolu, v poméru 1:1. Koncentrace dopaminu byla 2 mg/ml. Poté byl
vloZen material, na némz se nechal polymerizovat dopamin po dobu 24 hodin. Po vyndani
byl né€kolikrat proplachnut destilovanou vodou a hodinu susen ve vakuu pti 70 °C. Na
TEM (Transmisni elektronova mikroskopie) bylo zjisténo, ze povrch materialu s grafenem
mél listovitou strukturu, coz indikuje, Ze grafen byl nejspiSe inkorporovan ve vlaknech.
Naopak na materidlech povrstvenych PDA byly pfitomny velké shluky castic potvrzujici
jeho pfitomnost. Pomoci SEM a TEM byla potvrzena vrstva PDA 40 nm. Povrstvenim
bylo dosazeno vyznamného sniZzeni kontaktniho uhlu, u materialu PS/GR z137,8°
na74,7°. Tato funkcionalizace vyrazné zlepSila UcCinnost extrakce, k ¢emuz byla
navrhnuta. Doba povrstvovani byla zvolena na zakladé empirickych testt, kdy z ¢ast Oh,
12h, 24h a 36h byla uc¢innost extrakce pii 24h nejvyssi, coz je zdiivodnéno korelaci doby

polymerace se vzrustajici filtra¢ni G¢innosti, ale i s ucpavanim pora. [55]
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EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti byla hydrofilizace PCL materialu s vysokym obsahem grafenu

(PCL:GR 9:0, 9:1, 9:5 a 9:9), aby byla podpoiena adheze a nasledné i proliferace bunék,

jez obvykle preferuji hydrofilni materidly. ZvySeni smacivosti bylo provedeno povrstvenim

polydopaminem, jenz by mél podle literatury zvysit pfilnavost vlivem pfitomnosti

hydroxylovych (katecholovych) a dusikatych (aminovych) skupin, jimiz muze byt na

material navazan.

Vysledné materialy byly poté charakterizovany. Byly zméfeny praméry vlaken, elektricka

rezistivita a kontaktni thel a porovnan vzhled vldkenné vrstvy. Byla potvrzena pfitomnost

polydopaminu. Nakonec byly uskutecnény bunééné testy, kde byla zkoumana cytotoxicita

vyluhu materiald, a byl proveden in vitro test bunééné adheze a proliferace, pti kterém byly

na materidly nasazeny bunky.

Vyroba PCL:GR
nanovlaken

Povrstveni
polydopaminem

Charakterizace
materidlu a potvrzeni
pritomnosti
polydopaminu

Bunécné testy

Primér vladken

Vzhled vldakenné
vrstvy

Elektricka rezistivita

Kontaktni Uhel

Cytotoxicita vyluhu
materiall

In vitro test
bunécéné adheze a
proliferace
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5. Metody

V této kapitole jsou uvedeny vSechny postupy, jez byly pouzity v praktické Casti této

diplomové¢ prace.

5.1 Vyroba PCL:GR nanovlaken

Vlédkna byla vyrobena metodou AC elektrospinning. Nejdiive byl PCL (9 hm. %)
rozpustén v kyseliné mravenci, kyseliné octové a acetonu v poméru 1:1:1. Poté byl pfidan
grafen. Pomér PCL:GR ve 100 g roztoku byl 9:0, 9:1, 9:5 a 9:9. Dle tohoto poméru byly
pojmenovany hotové vrstvy. K lepsi dispergaci grafenu bylo pouzito velmi malé mnoZzstvi
povrchové aktivni latky (jar). Poté probéhlo zvldknovani. Parametry zvldknovani jsou
uvedeny v Tabulce 1. Vznikld nanovlakenna vrstva byla poté slisovana pro snizeni
elektrické rezistivity. Lisovani probihalo na lisu typu HVL 15.2 (Pracovni stroje Teplice,

Ceska republika). Tyto parametry jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 1. Parametry zvidknovani
Parametry zvlakinovani

Napéti 35 kV

Otacky Snekového Cerpadla 600 ot/min

Obvod bubnového kolektoru Im

Vzdalenost kolektoru 200 mm

Rychlost otaceni kolektoru 30-45 ot/min
Priamér hlavy zvlakiovaci elektrody 22 mm
Teplota/vlhkost ve zvlakiovaci komoie 20-21 °C/45-52 %
Doba zvlakiovani 60 min

Tabulka 2: Parametry lisovani
Parametry lisovani

Sila 70 KN
Tlakovani 5 kN/s
Doba lisovani 1ls
Teplota desek 20 °C
Velikost lisovaného vzorku 10x10 cm

Vysledna nanovlakennad vrstva nebyla homogenni (viz Obrazek 13), ale bylo vidét, ze
jedna strana obsahovala vyss§i koncentraci grafenu, jelikoz byla tmavsi nez druha strana. Je

to vidét predevSim u materidlit s nizs§i koncentraci grafenu, hlavné PCL:GR 9:1, mén¢
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u PCL:GR 9:5. U PCL:GR 9:9 nebyl okem rozeznatelny rozdil ve zbarveni vrstvy. Strany

byly pecliveé oznaceny.

PCL:GR 9:0 PCL:GR 9:1 PCL:GR 9:5 PCL:GR 9:9

VRCHNI
STRANA

SPODN;
STRANA
e e )

Obrazek 13: Rozdil ve zbarveni vrchni a spodni strany materidlu

5.2 Povrstveni polydopaminem

Vzorky byly ptipraveny do korunek CellCrown™ (velikost do 24jamkové desticky), vrchni

stranou sméfujici dovniti korunky (viz Obrazek 14).

Obrdzek 14: Pripravené vzorky v korunkach CellCrown
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Povrch vytvotené nanovlakenné vrstvy byl poté funkcionalizovan vrstvou polydopaminu
pro snizeni kontaktniho thlu. K polymeraci dopaminu byl pouzit roztok s pH 8,5. Toho
bylo dosazeno smichanim destilované vody s Tris-HCI. Z literatury je znamé, Ze prostiedi
s alkalickym pH iniciuje samovolnou polymeraci dopaminu. Slozeni lazné je uvedeno

v Tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni povrstvovaci lazné a pouzité vybaveni
SloZeni povrstvovaci lazné

Tris(hydroxymethyl)aminomethane 0,30g
dH20 250 ml
35 % HCI 66 ul

3-Hydroxytyramine Hydrochloride 0,50 g

Nejprve bylo navazeno 0,30 g Tris (Sigma Aldrich, CR). To bylo poté kvantitativnd
ptevedeno do odmérného valce, ktery byl nasledné dolit destilovanou vodou do 250 ml.
Poté byl obsah odmérného vélce pielit do kadinky, do které bylo nasledn¢ napipetovano
66 ul 35% HCI (Penta Chemicals, CR). Nakonec bylo ptidano 0,50 g dopaminu
(3-Hydroxytyramine Hydrochloride) (TCI Chemicals, CR), piidalo se michatko a kadinka
se umistila na michacku znacky DragonLab, na které byla nastavena rychlost 300 otacek za
minutu. Po rozmichani dopaminu byly otacky snizeny na 250 otacek za minutu a bylo
piidano sitko, na které se vnitini stranou dold umistily pfipravené vzorecky (viz
Obrazek 15). V tuto chvili jiz za¢inala lazen Zloutnout. Vzorky byly ponechany v lazni po
dobu ¢tyt hodin. Po uplynuti této doby byly vyzvednuty a proplachnuty destilovanou
vodou nejdtive v kadince, poté stiickou. Nakonec se nechaly piirozené vyschnout po dobu

alespon tii dnii.
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Obrazek 15: Povrstvovaci ldazen

5.3 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Vzorky uréené pro SEM s niz§im pfiblizenim byly na zlaticce Quorum Q150R ES
(Quorum Technologies) pokryty vrstvou zlata 0 vysce 10 nm a dale byly snimany na SEM
TESCAN VEGA SB Easy Probe (TESCAN, Ceska republika). Detailn&ji snimané vzorky
byly pokryty vrstvou platiny o vySce 1 nm, opét na zlaticce Quorum Q150R ES (Quorum
Technologies), a byly snimany na SEM ZEISS ultra plus FE-SEM.

54  Méreni praméri vlaken

Po uspésném zvlaknéni pfipravenych smési byla ovefena velikost a tvar vzniklych vldken.
Byly tedy pfipraveny vzorky, jez byly prohlédnuty na skenovacim elektronovém
mikroskopu (SEM). Na snimcich se zvétSenim 5000x byly poté v programu Imagel ru¢né

zmé&feny praméry vlaken. Na kazdém materialu bylo provedeno 300 méteni.

55 Meéreni kontaktniho uhlu

U vrstev byla také hodnocena smacivost, pomoci méfeni kontaktniho thlu (dpiMAX,

dataphysics, Némecko). Material byl vnitini stranou vzhtiru poloZen na podlozni skli¢ko
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(pfipadné na krajich pfilepen oboustrannou lepici paskou) a na materidl byly kapéany
kapicky destilované vody (objem 1 pl). Pomoci softwaru dpiMAX pro méteni kontaktniho
uhlu byl zméfen kontaktni hel. Pro kazdy materidl bylo provedeno 15 méteni a kontaktni

uhel byl sniman v prvnich péti vtefinach od kontaktu kapky s materialem.

56  Méreni plosné elektrické rezistivity

Na zafizeni Keithley 8009 a Keithley 6517A electrometer (Tektronic, USA) byl zméten
plosny elektricky odpor, ktery byl déle piepocitan na ploSnou elektrickou rezistivitu, coz je
prevracena hodnota plosné elektrické vodivosti, dle vztahu:

priamér vzorku

lo$na rezistivita [Q] = losny od
plosna rezistivita [Q] v7dalenost oloktrod * ploSny odpor

Vzdélenost elektrod byla 3,175 mm. Primér vzorkli bez povrstveni byl 20 mm a primér

vzorkl s povrstvenim byl 9,5 mm.

5.7 Bunécné testy

Pro uskutecnéni bunécnych testli byly vSechny materidly sterilizovany etylenoxidem

(Aprolene, UK) pti 37 °C po dobu 12 hodin. Ten byl poté odvétravan po dobu sedmi dnd.

5.7.1 Cytotoxicita

Aby bylo zjisténo, zda jsou piipadné uvolnujici latky z materialti Skodlivé pro bunky, bylo
provedeno méfeni cytotoxicity dle normy CSN EN ISO 10993-5: Biologické hodnoceni
zdravotnickych prostiedkti — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro. Ktomu byl
pfipraven vyluh ze vSech zkoumanych materidli. Ke 100 g materidlu bylo pfidano
10 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Biosera, Francie), coz je kultiva¢ni
médium pro vyzivu bunék, které obsahuje naptiklad Ziviny, anorganické soli a pufry,
aminokyseliny, rastové faktory, glukézu, vitaminy, proteiny, peptidy a fenolovou cerven
pro kontrolu stavu. [56] Material se s timto médiem ponechal louhovat po dobu 24 hodin
pii teploté 37 °C. Pro zajiSténi stejnych podminek bylo ¢ist¢ DMEM pro kontroly také
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vlozeno do tiepacky. Tyto vyluhy (10 ml) byly pfidany do 100 pl mikrotitracnich desti¢ek
K bunécné linii 3T3 mysi fibroblasty, jez byly nasazeny ptedchozi den v koncentraci
10 000 bun¢k na jednu jamku. Byly ptipraveny i kontroly. Negativni kontrola bylo Cisté
DMEM pridano k buiikam a pozitivni kontrolou byl 0,1 % TRITON-X v DMEM, ktery je
pro buiiky toxicky (jako povrchové aktivni latka narusuje membranu). Nésledovala
inkubace po dobu 24 hodin. Poté bylo vSe odsato a do kazdé jamky se ptidalo 100 pl 10 %
CCK-8 (Cell Counting Kit-8) rozpusténého v DMEM. V zavislosti na metabolické aktivité
bunék dochazi ke zméné€ zbarveni roztoku. PO tfihodinové inkubaci byla na
spektrofotometru Spark (TECAN, Svycarsko) zméfena absorbance pii vlnové délce

450 nm, z niz byla vypoctena procentualni viabilita bunék dle vztahu:

. . primérna absorbance vzorku
viabilita bunék (%) = —— * 100
primérna absorbance NK

5.7.2 Test bunécné adheze a proliferace

Na materidly povrstvené polydopaminem byla nasazena bunécéna linie 3T3 mysi
fibroblasty (10 000 bun¢k v 1 ml DMEM na jeden vzorek). DMEM se pravidelné ménilo
kazdé 2-3 dny. Spole¢né s povrstvenymi materialy byly testovany i materialy bez PDA,
ato pouze PCL:GR 9:0 a PCL:GR 9:9. Jako kontroly slouzily buiiky kultivované na
plastiku. Testovaci dny byly po 2, 7, a 14 dnech od nasazeni bunék, kdy byly dva vzorky
od kazdého materidlu pfipraveny na foceni na fluorescen¢nim mikroskopu Nikon Eclipse-

Ti-E (Nikon Imaging, Ceské republika).

Piiprava preparati na fluorescencni mikroskopii probihala nésledovné: bylo odsato
médium a byl proveden proplach PBS (fosfatovy pufr), coz je fosfatem pufrovany solny
roztok, ktery slouzi ke stabilizaci pH. Poté byly materialy pfendany do nové desticky a byl
ptidan 1 ml 2,5 % glutaraldehyd pro zafixovani vzorka v lednici po dobu 15-20 minut. Ten
byl poté odsat, vSe se opét proplachlo PBS a byl piidan permeabiliza¢ni roztok (1 ml PBS,
1 ul TRITON-X, 1 mg BSA na jamku) pro naruseni bunééné membrany, a tedy umoznéni
nasledného barveni bunéénych jader a cytoskeletu. Doba plsobeni byla 5 minut. Roztok
byl poté odsat a provedl se oplach PBS. Cytoskelety zafixovanych bunék byly poté
obarveny barvicim roztokem slozenym z phalloidinu FITC a permeabiliza¢niho roztoku

v poméru 1:1000. Do kazdé jamky bylo pfidano 300 pl tohoto roztoku a vzorky se nechaly
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inkubovat po dobu 30 minut. Béhem této byly vzorky obaleny v alobalu, aby se k nim
nedostalo svétlo. Toto barvivo bylo poté odsato a buiiky byly opét oplachnuty roztokem
PBS. Jadra byla obarvena barvivem DAPI v PBS v poméru 1:1000. Opét bylo do kazdé
jamky ptidano 300 ul tohoto barviva. Poté byly vzorky inkubovany po dobu péti minut.
Naésledné bylo barvivo odsato a buiiky byly oplachnuty PBS.

Zivotaschopnost pouzitych bundk byla ovéfena pridanim 1 ml 10 % CCK-8 rozpusténém
v médiu do kontrolnich jamek s buitkami bez materialu. Inkubace byla po dobu tii hodin
Vv inkubatoru pii 37 °C a 5 % CO». Poté bylo 200 ul obarveného média piepipetovana do
mikrotitraéni desti¢ky a zkontrolovana na spektrofotometru Spark (TECAN, Svycarsko).

5.8 Statistické zpracovani

Vysledky byly vyhodnoceny v programu Microsoft Excel a nasledné GraphPad.
Z naméienych hodnot se udélal primér a byl urcen 95 % interval spolehlivosti (1S), jehoz
rozsah zndzoriiuji chybové usecky a ktery tika, ze s 95 % jistotou se pramér nachazi
vV daném intervalu. IS byl bud v programu Microsoft Excel dopocitan funkci
CONFIDENCE na zéklad¢ hladiny vyznamnosti (0,05), smérodatné odchylky (SD) a poctu
meéfeni, jejiz hodnota byla pfictena a odeCtena od priméru, ¢i byl automaticky urcen
v programu GraphPad. Vysledky jsou ve formatu pramér = CONFIDENCE. Poté byly
v programu GraphPad vytvoteny grafy a provedeny statistické analyzy. Nejdfive byla
ur¢ena normalita dat dle p-hodnoty pouzitim Shapiro-Wilk testu normality. Pokud byla
p-hodnota vyssi nez 0,05, ptfedpokladalo se Gaussovo rozdéleni. Poté byla zvolena vhodna

analyza rozdilnosti dat.

U dat snormalnim rozdélenim a ptedpokladanou stejnou smérodatnou odchylkou
u datovych sad, byla provedena analyza rozptylu ANOVA. Pii ptedpokladu raznych
hodnot SD bylo pouzito Brown-Forsythe and Welch ANOVA testu. Pii nenormalnim
rozdéleni dat byl pouzit Kruskal-Wallis test. V ptipad¢ sdruzenych dat s c¢asovymi
navaznostmi byla provedena 2way ANOVA. Porovnani datovych sad bylo u¢inéno pomoci
Tukeyho metody vicenasobného porovnani (po 1lway ANOVA a 2way ANOVA), piipadné
Dunnettiv T3 test vicenasobného porovnani (Brown-Forsythe and Welch ANOVA test),

nebo Dunnuiv test (Kruskal-Wallis test).
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6. Vysledky

V této kapitole jsou uvedeny a popsany vysledky, jichz bylo dosaZzeno postupy

zvetejnénymi v kapitole 5.

6.1  Povrstveni polydopaminem

Po povrstveni byla patrnd zména barvy u materidlu z Cistétho PCL v mistech, kde byl
v kontaktu slazni (viz Obrazek 16). U materialu s pfidanym grafenem toto ztmavnuti
nebylo pozorovdno z divodu jiz pfitomného tmavého zbarveni. V nékterych piipadech
byla také pozorovana nehomogenita polydopaminové vrstvy, kdy na materialu PCL:GR

9:0 + PDA zustala viditelna bil4d mista.

Povrstveno

e —

Nepovrstveno

Obrazek 16: Zména zbarveni materialu

6.2 Charakterizace materialu

V ramci charakterizace materidlu byly méfeny pruméry vlaken, kontaktni thel a plosna

elektricka rezistivita. Zaroven byla prokazana piitomnost polydopaminu.
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6.2.1 Struktura vlaken

Ze snimku ze skenovaciho elektronového mikroskopu (viz Obrazek 17) 1ze odhadnout, ze
se jednd pfevazné o izotropni nanovlakennou vrstvu, kde jsou v textiliich s vysokym
obsahem grafenu dobfe pozorovatelné shluky grafenovych vloc¢ek. Dale je patrna vysoka

nehomogenita praimért vldken.

PCL G'R 91,

Obrazek 17: Struktura materialu, 1. rada bez PDA, 2. Fada s PDA
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6.2.2 Prumér vlaken

Vysledky z méfeni pramért vldken rovnéz naznacuji, ze Se procesem povrstvovani
vyznamné nezménily rozméry vlaken, tedy ze nedoslo napiiklad k bobtnani ¢i jejich
poniceni. U materiali PCL:GR 9:1 a PCL:GR 9:9 je mozné si pov§imnout sniZzeni priméru
vlaken. S piihlédnutim k IS, jenz se u materialu t€chto materialti velmi té€sné nepiekryva, je
mozné fici, ze tento rozdil je patrny, ale neni znacny. Statisticky dle p-hodnoty je rozdil
hodnocen jednou az dvéma hvézdickami, nicméné je nutné si uvédomit neparametrické
rozlozeni hodnot a z toho vyplyvajici niz8i pfesnost statistického vyhodnoceni. Vysledky
jsou shrnuty v Tabulce 4 a porovnany na Obrazku 18 a 19. Ve spojeni s histogramy na
Obrazku 20, kde jsou porovnany tfidni Cetnosti primérti, je mozné ziskat uceleny piehled o

velikosti 1 distribuci pruméri vlaken v materialech.

Tabulka 4. Primeéry vidken

PRUMERY VLAKEN
Vzorek  Prdmér [um] 95% IS SD
PUVODNI 9:0 0,606  (0,552,0,660) 0,4753
PCL:GR 9:1 0,652 (0,590;0,713) 0,5392
9:5 0,687 (0,646;0,729) 0,3672
9:9 0,400 (0,374;0,426) 0,2257
POVRSTVENE | 9:0 0,594  (0,535;0,654) 0,5250
PCL:GR + 9:1 0,538  (0,486;0,589) 0,4515
PDA 9:5 0,770  (0,715;0,825) 0,4873
9:9 0,335 (0,313;0,357) 0,1934
Praméry viaken Krabicovy graf priiméru viaken
109 Ns *k ns * 57
1 —_
e € 4
g 0.8 | | | ‘ | I 54
c % c .
£ 0.67 2 31 . & . . .
© © .. P
> > E4
= 0.44 P2 I S
: IR EE G
2 0.2- 2 11 % é % -
; : 2244
OO T T T T T T T T 0 %
oeq'o & o@qw & oeq?) & 0@‘59 & Oeq'o & é}q.» & Ocﬁo') & 0@‘59 &
A I N C P N AN A SO NP N N
QOV é}q Qc,v ..o‘}q' Qo\/ "OQ_Q' Qov ,QQ‘Q' QQ\/ '0‘2‘%9 QQ\/ 'OQP'.‘/ QO\/ .Oeq‘? QO\' 0qu
& & & & & & & &
Material Material

Obrdazek 18: Prumeéry vidken; statistické  Obrazek 19: Box-plot distribuce priiméru
zpracovami — Kruskal-Wallis test (* p<0,0332, vidken
**p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001;

znadi statistickou vyznamnost rozdilnosti dat)
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Priméry vldken se pohybovaly mezi 335 nm a 770 nm. Nejtenci vldkna vykazoval material
PCL:GR 9:9, bez ptitomnosti i S ptitomnosti PDA (400 + 26 nm, 335 + 22 nm). Z boxplotu
a histogramu je také vidét, ze tyto materialy mély malo odlehlych méfeni a Ze byla vlakna
stejnomérnéjsi, nez je tomu u ostatnich materiali. Histogram povrstveného materialu byl
také Spicatéjsi nez u ptivodniho materialu, ktery ma Sirsi distribuci, a jeho pramér se blizi

k medianu. Median PCL:GR 9:9 byl 363 nm a u PCL:GR 9:9 + PDA byl 300 nm.

Naopak nejvétsich priméra vlaken dosahoval material PCL:GR 9:5 + PDA, kde primérna
hodnota ¢inila 770 + 55 nm a median byl 623 nm, spolu s PCL:GR 9:5, jehoz pramér byl
687 £42nm a median byl 673 nm. Z Obrazku 19 a 20 je vidét, Ze ma material
PCL:GR 9:5 + PDA hodn¢ odlehlych méteni, které maji vliv na vysi primérné hodnoty,
coz je vidét na rozdilnosti hodnot priméru a medidnu. U PCL:GR 9:5 bylo odlehlych
hodnot malo a byly posunuty nize, a ze vS§ech materialti se primér nejblize blizil medianu
Z histogramu je patrnd $irS$i distribuce pramérd u povrstveného materidlu a grafy,

pfedevs§im u povrstveného materialu, byly nejméné Spicaté ze zkoumanych vzorkd.

Primér vldken materidlu PCL:GR 9:1 se po povrstveni zménil z 652 + 61 nm na
538 + 51 nm. Z box-plotu a histogramu je vidét, ze PCL:GR 9:1 obsahuje velké mnozstvi
odlehlych hodnot méteni, které¢ velmi vyrazné posouvaji prumér nahoru. Je to vidét i na
hodnotdch medianu, které jsou pro material bez povrstveni 479 nm a pro material
s coatingem 380 nm, coz je znacny rozdil oproti priméru. Na histogramu je vidét velmi

vyrazné zeSikmeni zprava u obou materiald.

U materidlu PCL:GR 9:0 se priimérna hodnota vlaken takika nezménila. Piivodni material
ma primérnou hodnotu 606 + 54 nm a median 468 nm, a prumér upravené¢ho materialu je
594 + 60 nm, s medianem 409 nm. Tyto materialy také vykazuji vysokou nehomogenitu
pruméru vlaken, kdy je opét pfitomno mnoho odlehlych hodnot, coz je vidét na

krabicovém grafu (Obrazek 19) i na histogramu (Obrazek 20).

Distribuce priméra vlaken byla tedy nerovnomérna. U vSech grafli je mozné si povSimnout
zeSikmeni zprava, coZ posouva primér vyse, nez je median. To je dobie vidét na grafu
tiidnich Cetnosti primért vlaken (Obrazek 20) i na krabicovém grafu (Obrazku 19).
Nejveétsi homogenitu pramérd vlaken dle histogramu i dle SD vykazovaly materialy
PCL:GR 9:9 + PDA, poté PCL:GR 9:9 a material PCL:GR 9:5. Tyto se také nejvice
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podobaji normalnimu rozdéleni. Ostatni materidly byly siln€ nehomogenni, kdy nejvétsi

heterogenitu praméra vlaken vykazovaly materidly PCL:GR 9:1, poté PCL:GR 9:0 + PDA,
PCL:GR 9:5 + PDA, PCL:GR 9:0 a PCL:GR 9:1 + PDA.
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6.2.3 Kontaktni uhel

Kontaktni thel uréuje miru smacivosti materialu. Je-li tento thel vétsi nez 90°, jedna se
0 nesmacivy (tj. hydrofobni) materidl, a pokud je uhel mensi nez 90°, je material smacivy
(tj. hydrofilni). Textilie byla smacena destilovanou vodou. Vysledky jsou znazornény

v Tabulce 5 a na Obrazku 21.

Tabulka 5. Statistické zpracovani vysledkii méreni kontaktniho vuhlu
KONTAKTNI UHEL

Vzorek Kontaktni dhel [°] IS SD
PUVODNI 9:0 75,96 (72,02;79,90) 7,362
PCL:GR 9:1 133,11 (129,73;136,50) 6,336
9:5 118,48 (112,30;124,65) 11,54
9:9 132,03 (130,18;133,87) 3,448
POVRSTVENE | 9:0 47,14 (43,42;50,87) 6,957
PCL:GR + 9:1 42,42 (39,03;45,81) 6,341
PDA 9:5 62,50 (55,07;69,93) 13,89
9:9 97,61 (90,73;104,49) 12,86

Kontaktni uhel

150~
o P f”j B PCL:GR

e B PCL:GR + PDA
S 100-
:g 90 I-l--l—-l—d
E
I
= 501
(@]
4

O-

0)0 q'» q{" QQ
Vzorky

Obrazek 21: Vysledky meéreni kontaktniho uhlu se statistickym zpracovanim. Hvézdicky znaci
statistickou vyznamnost rozdilnosti dat (* = statisticky nevyznamna rozdilnost dat, **** = velmi
rozdilna data). Byl pouzit Brown-Forsythe and Welch ANOVA test (* p<0,0332, ** p<0,0021, ***
p<0,0002, **** p<0,0001)

Bylo zjisténo, ze ve vSech piipadech se kontaktni tthel po povrstveni polydopaminem

snizil. Toto snizeni je statisticky vyznamné (viz Obrazek 21). Pivodni materialy byly
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s vyjimkou cisttho PCL hydrofobni, nicméné po upravé kontaktni uhly odpovidaji
hydrofilnim materialim. Vyjimku tvofi PCL:GR 9:9 + PDA, jenz je na hranici smacivosti.
Jeho kontaktni thel se zménil z132,03+1,85° na 97,61 £6,88° U materialu
PCL:GR 9:0 se kontaktni thel snizil z 75,96 + 3,94 ° na 47,14 + 3,725 °. U materialu
PCL:GR 9:1 byl rozdil nejznatelngjsi, a to z 133,11 + 3,39 ° na 42,42 + 3,39 °. Kontaktni
thel materidlu PCL:GR 9:5 se snizil z118,48+6,175° na 62,50+ 7,43 °. Pokud
pomineme propad kontaktniho Uthlu na materialu PCL:GR 9:1, jehoz IS se vSak piekryva
s IS PCL:GR 9:0 a mohou tedy mit stejnou prumérnou hodnotu, tak se da fici, Ze kontaktni

uhel u povrstvenych materialii vzrustal v zavislosti na koncentraci grafenu.

6.2.4 Plosna elektricka rezistivita

V ramci charakterizace materialu byla méfena plosna elektricka rezistivita. Vzhledem
k vodivym vlastnostem grafenu se da jeho pfidanim ocekavat sniZeni rezistivity materialu,
coz mize byt velmi pfinosné pro jeho aplikace napiiklad v oblasti neurologie. Tento
material by mohl byt vhodny pro elektrostimulaci bun¢k a podpofit Sifeni signalti mezi
nimi, pfipadné¢ umoznit pfemosténi mezi pieruSenymi ¢astmi nervi, pokud by byla

schvalena jeho aplikace in vivo. Vysledky jsou znazornény v Tabulce 6 a na Obrazku 22.

Tabulka 6: Plosna rezistivita
PLOSNA REZISTIVITA

Vzorek Plosna rezistivita [Q]

PUVODNI 9:1 3,09*10
PCL:GR 9:5 3,01*10°%
9:9 3,02*10°

POVRSTVENE | 9:1 2,69*10%
PCL:GR + 9:5 1,44*10%2
PDA 9:9 1,44%1012
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PlosSna rezistivita

1020+
E Bl PCL:GR LIS ptvodni
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Vzorky

Obrazek 22: Plosna rezistivita, méreno na zarizeni znacky Keithley

Je mozné vidét, Ze u vSech testovanych materidlii doSlo k vyznamnému zvySeni plo$né
rezistivity, a tedy snizeni vodivosti, a to nejméné o tii fady. Rezistivita PCL:GR 9:1 se po
povrstveni zvysila z 309 GQ na 2,69 PQ (tedy z fadu 10 Q na 10%° Q), dale rezistivita
PCL:GR 9:5 se zménila 3,01 GQ na 1,44 TQ (z 10° Q na 10* Q) a obdobné se zvysila
i rezistivita materialu PCL:GR 9:9 z 3,02 GQ na 1,44 TQ (10° Q na 10 Q). Mohlo by to
byt dano tim, ze vrstva PDA piekryva grafenové struktury na povrchu. V pribéhu méfeni
materidlu PCL:GR 9:0 a PCL:GR 9:0 PDA také nartstal elektricky odpor, coz je nejspise

disledek polarizace materiald. Z tohoto diivodu nebyly do méteni zatazeny.

Bylo provedeno kontrolni méfeni multimetrem TrueRMS SUPERMETER® HHM290
znacky OMEGA™, jenz ma méfici rozsah do 41 MQ. Vzdalenost elektrod byla 1cm
a bylo provedeno 10 méfeni. Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 23.
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PlosSna rezistivita - méfeni multimetrem
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Obrdzek 23: Plosnd rezistivita — mérreno multimetrem

Multimetrem bylo mozno naméfit pouze materidly PCL:GR 9:5 a 9:9, jelikoz elektricky
odpor PCL:GR 9:0 a 9:1 ptesahoval rozsah méficiho pfistroje. Primérma hodnota
rezistivity materialu PCL:GR 9:5 byla 17,97 + 6,49 MQ, po povrstveni 794 + 230 kQ.
Rezistivita materialu  PCL:GR 9:9 se také snizila, a to z3,6+1,766 MQ na
1,01 + 0,369 MQ. Vysledky meéfeni jsou velmi odlisnd od meéfeni na elektrometru
Keithley, jelikoz multimetr nema ptesné definovanou vzdalenost elektrod a pfitlak.
Zaroven na méfeni rezistivity ma vliv i rozdilnd vzdusna vlhkost, jez mize vzorek ucinit

vice vodivym, jelikoZ materidly nebyly pfed méfenimi klimatizovany.

6.3  Prokazani pritomnosti polydopaminu

Pro potizeni snimkd v galerii na Obrazku 24 byla pouzita jind metodika a technika pro
detailnéj$i snimani vzorkli pro hledani vizudlnich dikazi pfitomnosti povrstveni. Na
snimcich povrstvenych i nepovrstvenych materiald je mozné s narGstajici koncentraci
grafenu pozorovat vznik shlukl vlocek, coz je pravdépodobné agregovany grafen. Dale
nekteré z tecek na vldknech by mohl byt 1 povrstveny dopamin, nicméné od grafenovych
shlukl je Spatné rozeznatelny. Tyto body se tedy nedaji povazovat za dikaz povrstveni.
Duikaz uspéSného coatingu je vSak mozné hledat v mistech kiiZeni vldken. U povrstvenych
materialil je mozné v kontaktnich mistech vldken nalézt mistky, jeZ dokazuji pfitomnost
tenké vrstvy substance na vlaknech. U nepovrstvenych materidli tyto mustky nejsou

patrné.
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Obrazek 24: Mista kriZeni viaken — miistky u materialit s PDA. A: kontrola PCL:GR 9:0; B:
kontrola PCL:GR 9:1 a 9:5; C: kontrola PCL:GR 9:9; D: PCL:GR 9:0 + PDA; E: PCL:GR 9:1 +
PDA; F: PCL:GR 9:5 + PDA; G: PCL:GR 9:9 + PDA. Mé¢vitko bylo 200 nm.
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6.4  Bunécné testy

Pro odhadnuti potencidlu zkoumaného materialu v oblasti tkanového inzenyrstvi byly

provedeny bunécné testy, a to konkrétné test cytotoxicity a test bunécné adheze

a proliferace.

6.4.1 Cytotoxicita

Mg¢éfeni cytotoxicity probihalo in vitro. Na spektrofotometru byla zméfena absorbance,
ktera odpovida metabolické aktivité¢ zivych bun¢k po inkubaci s extrakty materiala. Vétsi
absorbance znac¢i vy$$i miru bunééné aktivity. Nasledné byla piepocétena na viabilitu, kde

negativni kontrola (NC) je vzdy 100 %.

Za hranici toxicity je povazovano 70 %. Pokud viabilita klesne pod 70 %, znaci to, ze je
material pro bunky toxicky a vice versa. Pozitivni kontrola (PC) usmrtila vétSinu bunék.

Vysledky jsou graficky znazornény na Obrazku 25.

Viabilita PCL:GR Viabilita PCL:GR + PDA
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Obrazek 25: Viabilita PCL:GR a PCL:GR + PDA; statistické vyhodnoceni Brown-Forsythe and
Welch ANOVA test (* p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001)
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Hodnoty viability nepovrstvenych materiald byly velmi vysoké, kdy materidly
PCL:GR 9:0 a PCL:GR 9:1 dokonce ptedc¢ily NC a jejich hodnoty byly vyssi nez 100 %
(konkrétne 111,14 % a 109,62 %). Se vzristajici koncentraci grafenu meéla viabilita
tendenci klesat, pfesto 1 materidly PCL:GR 9:5 a PCL:GR 9:9 mély hodnoty na stejné
urovni jako NC, a to 102,44 % a 98,58 %. Hodnota viability PC byla 6,51 %. Viabilita
povrstvenych materidli méla lehce horsi, presto vSak velmi dobré, hodnoty. Opét lze
sledovat klesajici tendenci v zdvislosti na obsahu grafenu. Vzorky PCL:GR 9:0 + PDA
a PCL:GR 9:1+ PDA vykazovaly lehce horsi viabilitu v porovnani s NC, a to 97,59 %
a 96,27 %. U materiald PCL:GR 9:5 + PDA a PCL:GR 9:9 + PDA byl rozdil vi¢i NC
statisticky vice znatelny, kdy hodnoty viability byly 90,94 % a 87,43 %. Viabilita PC byla
5,20 %. Vysledky jsou vysoko nad hranici toxicity.

Z prilozenych grafi je tedy vidéet, Zze povrstvené 1 nepovrstvené materidly nebyly pro bunky
toxické. Toto je mozné vidét i na snimcich (Obrazek 26 a 27), kde buriky ve vyluhu dobie
prosperovaly. Buiiky mély protahly tvar, tendenci se dotykat a byly v dobré kondici. Pokud
by byl vyluh pro bunky toxicky, jevily by se bunky kulaté, jako tomu je u pozitivni

kontroly.

Snimky bun¢k po méfeni cytotoxicity — bez PDA

@

PCL:GR 9:0

PCL:GR 9:1 ‘ PCL:GR 9:5 PCL:GR 9:9

Obrdazek 26: Cytotoxicita vyluhu nepovrstvenych materiali, méritko 50 wm. Foceno na Nikon
Eclipse-Ti-E (Nikon Imaging, Ceskd republika)
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Snimky bun¢k po méteni cytotoxicity —s PDA
PCL:GR 9:0 + PDA

PCL:GR 9:1 + PDA - PCL:GR 9:5 + PDA PCL:GR 9:9+ PDA

Obrazek 27: Cytotoxicita vwluhu materidlu s PDA, méritko 50 um. Foceno na Nikon Eclipse-Ti-E
(Nikon Imaging, Ceskd republika)

6.4.2 Test bunécné adheze a proliferace

Testovani probehlo in vitro. Kontrolni dny byly po 2, 7 a 14 dnech, kdy byla obarvena
buné¢na jadra (barvivo DAPI) a cytoskelety (barvivo phalloidin FITC) pro snimani na
fluorescenénim mikroskopu. Zaroven byla méfena metabolicka aktivita kontrolnich bunék,

jez byly kultivovany na plastiku.

Pro vyhodnoceni mnoZstvi bun€k na materidlu bylo na fluorescenénim mikroskopu
z kazdého materialu nafoceno deset snimkii buné¢nych jader obarvenych barvivem DAPI,
pii zvétseni 10x, jez reprezentuje plochu 0,5 mm?, Poté byly programem buiiky na kazdém
snimku spocitany a vysledky byly zprimérovany. Vysledné hodnoty testovani jsou

znazornény na Obrazku 28.

Pii méfeni metabolické aktivity byly buiiky, podobné jako u testu cytotoxicity, vystaveny
pusobeni CCK-8. Po inkubaci (3 hodiny) byla na spektrofotometru zmétena absorbance
média, vnémz byly buiiky kultivovany a které zmeénilo barvu v zavislosti na aktivité
zivych bunék. Tato kontrola podava informaci o stavu bunék. Vysledek je mozné vidét na

Obrazku 29.
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Vyvoj poétu bunék na plose 0,5 mm?
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Obrdazek 28: Vyvoj poctu bunék na plose 0,5 mm2; Vypocteno
programem v MATLABu, metoda "View of field", zvetseni 10x,
snimani obarveni jader DAPI; statistické vyhodnoceni - 2way
ANOVA (* p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, ****
p<0,0001)
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Obrazek 29: Absorbance
kontrol — narist metabolické
aktivity

Na Obréazku 28, ktery znazoriiuje pocet bunék na 0,5 mm? je mozné vidét, Ze buiiky na

materialu s grafenem ani s polydopaminem dobfe neproliferovaly. Po statistickém

vyhodnoceni bylo zjisténo, ze druhy den experimentu nebyly rozdily mezi materidly

statisticky vyznamné. To je mozné vidét i na snimcich na Obrazku 30. Zaroven jiz v tuto

dobu lze pozorovat, ze builkky na materidlu s pfidanym grafenem jsou kulaté, kdezto

u materiali PCL:GR 9:0 a PCL:GR 9:0 + PDA maji lehce protazeny tvar.

Sedmy den je mozné vidét jisté odliSeni materialu PCL:GR 9:0, jez vykazuje dobrou

proliferaci, jeho pocet bun€k je statisticky vetSi nez u vSech ostatnich materidll.
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U ostatnich materialt ale bunécny ndruast stagnuje a s vyjimkou PCL:GR 9:9, jehoZ pocet
bungk je nyni statisticky vys$si nez u materidlu PCL:GR 9:0 + PDA a PCL:GR 9:1 + PDA,
nejsou mezi materialy vyznamné rozdily. Na snimcich na Obrazku 30 buniky na
materidlech s pfidanym grafenem setrvavaji v kulatém tvaru, a naopak u materialt
PCL:GR 9:0 + PDA jsou vyrazngji protdhlé nez sedmy den, pfedevSim u materialu
PCL:GR 9:0, kde je vidét tendence bunék se dotykat.

Ctrnacty den experimentu se zvysil rozdil mezi materialem PCL:GR 9:0, na kterém buiiky
dobfe proliferovaly (pfes 1100 bun&k/0,5 mm?), a ostatnimi materialy, kde se pocet bungk
pohyboval fadové v jednotkach az desitkach bunék/mm?. Také je mozné si pov§imnout, Ze
hodnoty u ostatnich materiald, s vyjimkou PCL:GR 9:1 PDA a PCL:GR 9:5 + PDA, jez se
od sebe lehce lisi, jsou statisticky stejné. U materialu PC:GR 9:0 + PDA je vidét velmi
Siroky interval spolehlivosti. Je to dano tim, Ze na tomto materialu byl jeden shluk buné¢k,
ktery je vyfocen na Obrazku 30, avSak kromé né&j nebyly na vzorku nalezeny téméi zadné
dalsi buiiky. Naopak povrch materidlu PCL:GR 9:0, coz je ¢asto pouzivany a ozkouSeny

material v oblasti tkanového inzenyrstvi, je buiikami husté porostly.

Lze fici, ze z grafenovych materidlli byl PCL:GR 9:5 + PDA pro buiiky vhodnéj$im nez
PCL:GR 9:1 + PDA. Avsak fici, ze materidl PCL:GR 9:5+PDA je nejlepsi
aPCL:GR 9:1 + PDA je nejhorsi s jistotou nelze, jelikoz se jejich IS prekryvaji s IS
ostatnich grafenovych materiald. V prib¢hu experimentu také u grafenovych materiala
nedoslo k vyznamné zméné poctu bunek, coz je vidét i na Obrazku 30. Nicméné se zda,
avSak neni prokazano, ze u materialu PCL:GR 9:9 s povrstvenim i bez, byl nejvyssi pocet
bunék pfitomny sedmy den, a poté se jejich pocet snizil. U materidlu PCL:GR 9:1 + PDA
bunck v prubehu experimentu nejspise ubyvalo, a u PCL:GR 9:5 + PDA naopak piibyvalo,
avSak na hladin€ vyznamnosti 95 % to neni statisticky prokazatelné. Zaroven lze fici, Ze

U materialt bez grafenu bunky vyrazné 1épe proliferovaly na materialu bez PDA.

Stav kontrolnich bunék nasazenych na plastiku je znazornén na Obrazku 29, kde byla
meéfena jejich metabolicka aktivita. Dle vzrustajici absorbance je ziejmé, ze se pocet bunék

V pribeéhu experimentu zvysoval.
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PCL:GR 9:0 + PDA

PCL:GR 9:1 + PDA

PCL:GR 9:5 + PDA

PCL:GR 9:9 + PDA

PCL:GR 9:0

PCL:GR 9:9

100 pm
——

Obrazek 30: Snimky materialu po 2, 7 a 14 dnech porizené fluorescencnim mikroskopem, méritko

100 pm.
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Z testu bunécéné adheze a proliferace bylo zjisténo, Ze buiikky na materidlu neprospivaly
a material s grafenem nebyl pro builky vhodny. Buiiky neproliferovaly ani na materidlu
s polydopaminem, a to i v ptipad¢, kdy se jednalo o Cisty poly-e-kaprolakton. Tyto
vysledky je mozné zdivodnit vice faktory. Je mozné, ze grafenovy material neni pro bunky
vhodny, navzdory dobrym vysledkim bunécéné cytotoxicity. Také je mozné, Ze na
bunécnou proliferaci negativné ptsobil polydopamin, ptipadné Ze nebyla vhodna zvolena
metodika povrstvovani. RovnéZz nelze vyloucit Spatnou sterilizaci materialu, jelikoz na
kontrolach bunky rostly (viz Obrazek 28). Chyba mohla byt také v procesu samotného
experimentu, kdy buiky mohly byt ve $patném stavu z divodu naptiklad nevhodné pasaze.
Nevylucuje se také lidska chyba pfi mozném zaneseni nevhodnych latek do testovanych
materiald. Experiment je nutné zopakovat, nicmén¢ z Casovych divodii toto nebylo

realizovano, ale v budoucnu je to vhodné.
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7. Diskuse vysledkii

Vtéto praci byl pouzit PCL nanovlakenny material vyrobeny technologii
AC elektrospinning (v literatufe obvykle DC), do néhoz byl inkorporovan grafen
0 koncentraci v poméru k PCL 9:0, 9:1, 9:5 a 9:9. To je v porovnani s literaturou, kde se
obvykle pracuje sobsahem grafenu do 2 hm%, velmi vysoka koncentrace. Grafen je
slibnym vodivym materidlem v tkanovém inZenyrstvi vzhledem k jeho potencialu
podporovat riist a diferenciaci nékterych bunéénych linii. Zaroven je vSak siln¢ hydrofobni,
coz je znacnd prekazka pro bunécnou adhezi. Proto byl tento material povrstven vrstvou
polydopaminu, jenz dokaze ptilnout témét na jakykoli substrat a dle literatury podporuje

buné¢nou adhezi a snizuje kontaktni thel [57; 58].

Pro aplikaci povrstveni byl material za stalého michani po 4 hodiny ponechan v lazni
s 0,5 g dopaminu a 250 ml Tris-HCI o pH 8,5, obdobné, jako to délali Ferndndez et al.
(2017) [44], s tim rozdilem, ze jejich doba povrstvovani byla 1,2,3,5,8 a 24 h., kdy bylo
zjisténo, ze pfi reakéni dobé 1-3h byl povrch vlakna pokryt tenkou homogenni vrstvou
0 tloustce 15-27 nm, a pii reakéni dob¢ 5h se jiz zacaly objevovat polydopaminové shluky,
jez s narastem doby povrstvovani piibyvaly. Byla tedy zvolena doba povrstveni 4h, aby
byly co nejvice zachovany vlastnosti vldken, a zaroven aby byla PDA vrstva dostate¢né
silnd pfi zachovani jeji homogenity. Na detailnich SEM snimcich na Obrazku 24 byla
pritomnost PDA vrstvy, kde je vidét tenky film mezi vlakny, potvrzena. Neni vSak jasné,
jakou miru homogenity vykazuje. V téze galerii na Obrazku 24 D (PCL:GR 9:0 + PDA)
jsou také patrné teCky, které by, vzhledem Kkjejich absenci na Obrazku 24 A
(PCL:GR 9:0), mohly znacit poéinajici tvorbu polydopaminovych agregatd, jez jsou vSak
pritomny ve velmi malém mnozstvi. D4 se predpokladat, Zze se zvySenim doby pusobeni

lazn¢ by byla vrstva silngjsi a 1épe viditelna, S vyraznéjSimi agregaty.

Dtikazem uspéchu povrstveni bylo vyznamné snizeni kontaktniho uhlu u vSech materialt.

V tomto ohledu byl experiment uspesny.

Jako dukaz piitomnosti PDA se da povazovat také zména povrchové elektrické rezistivity,
jez se pii méefeni pristrojem znacky Keithley ve vSech ptipadech zvysila nejméné o tad. Je
mozné, ze pii vyssi mife povrstveni by se povrchova rezistivita zvysila jesté vice. Mize to
byt dano tim, ze vrstva PDA piekryva grafenové struktury na povrchu. V reakci na zménu
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elektrické rezistivity je vyhodné pfi funkcionalizaci povrchu vytvofit co nejtenci vrstvu
tak, aby byly dostatecné zménény vlastnosti povrchu, ale aby byl pivodni nosi¢ co

nejméné pozmeénen.

Pti kontrolnim méfeni multimetrem byly naméfeny velmi rozdilné hodnoty. Je mozné, ze
to bylo vlivem rozdilnych klimatickych podminek, napiiklad teplotou ¢i vzduSnou
vlhkosti, jelikoz vzorky piedtim nebyly aklimatizovany. Zaroven byly pro toto méieni
ulozeny povrstvené vzorky a nepovrstvené vzorky na jinych mistech, kdy povrstvené byly
ulozeny v uzaviratelné nadobé¢, kdezto nepovrstvené materidly byly ulozeny ve foliich.
Tim mohly nastat rozdily napiiklad ve vlhkosti vzorkl. Také je mozné, ze byla ptiCina
Vv samotném zafizeni, naptiklad v jeho rozsahu, nedefinovanosti pfitlaku, ¢i v méfeni.
Mohlo se stat, ze pfi tomto méfeni byly elektrody vlozeny hloubé&ji do materialu, ¢imz

mohly narusit svrchni vrstvu.

S piihlédnutim k méfitku lze fici, ze rezistivita materiald PCL:GR 9:5 a PCL:GR 9:9,
s 1 bez povrstveni, byla podobna. Do grafenové koncentrace PCL:GR 9:5 je vSak vidét, ze
se vzristajicim obsahem grafenu ve struktuie klesa plo$na elektricka rezistivita. Toto je
popsano i ve studii Xia et al. [59], kde kromé¢ teploty méla na konduktivitu kompozitniho
materialu grafen-polymer kladny vliv i1 vzristajici koncentrace grafenu. Zkoumali nicméné

jen nizké koncentrace.

Ackoli je vSak grafen povaZovan za vodivy materidl, pfi méfeni elektrické rezistivity se
toto nepotvrdilo. Pfi¢ina mize byt naptiklad v diskontinuité¢ grafenové vrstvy, kdy se

¢astice drzi ve shlucich a netvori souvislou vodivou vrstvu.

Z testu cytotoxicity bylo zjisténo, ze ptivodni ani povrstvené materialy nevylucuji latky, jez
by byly pro bunky toxické. Piestoze je mozné pozorovat trend, kdy se vzrlstajici
koncentraci grafenu klesd bunécéna viabilita, vysledky jsou stile vysoko nad hranici
cytotoxicity. Toto zjisténi vSak neodpovida vysledkim bunééné adheze a proliferace, kdy
byly k materialim nasazeny a dva tydny kultivovany 3T3 mysi fibroblasty, u nichz

bunécna proliferace stagnovala.

Tato stagnace by u materialt s pfidanym grafenem mohla mit pfi¢inu v jeho pfili§ vysoké

koncentraci, ptipadné jeho nehomogennimu rozlozeni. Bohuzel nebylo mozné piesné
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popsat, jak se material povrstvil a jak byl grafen ve vlakenné struktuie rozlozen, dle
snimku jsou ale patrné shluky. Ve studii Qian et al. (2018) bylo zjisténo, ze nejvhodngjsi
nebyly optimalni. Jejich metodika tvorby scaffoldu byla sice velmi odli$na, ale k teorii
ptilisné grafenové koncentrace pfispiva i fakt, Ze mezi materialy v podstaté nebyly rozdily,
coz by mohlo naznacovat, Ze jiz hodnoty nemély kam klesnout. Z grafenovych materiala
jediny, u kterého je mozné tusit, avSak ne potvrdit, lehce rostouci trend V pribé¢hu
experimentu, byl PCL:GR 9:5 + PDA, coz byl material s nejvétsim primérem i medianem
tloustky vlaken, s mnozstvim odlehlych méfeni. Je mozné, Ze z tohoto diivodu byla na
tomto materidlu vrstva PDA rovnomérnéjsi, jelikoz mohla mit povrstvovaci lazen lepsi
piistup k jednotlivym vldknim. Také mohl mit pfiznivEéj$i kontaktni uhel, ktery byl
62,50 + 7,43 °.

Prekvapivé je vSak vyrazné zhorSeni bunécné adheze a proliferace i u materialu
PCL:GR 9:0 po povrstveni PDA, kde pivodni material byl na konci experimentu cely
porostly buiikami, kdezto na upraveném materialu byl jen jeden shluk. Oproti materialiim
s grafenem, na nichz se buinky jevily kulaté, mély ale bunky na bezgrafenovych
materialech protahlejsi tvar a tendenci se propojovat, coz indikuje jejich lepsi kondici.
V literatufe, napiiklad ve studii vyhotovené Sook Hee Ku a Chan Beum Park (2010), kde
byl cisty PCL povrstven PDA obdobnym zptisobem jako v této praci, byl bunéény nartst
vice nez dvakrat vétsi u povrstveného materialu nez u puvodniho [60]. Muze to byt

zpusobeno nehomogenitou povrstveni vldkenné vrstvy.

Spatna dispergace polydopaminu muiize vést ke zhor§ené bunééné adhezi a proliferaci
z diivodu vystaveni bunék nepovrstvenym hydrofobnim castem materidlu. Nelspéch
experimentu pii bunécnych testech tedy mohla zplsobit nehomogenita povrchu materidlu
zptiisobend vysokou hydrofobicitou piivodnich materialli, jez mohla branit disperzi
v proniknuti na néktera mista v materialu. Rovnomérnost povrstveni by se méla zlepsit
napiiklad piedipravou povrchu plazmou tésné ptred coatingem, jako to udélali ve studii
Egghe et al. (2022) [53] a Ghorbani et al. (2019) [52], ptipadné vyuzitim krystalické
nanoceluldzy, coz je biodegradabilni a biokompatibilni hanoc¢astice podporujici smacivost,

pfi zvlaknovani [61].
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ZlepSeni by také mohla pfinést delsi doba povrstvovani, jez byla v této praci 4h, a tim
zvysit polydopaminovou vrstvu, jako tomu bylo ve studii Ghorbani et al. (2019) [51],
jehoz doba povrstvovani byla 24h. Po 4 hodinach sice doslo ke sniZeni kontaktniho uhlu,
nicméné je mozné, ze pii tlustsi vrstvé by se bunky nedostaly do piimého kontaktu
s grafenovym materidlem, ¢i by s nim byly v kontaktu ve zmensSené mife. Druhou stranou
mince vSak mlze byt hrozici ucpani pori pfi ptilis silném nanosu PDA a tim znemoZznéni

migrace zivin a prorastani bun¢k vlakennou strukturou.

Vliv mohlo mit i ¢erné obarveni grafenového materidlu a nastaveni mikroskopu. U bilého
materidlu byly buiiky mnohem Iépe viditelné vlivem lepsiho prostupu svétla a nizsi dobou
expozice. Je tedy mozné, ze byly buriky mén¢ viditelné. Také je mozné, ze grafen, ktery
ma Vvelky specificky povrch, mohl navazovat pouzita barviva, a tim znehodnocovat méteni
[62]. Grafen ma silné absorpéni G¢inky a neni jasné, které vSechny déje tato vlastnost

ovliviyje.

Také mohla byt chyba ve volbé bunécné linie, jelikoz polydopaminovy film muze byt pro

nékteré bunky cytotoxicky a u jinych naopak podporovat adhezi [58].

Nelze vyloucit ani lidskou chybu, kdy mohly byt vzorky kontaminovany, piitomnost
rezidui ze zvlaknovani ¢i z povrstvovaci lazné, chybu samotné lazné, Spatnou sterilizaci

materiald, ¢i Spatnou pasaz.
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Z.aveér

V této diplomové praci se pracovalo s nanovldkennym materialem z polykaprolaktonu
(PCL) a grafenu (GR), ktery byl vytvofen metodou AC electrospinning. Koncentrace
grafenu v tomto kompozitnim materialu byla velmi vysoka, a to v poméru PCL:GR 9:0,
9:1, 9:5 a 9:9. Zdlvodu jeho vysoké hydrofobicity, ktera je ptekazkou pro bunécnou
adhezi a posléze proliferaci, byl povrch tohoto materialu funkcionalizovan vrstvou
polydopaminu (PDA) pro zvysSeni smacivosti. Toho bylo dosazeno, a u povrstvenych
materiali se kontaktni thel vyznamné snizil. Poté byl material charakterizovan, tedy
kromé& kontaktniho thlu byly zméfeny primeéry vlaken, plosna elektricka rezistivita a byla
prokazéna piitomnost polydopaminové vrstvy. Nakonec byly provedeny bunééné testy
cytotoxicity a in vitro test buné¢né adheze a proliferace. Z testu bunééné cytotoxicity bylo
zjisténo, ze vyluhy materiald nebyly ani v jednom piipadé toxické. U nepovrstvenych
materiall byla bunécna viabilita dokonce podpofena. Naopak Vv testu bunééné adheze
a proliferace bylo zji§téno, ze materialy nejsou pro buiikky vhodné. U materiall s pfidanym
grafenem v jakémkoli poméru nartst bunék stagnoval. PCL material s povrstvenim také
vykazoval vyrazn¢€ horsi bunéény narist, kdy byl 14. den experimentu pifitomen pouze
jeden shluk buné€k, oproti ¢istému PCL, ktery byl bunkami zcela porostly. Je vice
proménnych, které ovlivnily experiment, a je té¢zké urcit, co ptesné to zpusobilo. Pfi¢ina
muze byt v nehomogenité materidlu a povrstveni, kdy mohla byt polydopaminem piekryta

jen nékterd mista.

Experiment je tfeba opakovat pro vylouceni lidské chyby (naptiklad vlivem kontaminace),
Spatné sterilizace materiald ¢i Spatné kondice bunék. Také je tfeba zvazit, zda snizit
koncentraci grafenu, jehoz vysoka koncentrace mohla zpisobit netispéch bunéc¢nych testi.
V potencialni aplikaci jako vodivy scaffold ddva smysl pouzivat koncentrace vysoke,
jelikoz bylo potvrzeno, ze vétsi mnoZstvi grafenu znac¢i nizsi elektrickou rezistivitu. Nizsi
koncentrace na druhou stranu jsou dle literatury prospé$né pro bunécnou adhezi
a proliferaci, a vysoké koncentrace mohou byt pro bunky toxické. Pti zachovani vysoké
koncentrace grafenu by zlepSeni mohla pfinést jeho disledné€jsi dispergace, napiiklad
ultrazvukem, pied zvlakinovanim. Zaroven by meéla byt lehce pozménéna metodika
povrstvovani, kdy by byla zavedena pfediprava materidlu plazmou té€sné ptred samotnou

procedurou (v fadu hodin). To by mélo zlepSit rovnomérnost povrstveni material
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hydrofilizaci, jelikoz pfisoucasné metodice je mozné, Ze povrstvovaci lazen vlivem
hydrofobicity materialu neméla pfistup do vSech mist. Bylo by vhodné prozkoumat
i variantu del$i doby polymerace. To by mohlo 1épe piekryt pivodni material a podpofit
bunécnou adhezi, piipadné jesté vice snizit kontaktni uhel, nicméné zaroven je treba brat
V potaz zménéné vlastnosti vlaken, kdy je mozné, ze polydopaminova vrstva zvysuje
elektrickou rezistivitu tim, Ze piekryva grafenové castice, zvysSil by se prumér vlaken,
snizila porovitost a vytvorily by se polydopaminové shluky. ZlepsSeni by dale mohla piinést
zména pouzitého grafenu, kdy by byla pouzita jeho varianta s mén¢ vrstvami, idealné
jednovrstevny. Vliv miize mit i volba pouzité bunécné linie, kterd v tomto piipad¢ byla
3T3 mysi fibroblasty. Za zvazeni by stalo pouzit napiiklad myoblasty, jejichz afinita
k polydopaminu je prokazana, ¢i myS$i neonatalni kardiomyocyty, jez byly ve studii
Li (2021) [63] nasazeny na gelatinmetakrylatovy hydrogelovy scaffold s pfidanym PDA

a rGO a stimulovany elektroSoky, a dobfe prosperovaly.
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