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ABSTRAKT

Diplomovd priaca sa zaoberd pripravou mikrovldknitych Struktir na baze poly(3-
hydroxybutyratu) (P3HB) a jeho kopolyméru s poly(4-hydroxybutyrdtom) technoldgiou
odstredivého zvlakfiovania. Mikrovlakna boli taktiez modifikované pridavkom oligoméru
P3HB a zmikcCovadla. Proces odstredivého zvldkfiovania bol pre kazdy materidl
optimalizovany viskozitou roztoku, molekulovou hmotnost'ou polyméru, rychlostou otacania
zvlaknovace] hlavy a pritomnostou rozpustadla. V ramci optimalizacie bola uprava
rozpustacieho systému pridanim kyseliny mravéej a octovej. Mikrovlaknité Struktdry boli
skimane z hladiska morfologie, mechanickych vlastnosti, zmacania a biokompatibility.
Vlakna P3HB boli taktiez povrchovo upravované roztokmi lipaz k znizeniu ich hydrofobnosti.
Pripravené objemné kokony vladkien maju  vhodni 3D mikrosStruktiru na sledovanie a
testovanie biologickych vlastnosti v prostredi in vitro. Potencidlna aplikdcia mikrovldknitych
Struktar je teda ako 3D nosic¢e bunkovych kultur v in vitro systéme.

ABSTRACT

Master’s thesis deals with the preparation of microfibrous structures based on poly(3-
hydroxybutyrate) (P3HB) and its copolymer with poly(4-hydroxybutyrate) using centrifugal
spinning technology. The microfibers were modified by the addition of oligomer P3HB and a
plasticizer. The centrifugal spinning process was optimized for each material by solution
viscosity, polymer molecular weight, speed of spineret, and presence of solvent. One of the part
of optimalization was the addition of formic acid and acetic acid to the dissolution system.
Microfibrous structures have been investigated in terms of morphology, mechanical properties,
wetting and biocompatibility. P3HB fibers were also surface treated with lipase solutions to
reduce their hydrophobicity. The prepared bulky fiber cocoons have a suitable 3D
microstructure for monitoring and testing biological properties in vitro. Thus, a potential
application of microfiber structures is as 3D cell culture carriers in an scaffolds in vitro system.

KIEUCOVE SLOVA
Mikrovldkna, poly(3-hydroxybutyrat), odstredivé zvlakiiovanie, 3D skaffold, hydrofobilita
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Microfibers, poly(3-hydroxybutyrate), centrifugal spinning, 3D scaffold, hydrophobicity
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1 UVOD

V poslednej dobe dochddza k velkému rozvoju poznatkov v medicinskej a farmaceuticke;j
oblasti novych implantdtov do tela alebo §tadia novych lieciv. Vyskum a vyvoj pre medicinske
aplikacie alebo testovanie novych lieCiv sa nezaobide bez predchddzajicej Stidie na bunkach
v prostredi in vitro. Uz pri sledovani spravania sa buniek in vitro ako je ich rast, adhézia ci
proliferacia alebo diferencidcia v zdvislosti na napriklad vyvijanom materidly alebo lieCive, je
mozné stanovit nasledné kroky d’alSieho vyskumu v tejto oblasti. Biologické testy buniek su
Standardne prevadzané na 2D substratoch spravidla polystyrénovych testovacich dosiek.
Nevyhodou tychto testov vSak je, ze bunky rastd len v jednej rovine. Ich spravanie by teda
neodpovedalo typickému prostrediu in vivo. Pre lepSiu porovnatelnost odozvy buniek
v prostredi in vivo a in vitro je vhodné ich testovanie na 3D nosicoch. Ked'Ze prostredie v zivom
organizme je predovSetkym porézne a ¢asto 1 vlaknitého charakteru, je vhodné pouzit 3D nosic¢
prave o tejto Struktare [1].

Technologiou odstredivého zvlakinovania dochadza k produkeii mikrovléknitej Struktury a za
vhodnych procesnych podmienok vznika pomerne objemna vlaknita Struktira podobnd vate
s porozitou az 95 %. Této technoldgia je pre zamysleny ucel vhodna taktiez z ddvodu
jednoduchosti procesu aj jej cenovej vyhodnosti. Spracovdvany materidl nie je naviac termicky
namdhany.

K uspesnej kultivacii buniek a ndsledné sledovanie spravania sa buniek vplyvom zvolenych
testovanych faktorov na 3D nosi¢och je predovsetkym potrebné, aby material nosi¢a bol
biokompatibilny. Medzi velkd skupinu takychto (biokompatibilnych) materidlov patria
polyhydroxyalkanoaty. Medzi najCastejSie zastupeny a skimany polymér zo skupiny
polyhydroxyalkanodtov patri poly(3-hydroxybutyrdt) (P3HB) ajeho kopolyméry s 4-
hydroxybutyrdtom a 3-hydroxyvalerdtom.

Préca sa preto zaoberd technolégiou odstredivého zvlaknovania materidlu na baze P3HB a ich
kopolyméru V teoretickej Casti je zhrnuty proces vyroby mikrovlakien a materidly vhodné
k odstredivému zvlakiiovaniu. Dalej sa v teoretickej asti nachadzaju mozné povrchové upravy
hydrofébnych povrchov P3HBa potencialna aplikacia mikrovlakien ako 3D nosica.

V experimentalnej Casti je opisana optimalizacia procesu odstredivého zvlaknovania a ndslednd
charakterizicia mikrovldkien z hladiska morfologie, mechanickych vlastnosti zmacania
a biologickych vlastnosti. Diskutovany je vplyv pridavku aditiv a pouzitie kopolyméru poly(3-
hydroxybutyratu-co-4-hydroxybutyratu) na vysledné vlastnosti vlaknitych Struktur.



2 TEORETICKA CAST

V teoretickej Casti diplomovej priace je rozobrand problematika mikrovldkien a ich priprava
odstredivym zvlakiiovanim. Dalej su v praci popisané materialy pouzitelné kich vyrobe,
hlavne so zameranim na polyhydroxyalkanodty. Nasledne je popisand potencidlna aplikdcia
mikrovlaknitych §truktir ako 3D nosice pre bunkové kultiry, tzv. skaffoldy aich mozna
povrchova modifikécia.

2.1 Mikrovlakna

V sucasnej dobe eSte stale neexistuje presnd definicia mikrovldkien [2]. VSeobecne vSak
definicie mikrovldkien suvisia s ich priemerom, dizkou alebo hmotnost'ou vldkna [3]. Pomocou
parametru jemnosti v jednotkach dtex sa mikrovlakna oznacuju ako vlakna v rozsahu 0,31 [4].
Velkost polyesterového vlakna o rozmere 1 dtex je priblizne rovna priemeru vlakna 10 pm [5].
Dalej niekol'ko publikacii uvddza mikrovldkna s priemerom mengim alebo rovnym 10 pm [6].
Vdaka malému priemeru, vicSiemu povrchu, porovite] Struktire mikrovladkien a ich
prispdsobivosti je mozné mikrovlakna pouzit v réznych aplikaciach ako st médny a Sportovy
priemysel, filtracné tkaniny, medicinske aplikdcie, tkaninové inzinierstvo a iné [7].

2.2 Produkcia mikrovlakien

Existuje mnoho technologii, ktorymi je mozné produkovat mikrovldkna. VSeobecne sa
technolégie rozdel'uju podla typu mikrovlakien na: mikrovldakna kontinudlneho typu vldkna
a mikrovldkna s diskontinudlnym usporiadanim [3]. V nasledujucich tabulkéch (Tab. 1,Tab. 2)
je zhrnuty struény prehl'ad jednotlivych technolégii k produkcii mikro—nanovlakien.
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Obr. 1:Typy konjugovaného zvlaknovania [4]



Tab. 1: Prehl'ad technologii k produkcii kontinualnych mikro az nanovlakien

Technolégia Princip Vyhoda Nevyhoda Ref.
Priame Melt spinning Jednoducha a I'ahko Zlomenie taveniny, varidcia hribky[§]
zvlakiiovanie kontrolovatel'na, ziskanie filamentu, upchatie zvlaknovacej

(direct spinning)

Polymér je extrudovany do zvlakiiovacej
hlavice (obsahuje nickolko dier) a tavenina
polyméru prechddza pridom vzduchu.

jemného vldkna, vysoka hlavice, citlivd na obsah vlhkosti

produkcia vldkien, na vyrobu polyméru

netkanej textilie

Solution spinning

Polymér je rozpusteny vo vhodnom

rozpustadle a extrudovany zo zvlakinovacej
hlavice v koagulacnej nadrzi (wet spinning)
alebo v odparovacej komore (dry spinning).

Vhodny
polyméry (wet spinning),

na tepelne citlivé Pomal§i proces zvlaknovania ako [9]

meltadry spinning, zvySkové

Flexibilny proces zvlaknovania necistoty (wet spinning), nutnd
(dry spinning), vhodny (dry),

pozvlakiiovacia  uprava

k produkcii ultra-jemnych vldkien vysok4 teplota

Konjugované Spriadanie/zvlaknovanie mikrovlakien Pomer zloZiek a tvar jednotlivych Naro¢né farbenie vlakien [3][10]
zvlakiiovanie s viacerymi  typmi materidlov. Medzi komponentov je rdzny

najznamejsie  technoldgie konjugovaného

zvlakiovania patri island-in-an sea,

separdtny a multyvrstevnaty typ.
Polymer blend Touto metédou sa vyrdbaji konjugované Vldkna z dvoch polymérov Neziskavaji sa ultra-jemné vldkn4,[3]
spinning vlakna vytlaCanim a tahanim zmieSanej Casty rozpad vlakien pocas

polymérnej taveniny z dvoch zloziek.

zvlaknovania, stabilita zvlaknovania

z4visi na kombindcii polymérov
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Tab. 2: Struény prehl'ad technologii k produkcii diskontinualnych mikro az nanovlakien

Technologia Princip Vyhoda Nevyhoda Ref.
Melt-blown Tavenina  polyméru je cez trysku Rozmer vldkien 1-10 um Jemn4, slaba siet’ mikrovlakien [11]
Spunbond zviakiiovacej hla\fy vysokou  rychlostou Objemn4 vyroba mikrovldkien Vysokorychlostny prid hortceho [12]
rozfukovana horicim vzduchom. Vldkna sa [13]
nisledne zachytdvaji na pdsovom alebo Varidcia priemerov vlakien pri vzduch
rotaénom kolektore. melt-blown oproti spunbond
Podobny proces zvlakiiovania ako melt- Filtraéné textilie zo spunbond
blown. Rozdiel je v zostave formy, pri melt- a melt-blown procesu st schopné
blown technolégii sa prid vzduchu zbieha spdjat’ sa sinymi netkanymi
rovnobezne s vlidknom  vychddzajticeho Struktirami, mozna
z trysky. Pri spunbonde je prid horiceho funkcionalizécia vlakien
vzduchu v kolmom pride k vznikajicemu
vldknu
Elektrospinning  Pri elektrospinningu prechddza vysoké Nanovldknité textilie, Vysoky Vysoké napitie (SkV-60kV), [14]
elektrostatické napéitie cez kvapku roztoku pomer povrchu k objemu vysoké vstupné aprevddzkové [15]
polyméru. Po prekonani povrchového napitia naklady, obmedzené pouzitie
kvapky je z hrotu kapilary produkovany prud rozpustadiel, vodivy  roztok
nanovldkien, ktoré dopadaji na kolektor. polyméru
Centrifugal Roztok polyméru je nadavkovany do Objemnejsia produkcia vlakien vo [16]
spinning zvlakiovacej hlavice. Pésobenim odstredivej forme kokénu oproti [17]
(odstredivé sily dochddza k zvlakfiovaniu z roztoku elektrospinningu, nepouZzivanie
zvlakiiovanie) a vlakna dopadaju na kolektory. vysokonapétového
elektrostatického pola, cenovo

vyhodna produkcia mikrovldkien




ZvySeny zaujem o mikrovldkna je v oblasti tkaninového inzinierstva (TE), ako mozna aplikacia
v regeneracne] medicine, nahrade poSkodenych organov a ndhrada testovaniu liekov na
zvieratdch [18]. Vacsina ludskych organov alebo tkaniv ma mikro—nanovlaknita Struktaru.
Preto sa TE zaobera aj vyvojom skaffoldov (nosi¢ov). Skaffoldy predstavuji porézne Struktiry
vyrobené z biologicky odburatel'nych materialov. Ich hlavnou funkciou je podpora proliferacie,
diferenciécie, signalizcie bunka-bunka, produkcie biomolekil a tvorby extraceluldrnej matrice
(ECM) [19]. Zakladné poziadavky na skaffoldy sd [20] sd: (i) vhodna makrostruktira na
podporu bunkovej proliferdcie, (ii) dobre definovand geometria pérov s vysoko poréznym
povrchom a mikrostrukturou, ktora umoziuje rast buniek, (iii) optimalna velkost pérov na
podporu regenerdcie tkaniva a zabrdnenie uzatvdraniu pérov, (iv) vhodnd povrchova
morfoldgia a fyzikdlno-chemické vlastnosti na podporu intraceluldrnej signalizacie a riadeného
bunkového rastu. Okrem toho musi materidl skaffoldu vykazovat biokompatibilitu a
degradovat’ predvidatel'nou rychlostou (pokial’ sa pouzije skaffold in vivo).

Technoldgie elektrospinning a odstredivé zvlakiiovanie patria medzi dobre zname a Casto
pouzivané technoldgie k priprave mikro—nanovldknitych skaffoldov [21] [22] [23] [24] [25].
Rozdiely medzi elektrospinnigom a odstredivym zvlakiiovanim, ako je zobrazené v tab., su
dovodom preco k produkcii mikrovlaknitych Struktar bola pouzita technoldgia odstredivého
zvlaknovania. V nasledujucich kapitolach je podrobnejSie popisany proces odstredivého
zvlakniovania, a materidly vhodné k produkcii touto technolégiou.

2.2.1 Odstredivé zvlaknovanie

Vo vSeobecnosti zvlakinovanie je schopnost’ natiahnut’ kvapalinu do vlakna. Téato schopnost’ je
podmienend niekolkymi faktormi ako su gravitacia, zotrvacnost, odpor vzduchu a silami
povrchového napitia. Velkost tychto faktorov zavisi na prevadzkovych parametroch, ako je
napr. geometria zvlaknovacej dyzy a jej teplota, a na vlastnostiach zvlakiiovacej tekutiny [26].

Zariadenie odstredivého zvlaknovania sa sklada zo zvlakfiovacej hlavy obsahujicej roztok
polyméru, motora, ktory roztaca zvlaknovaciu hlavu, a kolektorov, na ktoré dopadaju vldkna.
Technologia odstredivého zvlakinovania je zobrazena na Obr. 2.
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Obr. 2: Schéma procesu odstredivého zvlakiniovania [27]

Proces odstredivého zvlakiiovania prebieha v troch fazach. V prvej fazy je roztok polyméru
nadavkovany do zvlakniovace; hlavy. Po roztoCeni zvlaknovacej hlavy posobi na roztok
niekol'ko sil (frikéna, gravitacna, odstrediva a povrchové napitie roztoku). Ako sa zvlakiiovacia
hlava otaca, kvapka roztoku dosahuje spodného okraja zvlaknovacej dyzy pdsobenim
odstredivej sily. V druhom §tadiu je kvapka roztoku vylucena zo zvlakinovacej hlavy, pokial je
prekonané povrchové napétie roztoku odstredivou silou. V tretom S§tadiu dochadza k produkcii
vlakien. Vylucena kvapka roztoku prechddza zakrivenou trajektériou, rozpustadlo sa odparuje
a vldkna dopadaju na stenu kolektora. Pokial’ je odstrediva sila prili§ vel'kd dochadza k tvorbe
kvapiek polyméru [28].

Medzi komercne velkoobjemové pristroje k velkovyrobe polymérnych nano—mikrovldkien sd
FiberRio’s Cyclone FE 1.1M/S aCyclone FS 1.1 zalozené na patentovej technologii
Forcespinning® [29].

2.2.1.1 Faktory ovplyviiujuce odstredivé zvldakiiovanie

Produkcia vldkien bez defektov procesom odstredivého zvlakinovania je ovplyviiovana
mnohymi parametrami ako su vlastnosti roztoku a procesné podmienky [30]
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Vlastnosti roztoku

e Povrchové napitie
e Viskozita roztoku
e Molekulova hmotnost’ polyméru

Procesné parametre

Rychlost’ otacania zvlaknovacej hlavy
e Priemer a tvar dyz, ihiel

Vzdialenost kolektorov

Teplota, vlhkost’

Technoldgiou odstredivého zvlakiiovania je mozné pripravit’ vlakna z rdznych biopolymérov
ako st kyselina polymliecna (PLA) [31], [32] , polykaprolaktén (PCL) [33], [34] P3HB [35].

2.3 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patria medzi skupinu syntetickych biopolymérov, ktoré su
produkované baktériami roznych typov. Baktérie produkuji PHA ako svoj zdsobny zdroj
energie pri podmienkach s obmedzenym mnozstvom zivin (dusik, fosfor, kyslik, sira alebo
hor¢ik) a s prebytkom uhlika [36]. Obsah PHA v podobe cytoplazmatickych inkldzii tvori az
90 % suchej hmotnosti baktérie [37] [38]. Existuju tri skupiny PHA (Obr. 3) na zaklade poctu
uhlika v monomérnej jednotke: PHA s kratkym retazcom (short-chain-lenght(SCL))
s obsahom 3-5 uhlika, so stredne dlhym retazcom (medium-chain-lenght(MCL)) obsahujici
6-14 atémov uhlika a s dlhym retazcom (long-chain-lenght(LCL)) s poctom uhliku nad 14.
Medzi SCL PHA patria poly(3hydroxybutyrdt) (P3HB), poly(4-hydroxybutyrit) (P4HB)
a poly(3-hydroxyvalerdt)  (P3HV).  Poly(3-hydroxyhexanoat) = (P3HHx)  a poly(3-
hydroxyoktanodt) (P3HO) patria medzi MCL PHA [39]. PHA su biokompatibilné,
biodegradovatel'né, dobre spracovatelné, netoxické polyméry [39]. Mechanické a tepelné
vlastnosti PHA sa odlisuja v zdvislosti od monomérnej jednotky, vid’ Tab. 3 [38].

R O

\O \OH

m

n
Obr. 3: Vseobecny vzorec PHA, kde R je H alebo alkylova skupina
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Tab. 3: Charakteristické teplotné (teplota topenia T, teplota sklovitého prechodu 7,) a mechanické
vlastnosti PHA v porovnani s PP, PE [40]

Polymér T.[°C] T, [°C] Pevnost’ v 'ahu [MPa] Ta¥nost’ [%]
P3HB 173-180 5-9 40 6
P4HB 60 =50 104 1000
Polypropylén (PP) 170-186 -10 29,3-38,6 400-900
Vysokohustotny 112-135 -80 17,9-33,1 12-700
polyetylén (HDPE)
Nizkohustotny 88-130 =36 15,2-78,6 150-600
polyetylén (LDPE)

2.3.1 Poly(3-hydroxybutyrat)

Medzi najvyznamnej§i a prvy produkovany polymér zo skupiny PHA bol poly(3-
hydroxybutyrdt) (P3HB) [41]. Aj napriek tomu, ze je P3HB produkovany rdéznymi
biosyntetickymi cestami pocas fermentacie, vykazuje retazec P3HB 100% izotakticitu v R
konformacii monomérnych jednotiek (Obr. 4) [13]. Vd'aka tomu P3HB vykazuje vysoky stupeni
biodegradability [42].

o)

o O
I
w

Obr. 4: Poly(3-hydroxybutyrat)
Chemické vlastnosti

Molekulova hmotnost P3HB sa odvodzuje od typu baktérii, podmienkach pri produkcii P3HB
a extrak¢nej metody amoze variovat od 50 000—-1 000 000
[10.3144/expresspolymlett.2014.82]. Ako najCastejSie rozpustadlo PHA je chloroform. P3HB
je naviac rozpustny aj v kyseline octovej, o poskytuje ekologickejsiu ndhradu za chloroform
[14; 15]. Anbukarasu a kol. zistili pri pripravach foélie z P3HB, ze ndhradou chloroformu za
kyselinu octovi sa ziskaji podobné vlastnosti félii ako u félidch ziskanych odparenim
chloroformu [43].

Fyzikalne a mechanické vlastnosti
Vysoky stupen krystalinity P3HB, okolo 60-70 %, vyrazne ovplyviiuje mechanické a fyzikalne

vlastnosti, ako je krehkost a tuhost materialu. Prave vysoka krehkost polyméru casto
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obmedzuje jeho pouzitie bez prisad [13]. Naviac s casom moze P3HB rekrystalizovat a menit
tak svoje vlastnosti [42].

Vlastnosti tuhého a krehkého P3HB je mozné zmenit zaClenenim d’alSieho monoméru akym je
3-hydroxyvalerat (3HV) alebo 4-hydroxybutyrit (4HB). Vysledné vlastnosti kopolymérov st
mikké, pruzné, huzevnaté s vysokou taznostou [36].

2.3.2 Poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)

Kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrit) (P3,4HB) je jednym z dolezitych
materidlov pouzivany v medicinskych a farmaceutickych aplikdcidch, vd’aka prirodzenému
vyskytu 4HB v mozgu, srdci, peceni, oblickach a svaloch. Zaclenenim 4HB monoméru sa ziska
kopolymér s roznymi fyzikdlnymi a mechanickymi vlastnostami (Tab. 4). Pritomnostou 4HB
v retazci P3HB sa znizuje vysoka kryStalinita P3HB

Tab. 4: Fyzikalne a mechanické vlastnosti kopolymérov P3,4HB [44]

Obsah 4HB [mol %]

Vlastnosti
0 16 64 78 82 90 100
Tn[°C] 178 130 50 49 52 50 53
T, [°C] 4 =7 =35 =37 -39 —42 —48
Krystalinita [%] 60 45 15 17 18 28 34
Pevnost’ v ahu (MPa) 43 26 17 42 58 65 104
Taznost’ (%) 5 444 591 1120 1320 1080 1000

24 Povrchova uprava

PHA st sl'ubnymi materialmi v 3D bunkovych strukturach vd’aka vysokej biokompatibilite in
vitro [45] [46] [47] [48] [49] [50] [51] [52]. Vlastnosti polymérov ako st chemicka Struktura,
povrchova energia ¢i hydrofobnost” hraji dolezita rolu v zivatoschopnosti buniek a ich rastu.
Medzi najcastejSie metody k zlepSeniu bunkovej adhézie a rastu na PHB substratoch je mozné
dosiahnut’ enzymatickou, chemickou a fyzikalnou (napr. zmenou vel'kosti porov) dpravou [53].

Enzymatickou dpravou pomocou lipdzy a kyselinou hyaluronovou (HA) sa zaoberali Wang a
kol. Zistili, ze aplikaciou lipazy, HA aich kombinaciou na foliach zP3HB a PHBHHx dochadza
k poklesu kontaktného uhlu vody oproti neupravenym félidm. Proliferdcia buniek (linia mySich
fibroblastov L929) na 3D skaffoldoch upravenych lipazou bola najvyssia, u 3D skaffoldu
PHBHHXx bol az takmer dvojnasobna v porovnani s referenciou [54]. Zhao a kol, taktiez
porovnavali vlastnosti folit P3HB a PHBHHXx a ich zmesi upravenych lipazou. Zistili, Ze rast
buniek L.929 na foliach so zvySujucim obsahom PHBHHXx rastie a na folii PHBHHXx je az 56-
nasobne vicsia ako u P3HB folie. Pretoze lipaza napada primarne esterové vazby, je mozné
predpokladat’ chemické a fyzikalne Struktirne zmeny. Kedze Stiepenim esterovych vézieb
vznika na povrchu mnozstvo hydroxylovych skupin, moze to mat za nasledok zmenu
hydrofébnosti P3HB, resp. PHBHHX filmu [55].
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Zmenu chemického zlozenia povrchu substratov k prispdsobeniu adhéznych a zmacanych
vlastnosti je mozné docielit posobenim plazmy [56]. Xiang-HuaQu a kol. k povrchovej dprave
PHBHHXx filmov pouzili plazmu v pritomnosti bezvodého amoniaku. Po pdsobeni plazmy
doslo k znizeniu kontaktného uhlu vody. Naviac proliferdcia buniek (l'udské endotelové bunky
z pupocnikovej zily (HUVEC)) plazmou modifikovanych félii bola vyssia ako na Cistych
foliach PHBHHx [57].

2.5 Potencialna aplikacia pripravenych mikrovlaknitych Struktar

Jednou z moznych aplikéacii, ktoré vyuzivaju mikrovlaknitu Struktaru je sledovanie spravania
sa bunkovych kultar. Bunkové kultiry sa vyuzivaju v biologickych, biochemickych
a biomedicinskych vyskumoch. Vdaka tomu, ze su bunkové kultury dobre definované,
umoziiuju pracu sjednym typom buniek. Je tak jednoduchSie pdsobit’ na cielové bunky
a kontrolovat’ reakciu na externé podmienky (toxiny, lieCiva atd’.) [58]. DoterajSie zistenia
mnohych biologickych procesov boli ziskané na zdklade pozorovania populdcii buniek
v rovinnom priestore (2D). V zivom organizme je vSak spravanie buniek ovplyvnené okolitym
mikroprostredim bohatym na informacie, ako su zlozky extracelularne; matrice, pritomnost
iného typu buniek aich sekréty. Preto procesy pozorované in vitro v 2D priestore, Casto
neodpovedaju priebehu reakcii v in vivo [59]. Pri obyvani buniek na 2D substratoch sid bunky
vystavené dramatickej adaptacii k prezitiu z ddévodu nedostatocného prostredia ECM.
Nasledkom toho sa mdze zmenit’ metabolizmus buniek a klesnat’ ich funkénost’ [60].

Procesy odohrdvajice sa vin vivo, ako je napr. bunkova adhézia, je mozné priblizit
pozorovanim spravania sa bunkovych kultir v in vitro 3D substratoch. Vyrazne rozdielnym
znakom bunkovych kultir na 2D a 3D substratoch je rozdielna morfoldgia buniek. Bunky, ktoré
su pestované na 2D substratoch, maji plochy tvar a moézu sa §irit’ len v horizontdlnej rovine
avytvorit' tak prilnava vrstvu. Dosledkom toho moéze nastat, ze bunky budi podliehat
apikdlno-bazalnej polarite. Pre urCity typ buniek, napr. epitelové, je tato polarita vyznamna.
Neprirodzena je vSak pre vacsinu mezenchymalnych buniek, u ktorych je typicka hviezdicova
morfoldgia [1]. Rozdiel morfolégie buniek na 2D a 3D nosi€och je zobrazeny na Obr. 5.
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Sklo potiahnuté kolagénom (2D)

b) Nutena
apikalna bazélna
polarita

a) Chybaju
rozpustné
gradienty

c) Suvisla vrstva
matrice

d) Neobmedzené
Sirenie a migracia v
Xy

f) Vysoka tuhost
(GPa rozsah)

e) Adhézie
obmedzené na
x-y dosku

Kolagénovy gél (3D)

b) Ziadna predpisana

polarita

a) Pritomné
rozpustné
gradienty

c) Diskrétne
matricové fibrily
—

d) Sirenie a

migracia stericky

branené

f) Nizka tuhost
(kPa rozsah)

e) Adhézie
rozloZzené vo

vietkych troch
rozmeroch

Obr. 5: Adhézne, topografické, mechanické podnety s ktorymi sa bunka stretdva v 2D a 3D
substratoch. Podnety st vyrazne odlisné medzi 2D sklenenym povrchom potiahnutym kolagénom
a typickym 3D substrdtom ako je kolagén [1].

Aplikaciou mikrovlaknitych poréznych Struktar v 3D kultivacii buniek sa dosahuje lepSieho
predpokladu spravania sa a usporiadania buniek v in vivo. 3D kultivicia buniek prebieha na
viacvrstvovych ¢i poréznych skaffoldoch. Vdaka svojej vysokej poérovitosti je bunkam
zabezpeCeny dostatoCny transport kyslika a zivin. Prostrednictvo 3D poérovitej Struktare
skaffoldu dochéddza k vyraznejSej proliferacii a migracii buniek [61]. Za idedlnych podmienok
by mala 3D pérovita Struktira pozostavat’ z 90 % pérov [62]. Vhodna vel'kost’ porov je vSak
rozdielna pre kazdy typ buniek. Napr. velkost’ porov 200400 pum k produkcii kostného tkaniva
[63], pre rast buniek hladkého svalstva je vhodna velkost porov 50-200 um [64]. Péry
o vel'kosti viac ako 400 pm v§ak znizuji kontaktny pomer medzi bunkami [65].

Réznorodost’ vyroby 3D poréznych skaffoldov z niekolkych materidlov je vysSia ako u 2D
substrdtoch. 3D substraty by mali spifiat’ zdkladné strukturne a materidlové podmienky [60].
Cielom dizajnu 3D nosica bunkovej kultary je o najviac napodobnit prirodzené vlastnosti
ECM v in vivo systéme. Lee, J. a kol. ako prvi spisali kritéria 3D bunkovych nosicov zo
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strukturalneho a materialového pohladu. Strukturalne vlastnosti boli rozobrané z makro az
nano meritka [60]. Zhrnutie z r6znych rozmerovych pohl'adov je na Obr. 6.

K vyrobe 3D nosi¢ov sa pouzivaju prirodné a syntetické polyméry. Kompozit oboch typov
materidlov nachadza taktiez uplatnenie [66]. Hlavnym parametrom k vyberu materidlu je jeho
biokompatibilita. Dal§imi parametrani si zmacavost, biodegradovatelnost & mechanické
vlastnosti. Pretoze ECM je plne hydratovany gél, kIicovym faktorom je zmacanie [60].
Materidly s viac hydrofilnym charakterom lep§ie napodobiiuji vodny roztok v in vitro. Vd'aka
tomu sa hydrogély pouzivaji v 3D substratoch [60] [67]. Alginit je jednym z hydrogélov
pouzivanym na vyrobu 3D nosicov [68] [69] [70]. Obmedzenim algindtovych gélov je ich
nedostatocna bunkova adhézia [71]. Medzi d’alSie syntetické polyméry vyuzivané k vyrobe 3D
nosic¢ov patria poly(mliecna-co-glykolova kyselina) (PLGA), poly(etylénoxid)(PEO) [23] [72],
PLA [73] [21], PCL [74] [75].

i Nanomaterialy
of napr.) 3D peptidovy
W gél

MieSanie s
nanomaterialm

¥ napr.) nanokrystaliky
hydroxyapatitu

¥ procesné podmienky
napr.) PLLA
nanovlaknity skaffold

Povrchova Gprava

skaffoldu
9= 5v=, 5N | [ . NaOH -tprava
HEEE 4’/ | \ o na PLGA skaffold
Jednoducha tvarovana 3D matrica na baze formy §pongiovité 3D mikrostruktira
) A %] . . 3 an6 . -6 4n-9
Makro mierka (107-10™ m) Mikro mierka (10™-10" m) Nano mierka (107-10" m)
e Tvar a velkost 3D matrice ® Vniitorna norézna Struktira ® povrchova topografia
© Velkost a tvar anatomickych defektov o transport hmoty a mechanicka integrita © Pociatocné bunkové reakcie |
€ Zapadaju do testovacej dosky alebo bioreaktora | © 3D bunkové organizacia

Obr. 6: Pohl'ad na 3D nosi¢e z makro az nano rozmerov [60]
2.6 Charakterizacia povrchovych vlastnosti vlaknitych Struktar

Ked'ze mikrovlaknité struktiury budi pouzité pre sledovanie spravania bunkovych kultur, ktoré
sa predovSetkym nachéadzaja vo fyziologickom roztoku, je kI'i¢ovou vlastnost'ou hydrofilnost
vlakien.

2.6.1 Zmacanie a nasiakavost’ vlakien

Pri interakcii vldkno-kvapalina dochddza k zakladnym mechanizmom ako st zméacanie
a nasiakavost, ktoré sluzia na popis transportu kvapaliny vo vlaknitych materialoch.

Zmacanie
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Prvotny kontakt materidlu/vldkien/textilii s kvapalinou predstavuje jeho schopnost’ byt
zmacany. Proces zmacania prebieha na rozhrani troch faz: pevna latka-vzduch, pevna litka-
kvapalina, kvapalina-vzduch. Zmacanie vlakien je tak zavislé na povrchu, geometrii
a chemickej §truktury vlakna. Taktiez sa uvadza, ze proces zmacania predchadza procesu
nasiakavosti [76].

Medzi najcastejsie techniky merania zmacania patri meranie kontaktného uhla (CA). Kontaktny
uhol suvisi so vieobecnymi termodynamickymi veli¢inami a prezentuje sa ako uhol vytvoreny
medzi doty¢nicou rozhrania kvapalina-para a rozhranim tuhd latka-kvapalina na priese¢niku
troch rozhrani. Ak je kontaktny uhol medzi kvapalinou a pevnou latkou mensi ako 90°,
dochddza k zmacaniu, pri uhle vy$§om ako 90° dochadza medzi kvapalinou a pevnou latkou
k odpudzovaniu [77].

Vapor

Liquid [’ \

/SL sV

Solid
/////////// /

Obr. 7: Rovnovazny stav kvapky tekutiny na pevnom povrchu [78]

Zmacanie vlakna je mozné z merania zmacanej sily pomocou Wilhelmyho metédy. Meranie
zméacanej sily na textiliach je néaro¢né zmerat, pretoze pri kontakte kvapalina-vldkno
v tkanindch prebieha viac procesov, ako je zmacanie, absorpcia kvapaliny v péroch, pripadne
aj absorpcia do vldkien [79].

Popisom zmacania a vzlinavosti tkanin gravimetrickym meranim sa zaoberal Hsieh [80]. Zistil, Ze pri
pociatoénom kontakte tkaniny s kvapalinou je kapilamy tlak vacsi ako hmotnost kvapaliny v tkanine
a kvapalina nad’alej stupa. Zastavenie kvapaliny nastdva v rovnovaznej vyske, ked’ su kapilame sily
vyvazené shmotnostou kvapaliny. Po dosiahnuti rovnovahy - ustalenie procesov zmacania

a nasiakavosti, je sila konstantna (AB.q). Po oddeleni tkaniny od kvapaliny je zistené mnoZstvo zadrzanej
kvapaliny v tkanine (Wt). Vysledna zmacacia sila (Fy) tkaniny sa rovnd

Fy :ABeq_Wt [g] (D

Na Obr. 8 je zobrazeny proces zmac¢ania a nasavania zaznamenany pomocou Wilhelmyho metédy.
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Obr. 8: Krivka zobrazujtica zmeny hmotnosti v ¢ase po kontakte kvapaliny so spodnym okrajom tkaniny
(zo 100% baviny). Body A-B zobrazuji pred dplnym kontaktom materidlu s kvapalinou, negativne
hodnoty predstavuji vzostupujucu silu nezmacavych vlakien. Body B-D znazoriuji zvysenie sily od
kvapaliny, ktord prichddza do kontaktu s tkaninou a sicasné nasavanie. Prudky narast sily z bodu B do
C je vacsinou spdsobeny zmacanim s prispevkom absorpcie kvapaliny. Nasledné vzlinanie kvapaliny je
indikovang pomalSou zmenou sily z bodu C do D. Po dosiahnuti ustdleného stavu dosiahla tkanina svoju
maximalnu absorpénu kapacitu kvapaliny vo vertikalnom smere. Body D-E znazortiuju oddel'ovanie
tkaniny od kvapaliny. V bode F je tkanina uplne oddelena od kvapaliny. Zaznamenana zvyskova
hmotnost’ predstavuje celkovu zadrz kvapaliny vo vzorke [79].

Nasiakavost

Nasiakavost’ textilii je reakciou na transport kvapaliny v porovitych Struktirach, pohanany
kapilarnymi silami. Proces nasiakavosti moze nastat’ len, ked” je tkanina s kapildrnymi
priestormi zmacana [81]. V najjednoduchSom kapilarnom systéme, Obr. 9, sa tvori meniskus.
Vdaka povrchovému napétiu kvapaliny nastava tlakovy rozdiel na zakrivenom rozhrani
kvapalina-vzduch [78].
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Obr. 9: Nasiakavost kvapaliny v kapilare [78]

Nasiakavost’ je teda podmienend kapilarnemu tlaku a priepustnosti. Ked nastane nasytenie
pérov kvapalinou, kapilarny tlak dosiahne nulovi hodnotu a priepustnost média je vtedy
najvyssia [77]. Stanovenie rychlosti nasiakavosti je mozné jednoduchou technikou sledovania
vzlinavosti kvapaliny vo vertikalne zavesenej textilie (Obr. 10).

Uchytenie vzorky
Tl

Tkanina

'

Stupnica -

Voda ' |

Obr. 10: Schematické meranie rychlosti nasiakavosti tkaniny [82]
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Materialy

Poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB) precisteny acetonom bol dodany vo forme bieleho prasku od
firmy NAFIGATE® s oznagenim 2189 (M,, = 456 000 g/mol, T, = 172 °C).

Poly(3-hydroxybutyrat) (HYDAL MO1) ziskany novou extrakénou metddou tzv. mydlova
cesta [83] s charakteristickymi vlastnostami M,, =409 100 g/mol, T,, = 173 °C, T =2 °C.

Kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) v pomere P3HB/P4HB 70/30
s komerénym oznacenim Mirel™ M4300 (oznacenie MI) dodévany od firmy METABOLIX®
(M, =234 100 g/mol, T,n = 100 °C).

Kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) v pomere P3HB/P4HB 93/7
s komerénym ozna&enim Mirel ™ P1004 (oznacenie MI_P) doddvany od firmy METABOLIX®
vo forme bieleho granuldtu (M,, = 112 600 g/mol).

Oligomér P3HB (ozn. Olig. P3HB) bol pripraveny Ing. Silvestrom Figallom PhD. na Fakulte
chemickej VUT v Brne vo forme tuhej hnedozltej lepkavej hmoty s M, =1 007 g/mol,
Tn=98°C, Tg=-33 °C.

Syncroflex™ 3114 (ozn. SYN) oligomérny adipatovy ester od firmy CRODA bol pouzity ako
plastifikator.

Chloroform (CHCI3) anhydridového typu bol dodany firmou SIGMA-ALDRICH®
a obsahoval 0,5 — 1 % etanolu ako stabilizatoru.

Kyselina mravcia (FORM) s koncentraciou 98 % (7, = 100-101 °C) bola dodand od firmy
PENTA s. 1. 0.

Kyselina octova (HAc) s koncentraciou 99,8 % bola dodana firmou PENTA s. 1. o.

LIPAZA (ozn. LIP_C) z Candida rugosa typ VII v lyofilizovanej forme so $pecifickou
aktivitou >700 unit/mg pevnej latky dodanou od SIGMA-ALDRICH®.

LIPAZA (ozn. LIP_P) z Pancreas porcine (L-3126) typ II s aktivitou 30-90 unit/mg proteinu
(s pouzitim triacetin) dodanou od firmy SIGMA-ALDRICH®.

3.2 Zlozenie a priprava roztokov na odstredivé zvlaknovanie

Na zaklade predchadzajucej Stadie [84], boli pripravené roztoky o 7% koncentracii. Tato
koncentracia roztokov polymérov bola povazovana za idedlnu k odstredivému zvlakiovaniu.
Ako rozpustadlo bol pouzity chloroform stabilizovany 1% etanolom. Roztoky polymérov boli
pripravené vo varnych fTasiach s uzdverom, ktoré boli ponorené vo vodnom kipeli pri teplote
60 °C po dobu min 2 hod, pokial’ neboli polyméry tplne rozpustené.

Ako referencné roztoky bez obsahu kopolyméru alebo inych aditiv boli pouzité dva materidly
poly(3-hydroxybutyratu) — jeden komercného typu (P3HB) a druhy ziskany novou extrakénou
cestou (HYDAL MO1) [83]. Zlozenie roztokov je zobrazené v Tab. 5.
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Tab. 5: Zlozenie P3HB roztokov

Koncentracia Mnozstvo

o Kk

Oznacenie roztoku roztoku [hm. %] polyméru [g] CHCls [g]
P3HB 7 18,9 251,1
HYDAL MO1 5 13,5 256,5

Pridavok kopolymérov do roztoku P3HB

KedZze samotné P3HB je velmi krehké, boli pripravené roztoky s obsahom kopolymérov
poly(3-hydroxybutyréitu-co-4-hydroxybutyrétu) (P3,4HB). K priprave roztokov s P3,4HB boli
pouzité dva materialy (ozn. ML, MI_P). Mnozstvo kopolyméru v roztoku bolo vztiahnuty na
hmotnost P3HB. Oznacenie roztoku a koncentracia jednotlivych polymérov sa nachddza v Tab.
6.

Tab. 6: Zlozenie a koncentracia jednotlivych roztokov s obsahom kopolyméru M1, resp. MI_P

Oznacenie  Koncentracia Hmot. % MI
roztoku roztoku [%] Hmot. % P3HB (MI_P)
75P3HB/25MI 7 75 25
80P3HB/20MI 7 80 20
85P3HB/15MI 7 85 15
90P3HB/10MI 7 90 10
95P3HB/5MI 7 95 5
MI 7 - 100
MI_P 7 - 100

Pridavok modifikatoru

V predchéadzajucej studie [84] boli k uprave mechanickych vlastnosti pouzité rdzne typy
zmikCovadiel. Ako najvhodnejSie zmik&ovadlo sa preukazal Syncroflex™ (SYN)
s hmotnostnym obsahom 10 % vztiahnutym na hmotnost’ polyméru. Zmékcovadlo bolo pridané
do roztoku P3HB (P3HB_10Syn) a HYDAL M01 (HYDAL MO1 _10SYN) az po uplnom
rozpusteni polyméru.

Uprava rozpuast’acieho systému
y

Medzi Casté rozpustadlo pre P3HB patri chloroform. Vyhoda chloroformu je aj v tom, ze pri
priprave roztoku za vyssej teploty nastdva dplne rozpustenie polyméru a po schladeni roztoku
na laboratérnu teplotu ostidva roztok stdly/nezmeneny. Naopak z environmentdlneho
a zdravotného hladiska je pouzivanie chloroformu velmi Skodlivé. Na zdklade reSerSe
v teoretickej Casti bol upraveny rozpustaci systém ato nahradenim casti chloroformu
rozpustadlami kyseliny mravcej a octove;j.
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Pripravené boli roztoky P3HB rozpustené v chloroforme podla postupu v kapitole 3.2. Po
dokonalom rozpusteni polyméru a vychladnuti roztoku bolo dofiho pridana kyselina mravcia,
resp. octova. Presné zlozenie a koncentracie roztokov sa nachadzajui v Tab. €. 1.

Tab. €. 1:ZlozZenie roztokov P3HB s pridavkom HCOOH, resp. HAc

Oznacenie Koncentracia Hmot. % Hmot. % Hmot. %
roztoku roztoku [ %] CHCl; HCOOH HAc
P3HB_FORM 6 75 25 -
P3HB_HAc 8,75 93,7 - 6,3

3.3 Uprava roztokov a vlikien k zvySeniu hydrofilnosti (nasiakavosti) P3HB
vlakien

Jednou z moznosti k zvySeniu hydrofilnosti mikrovldkien bolo pomocou oligoméru P3HB
(Olig.P3HB). Vdaka oligoméru je mozné predpokladat zvySeny pocet hydrofilnych
hydroxylovych skupin. Koncentracia roztoku bola opat 7% a pouzité rozpustadlo bol
chloroform stabilizovany etanolom. Hmotnostny pomer P3HB/olig.P3HB bol 75/25.
K dplnému rozpusteniu materidlov bol roztok ponoreny do vodného kupela pri 60 °C po dobu
2 hod.

Ako bolo spomenuté v teoretickej Casti, k zvySeniu hydrofilnosti P3HB bolo dosiahnuté za
pomoci roztoku lipdzy. Sledované zmeny vlastnosti boli skimané na planarnych vzorkidch
s hustotou 9,35 g/m2 (PLANAR_P3HB) a mikrovldknach z P3HB (VATA_P3HB). Vzorky
boli ponorené do roztokov 2 typov lipaz (LIP_C, LIP_P) o koncentriciach 0,1 g/l (LIP_C(P)_1)
al g/l (LIP_C(P)_2) pri pH 7 po dobu 24 hodin a pri teplote 35 °C. Po vybrati vldkien z roztoku
lipazy, boli vldkna premyté destilovanou vodou. Ndasledne boli mikrovldkna dané do vdkuovej
susiarne s teplotou 50 °C po dobu min 2 hod. Pre porovnanie boli mikrovldkna ponorené aj do
destilovanej vody pri rovnakych podmienkach.

3.4 Procesné podmienky odstredivého zvliknovania

Laboratorna priprava mikrovlakien technoldgiou odstredivého zvlaknovania bola vykonavana
na pristroji FibeRio Cyclonel.1000. Pristroj je nastaveny k produkcii vldkien z 2ml zdsobnika.
Aby bola produkcia vlakien rychlejSia a vécsia, ziskané su tak objemné kokony vlakien, bolo
pouzité automatické davkovanie. Ku kontinualnemu davkovaniu mimo pristroja bola pouzita
injek¢na striekacka naplnena roztokom polyméru, napojena na injekénu pumpu (LAMBDA
VIT-FIT (HP)). Roztok polyméru bol davkovany injekénou pumpou cez hadi¢ku az do
zvlaknovace] hlavy skrz davkovaciu ihlu 18G s vonkaj§im priemerom 1,2 mm. Na Obr. 11 je
zobrazena zvlakniovacia hlava s upravenym kontinualnym davkovanim.
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Obr. 11: Pristroj FibeRio CycloneL.1000 s upravenym kontinudlnym ddvkovanim

V teoretickej Casti diplomovej prace boli spomenuté, ze aj procesné parametre (rychlost
otaCania zvlaknovacej hlavy, priemer zvlaknovacich ihiel, rychlost davkovania ¢i vzdialenost’
kolektorov) vyrazne ovplyviiuju produkciu vlakien. Z predchadzajticej studie [84] bolo zistené,
ze najvhodnejSou vel'kost'ou zvlaknovacich ihiel je 30 G. Thly s vonkaj§im priemerom 0,3 mm
a skosenim 11° boli dodavané od Terumo®. Déavkovanie roztokov bolo konsStantné a to
rychlostou 50, ¢o odpovedd rychlosti ddvkovania 40 ml roztoku za 90 sekiind. K ziskaniu
rovnako velkych kokoénov vldkien, bolo trvanie jedného zvlakniovacieho cyklu 2 min pre 7%
roztoky a 2,5 min pre 5% roztoky polymérov. Vzdialenost kolektorov bola taktiez nemenna a
to 130 mm od zvlékniovacej hlavy. Rozlozenie 16 kolektorov o rozmeroch 115 x 32 x 7 mm
bolo rovnomerné po celom obvode. NajCastejSie meniacim sa procesnym parametrom bola
rychlost’ otacania zvlakniovacej hlavy za minutu (RPM). Rychlost’ otacania bola nastavena tak,
aby nastala tvorba kokonu mikrovlakien. Pre viacSinu vzoriek bola idealna rychlost
zvlakniovania 10 000 RPM. Pre niektoré roztoky bola tato rychlost vSak vel'ka. Preto bola
rychlost’ otacania zvlakiiovacej hlavy v rozsahu od 6 000 do 10 000 RPM.

3.5 Charakterizacia roztokov a mikrovlakien
3.5.1 Meranie viskozity

Medzi hlavné faktory ovplyviiujuce tvorbu vlakien z roztoku je jeho viskozita. Pre kazdy roztok
je viskozita charakteristickou materialovou vlastnostou, ktora je zavisla od teploty a tlaku. Pri
prudeni kvapaliny dochadza k odporu vo¢i toku alebo Smyku kvapaliny, ktory je definovany
prave ako viskozita. Viskozita roztokov uddva aj odozvu molekulovej hmotnosti polyméru.
Cim je vyssia molekulova hmotnost polyméru, tym ma roztok vys§iu viskozitu. Taktiez so
zvySujucou koncetraciou polyméru v roztoku viskozita narasta [85] [86].
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Viskozita polymérnych roztokov bola merana pred a po zvlaknovani. Viskozita bola zmerana
rotaCnym viskozimetrom Brookeld RVDV II + PX. Meranie bolo prevedené za pouzitia spindlu
6 v objeme 50 ml roztoku a pri laboratérnej teplote 22—23 °C.

3.5.2 Stanovenie molekulovej hmotnosti

Stanovenie molekulovych hmotnosti vzoriek bolo metédou gélovej permeacnej chromatografie
(GPC). Principom GPC je separdcia molekul v zavislosti na ich velkosti a tvare [12]. Separécia
prebieha s vyuzitim porovitého gélu, kde st najmensie molekuly zadrziavané v péroch
najdlhsie a najvacsie molekuly polyméru putuji chromatografickym systémom najrychlejsie.

Kedze molekulova hmotnost materidlov taktiez ovplyviiuje proces zvlakiiovania, bolo
stanovenie molekulovych hmotnosti nevyhnutnou sucastou experimentu. Pri udprave
rozpust'acieho systému naviac moze pritomnost kyselin posobit’ degradacne na polymér.

Stanovené molekulové hmotnosti a stupei polydisperzity boli vykonané na pristroji Agilent
Technologies 1100 Series. Teplota kolény bola 30 °C, S§tandardy polystyrénu boli o
koncentracii 0,8-1,5 mg/ml (podla druhu Standardu, vysSia koncentracia pre nizSiu M,).
Chloroform stabilizovany 1 % etanolu bol pouzity ako mobilna fiaza. Stacionarnou fazou bol
PLgel column mixed-B. Vzorky boli koncentrované na 5 mg/ml.

Metoda GPC bola pouzita na vstupnu charakterizaciu materialov.
3.5.3 Diferencna kompenzacna kalorimetria

Diferen¢na kompenzacna kalorimetria (DSC) sa zaobera Studovanim tepelne zafarbenych dejov
prebiehajucich vo vzorke v porovnani s referenciou spravidla pri ich linedrnom zahrievani, resp.
ochladzovani. Pri fazovej premene vzorky, chemickej, biologickej reakcii ¢i inej entalpicke;j
zmene nastiva rozdiel tepelnych tokov medzi referenciou a skimanou vzorkou. Pokial
nedochddza k ziadnej reakcii ¢i fazovej premene, je rozdiel tepelnych tokov nulovy a na DSC
krivke sa zobrazuje ako tzv. baselina. Metédou DSC je teda mozné ziskat napr. charakteristické
teploty topenia (7T,), sklovitého prechodu (7,), polymérov, stuperi krystalinity
semikrystalickych termoplastov.

K ziskaniu charakteristickych teplot vstupnych materidlov a stupiia krystalinity (rov. 2) bol
pouzity pristroj Discovery DSC 2 500 od spolo¢nosti TA INSTRUMENTS, navéazka vzorky
bola priblizne 10 mg. Meranie prebiehalo v inertnej atmosfére s prietokom dusiku 50 ml/min.
Rychlost’ ohrevu a chladenia vzoriek bola 10 °C/min. Ohrev vzorky Olig.P3HB zacal od
—80 °C do 180 °C s predchddzajicou 1 mindtovou izotermickou vydrzou. Po minutovej
izotermickej vydrzi pri 180 °C bola vzorka schladend opét’ na —80 °C. Po 1 min izotermicke;j
vydrzi bol teplotny cyklus zopakovany. Pre vzorky MI, P3HB M, P3HB zacal teplotny
program na —30 °C s mintitovou izotermickou vydrzou. Ohrev vzoriek bol do teploty 200 °C
s naslednou minttovou izotermou. Ochladenie vzoriek bolo znovu na —30 °C s mindtovou
izotermou a cely cyklus bol zopakovany.
AH,, — H

K= TCC- 100% 2)
m
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Kde Hn je entalpia topenia polyméru (Hm p3us bola 82 J/g, Hm nypaL mo1 bola 81 J/g), Hec je
entalpia studenej krystalizacie a Hn je entalpia 100% polyméru (146 J/g pre P3HB ). Pre
Kp3unje 56 %, pre  KuypaL mo1 je rovna 55%. Metéda DSC bola pouzitd k vstupnej
charakterizicii materidlov. Zdznamy z DSC merania materidlov sa nachddzaji v prilohe.

3.5.4 Infracervena spektroskopia s Fouierovou transformaciou

Pri infraCervenej spektrometrii dochadza k absorpcii elektromagnetického Zziarenia
vo vlnodte (¥) 12 50020 cm™! (A: 800 nm — 0,5 mm). Interakciou infraderveného Ziarenia
s latkou dochadza k zmene rotacne vibra¢nych energetickych stavov molekuly. Prejavia sa v§ak
len prechody, ktoré suvisia so zmenou dipdlového momentu. InfraCervené spektrum je
charakteristické pre kazdu latku a zaroven jednotlivé funkéné skupiny sa vo spektrach prejavuja
takmer rovnako.

Meranie prebiehalo za atmosférické tlaku pri laboratornej teplote na infradervenom
spektrometre s Fourierovou transforméciou (FTIR) TENSOR 27. Vzorky mikrovldkien boli
podrobené meraniu metddou na odraz (ATR) na diamantovom krystali v spektrdlnom rozsahu
4 000 — 6 000 cm™!. Meranie prebiehalo v absorpénom méde, s rozlisenim 4 cm™' a poétom
skenov 32. Kazda vzorka bola merana z 3 r6znych miest.

3.5.5 Rontgenova fotoelektronova spektroskopia

K povrchovej analyze niektorych vzoriek bola pouzita rontgenova fotoelektronova
spektroskopia (XPS). Jedna sa o analyzu prvkového zlozenia s citlivostou cca 1 000 ppm. Pri
oziarovani vzorky rentgénovym li€om o ur€itej energii dochddza k vyrazeniu elektréonov
z vnatornej vrstvy atomu. Vazobna energia elektronov je charakteristicka pre kazdy prvok
periodickej sustavy prvkov okrem H, He.

Analyzy XPS boli prevedené na spektrometri Axis Ultra DLD s pouzitim monochromatického
zdroja rontgenového ziarenia Al Ko (hv = 1486,7 eV) pracujiceho pri 75 W (5 mA, 15 kV).
Spektra vzoriek boli ziskané z analyzovanej oblasti o velkosti ~ 300 x 700 um. Spektra
s vysokym rozliSenim bola merand s krokom 0,1 eV a?20eV priechodnou energiou (pass
energy) a Siroké spektra s vel'kostou kroku 0,7 eV a 160 eV priechodnou energiou. Vikuum
pristroja bolo v priebehu merania cca 2 - 1078 Pa. Ziskané spektra boli analyzované pomocou
softwaru CasaXPS (verzia 2.3.15) a boli skorigované na hlavny pik C 1s(280,0 eV). Pre
vSetky spektra vzoriek bolo pouzité Standardné Shirleyho poradie.

3.5.6 Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) umoziiuje pozorovat a charakterizovat povrch
vzorky pouzitim primarneho elektronového luca. SEM snimka zobrazujuca morfologiu vzorky
(mikrovldkien) je vysledkom detegovanych sekundarnych elektréonov (SE) z povrchu vzorky.

Vzorky boli pozlatené vyuzitim naprasovacky Polaron, typ POLARON RANGE SC7640.
Pozlatenie vzoriek bolo v manualnom rezime v pritomnosti zlata a palddia, argénovej
atmosfére 0 99,996% ¢istote argonu. Cas zlatenia bol 60 s, pod napitim 1,5kV a pridom
14 mA. K zdroju elektrénov bolo pouzité volfrimové vldkno. Mikrovlaknité Struktiry boli
pozorované skenovacim elektrénovym mikroskopom ZEISS EVO LS10.
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Snimky ziskané z elektronového mikroskopu boli d’alej pouzité aj na stanovenie priemeru
vldkien prostrednictvom obrazovej analyzy softwaru Imagel. Pribliznd pdérovitost
mikrovlaknitych §truktar bola stanovend gravimetricky a s vyuzitim aplikidcie SEMIPE.

3.5.7 Meranie zmacania a nasiakavosti

Zmacanie

Ako bolo spomenuté v teoretickej Casti, vztah mikrovldkien s vodnym prostredim vplyva na
spravanie buniek v kultivatnom médiu. Prvotny kontakt kvapaliny s materidlom bol
pozorovany pomocou kontaktného uhlu (CA). Ked'Ze meranie CA je obtazné na mikrovldknach
v podobe typu VATA, boli pripravené folie na podloznych sklickach z roztokov polymérov.
Tvorba f6lii bola vykondvand pomocou automatického filmového aplikdtora TQC Sheen.
Pohyb zaterového noza bol rychlostou 5 cm/s vo dvoch vrstvach. Celkova vrstva félie bola

240 um. Pripravené folie na sklickach, boli nasledne dané do vakuovej suSiarne pri teplote
50 °C po dobu min 3 hod, aby sa odparilo zvyskové rozpustadlo.

Po ochladeni f6lif na laboratérnu teplotu boli kontaktné uhly a povrchova energia vzoriek
merané s pouzitim See Systému od firmy Advex Instrument s. r. 0. K meraniu CA boli pouzité
tri kvapaliny (destilovand voda, etylénglykol a dijédmetdn) o objeme kvapky 15 pul. Kazda
kvapalina bola merand na vzorke min 6x. Na vyhodnotenie povrchove] energie bol pouzity
Owens-wend model.

Nasiakavost’

Po zmerani CA f6lif a plandrnych vzoriek boli vybrané materidly k ur€eniu miery nasiakavosti
materidlov. Pozorované boli vzorky vo forme typu VATA a PLANAR. K meraniu nasiakavosti
bol pouzity Force Tenziometer Sigma 701, ktory zaznamendval ndrast hmotnosti na zavesenej
vzorke po ponoreni vzorky pod hladinu vody 1 mm v ¢ase 10 min. Rozmery plandrnych vzoriek
boli 1x5 cm, pre vzorky typu VATA bola dizka vzorky 5 cm. Zobrazenie metédy merania je
mozné vidiet' na Obr. 12.

Obr. 12:Zobrazenie metédy merania nasiakavosti planarneho a vatickového typu vzorky
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3.5.8 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti vldknitych vzoriek boli sledované tahovou skuskou za sucha a za mokra,
nakol’ko koncova aplikacia mikrovlaknitych §truktar je vo vodnom prostredi. Tahova skuska
patri medzi zdkladné statické mechanické charakteristiky materidlov. Pri je testovacie teleso
(tzv. ,,dog bone“, ktoré zabezpecuje najvacsiu koncentraciu napitia v strednej Casti telesa)
upnuté do Celusti trhacieho stroja a teleso sa konstantnou rychlost’ou natahuje. Posobenim sil
sa teleso predlzuje najskor pruzne, ndsledne dochadza k plastickej deformacii az ku kone¢nému
pretrhnutiu. Vysledkom merania je tahova krivka, ktora predstavuje zavislost posobiaceho
napitia o na relativnej deformacif €. Z linearnej Casti krivky je mozné vypocitat Youngov modul
pruznosti E, ktory je jej smernicou. Dalej je mozné stanovit medzu klzu, pevnost materialu
v tahu ¢i taznost’ (deformécia pri pretrhnuti). Vysledny tvar tahovej krivky je zavisly aj od
typu skusaného materialu. Materialy, ktoré sa spravaju krehko, sa prejavuja vysokymi
hodnotami pevnosti bez pritomnosti medze klzu a vel'mi nizkou taznost'ou. Naopak huzevnaté
polyméry dosahuju najvyssie hodnoty t'aznosti spomedzi polymérnych materidlov.

Na meranie tahovej skusky boli pouzité dve formy mikrovlaknitych Struktur. Vzorky v rovinnej
forme (PLANAR) boli dodané od firmy Nano4Fibers. Z tejto kontinualnej netkanej textilie boli
raznicou v tvare dog bone typu 5A pripravené vzorky na meranie. Mikroldkna vo forme kokénu
(VATA) nebolo mozné pripravit’ do tvaru dog-bone, preto boli upravené do takej formy, ako je
vidiet na Obr. 13. Vysledna pevnost vlakien bola pogitana cez plognii (pre PLANAR vzorky)
a dizkovu (pre vzorky typu VATA) hmotnost.

Tahova skaska za sucha

Meranie tahovej skusky prebiehalo na pristroji ZWICK Z 010 s 10 N meracou hlavou. Vzorky
boli uchytené do cCelusti pre 10 N hlavu s pociato¢nou vzdialenostou celusti 20 mm, co
predstavovalo pociatoénu dizku testovacich vzoriek. Rychlost’ testu vietkych vzoriek bola
10 mm/min a ukoncenie testu bolo pri dosiahnuti 80% sily z maximalnej hodnoty.
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Obr. 13: Vzorky typu VATA pripravené k meraniu tahovej skusky za sucha
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Tahova skaska za mokra

Meranie tahovej skusky za mokra bolo za pristroji RSA-G2 Solids Analyzer (TA Instrument).
Na zistenie sprdvania sa materidlu vo vodnom prostredi boli vzorky P3HB_VATA a
P3HB_10Syn_PLANAR ponechané po dobu 5 min vo vode. Vzorky boli nasledne upnuté do
Cel'usti a opatrené nddobou s vodou (Obr. 14). Pociatocna vzdialenost' Cel'usti bola 20 mm,
rychlost” testu bola 10 mm/min a ukoncenie skuSky bolo pri dosiahnuti 80 % max sily. Pre
porovnanie bolo meranie prevedené aj za sucha.

Obr. 14: Upnutie vzorky P3BHB_VATA a uzatvorenie vzorky do nddoby s vdou
3.5.9 Stanovenie zvySkového rozpustadla

Pri tvorbe mikrovlakien technolégiou odstredivého rozpustadla dochadza k odparovaniu
rozpustadla zroztoku. Po ziskani mikrovldkien sa mdze vo vlaknach vyskytnat urcité
mnozstvo neodpareného rozpustadla. Ku sledovaniu odparovaniu rozpustadla boli kokény
Cerstvo pripravenych mikrovldkien v ¢asovom horizonte vazené na analytickych vahach.

3.5.10 Biologické testy — test metabolickej aktivity, bunkovej proliferacie a distribicie
buniek v mikrovlaknitych Struktarach

Ciel'om pripravenych mikrovlakien je ich pouzitie ako nosi¢e pre bunky v testovacej doske
(ang. well plate). Aby sa ziskané kokoény mikrovlédkien, resp. plandrnych vzoriek, zmestili do
testovacej doske, bolo potrebné ich upravit' do pozadovaného kruhového tvaru s priemerom
6 mm. Vzorky nosi¢ov boli manualne vyseknuté ocel'ovou raznicou o danom tvare a priemere
(Obr. 15). Vzorky mikrovlaknitych struktir boli prenesené do testovacej dosky (Obr. 16).
Priemernd vyska vzoriek typu VATA bola 2,9 + 0,3 mm. Pripravené vzorky boli sterilizované
v testovacej doske parami etylén oxidu.
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Obr. 15: Priprava mikrovlaknitych struktar, ich boény pohlad typu VATA a PLANAR na biologické
testy
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Obr. 16: Osadenie testovacej dosky vysekanymi mikrovlaknitymi Struktarami

Biologické testy boli vykonané v spolupréci s Institutem Experimentdlni mediciny Akademie
véd Ceské republiky, oddeleni Tkatiového InZenyrstvi, ktory zaslal podrobnd spravu o postupe
testovania a vyhodnocovania vysledkov. Tato sprava je sucast'ou prilohy.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Optimalizacia procesu odstredivého zvliknovania

Proces odstredivého zvlaknovania je ovplyviiovany roznymi parametrami ako bolo spomenuti
v teoretickej Gasti. Uspesné zvlakiiovanie predstavuje ziskanie nadychaného kokonu vldkien
zachyteného na kolektoroch po celom priestore medzi zvlakiiovacou hlavou a kolektormi ako
je vidiet’ na obr. . Idedlne ziskané vldkna z procesu odstredivého zvlakriovania neobsahuji
kvapdocky polyméru, nezlepuju sa, nie su prilepené na kolektory a neroztrhuji sa. K ziskaniu
kokénu vldkien o predchadzajicich parametroch vedie vSak niekol'ko procesnych podmienok
a vhodné vlastnosti roztoku, ktoré navzdjom suvisia.

Obr. 17: Tvorba idealneho ,,nadychaného® kokénu vlakien procesom odstredivého zvlakniovania

4.1.1 Vlastnosti roztoku

Vyznamnymi parametrami ovplyviiujice produkciu vldkien su viskozita roztoku a molekulova
hmotnost’ polyméru. Tieto dva ddlezité parametre si ovplyviiované aj pritomnostou rozneho
typu rozpustadla.

4.1.1.1 Meranie viskozity a molekulova hmotnost’

Proces zvlaknovania bol vyrazne ovplyviiovany viskozitou roztoku. Viskozita roztoku je
ovplyviiovana molekulovou hmotnostou, koncentrdciou roztoku a teplotou. Pri vysokej
koncentracii polyméru v roztoku, nad 10%, ma roztok zvacsa vysok hodnotu viskozity, ktord
nie je vhodnd na zvlakinovanie. Zalezi vSak od molekulove; hmotnosti polyméru a jeho
samotnych vlastnosti. Napriklad z materidlu MI_P04 bol pripraveny o koncentracii 7 %. Jeho
My, bola oproti referenénému materidlu P3HB o 80% mensSia. Roztok naviac po rozpusteni
granuli viditeI'ne obsahoval plnivo vid' . Termogravimetrickou analdzou bol zistené, ze MI_P
obsahoval az 10 % plniva z celkovej hmotnosti polyméru. Viskozita 7% MI_P bola 40 mPa-s.
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V porovnani s 7% s roztokom P3HB ide o priblizne 99% pokles viskozity. Takyto roztok
nebolo mozné zvlaknit.

Obr. 18: 7% roztok MI_P v CHCl;

Z predchédzajucej Stadie [84] bolo zistené, ze idealna viskozita na zvlakilovanie roztoku je
v rozmedzi od 3500—4500 mPa-s, co odpovedalo najcastejsie cca 7% roztoku. Pri zvlakiiovani
niektorych 7% roztokov a Uprave moznych technologickych parametrov (zmena rychlosti
otaCania zvlaknovacej hlavy, priemer zvlaknovacich ihiel, rychlost’ davkovania) nebolo mozné
ziskat’ idedlny kokon vlakien. Ked'ze vlastnosti roztoku, ako je viskozita, priamo ovplyviiuju
proces zvlakfiovania, d’alSim rieSenim problému bola uprava koncentracie, ktora ovplyviiuje
viskozitu roztoku. Pridanim rozpustadla doslo k poklesu viskozity. Mnozstvo rozpustadla bolo
priddvané postupne az pokial nenastala tvorba kokonu z vldkien. Zo ziskanych skisenosti boli
niektoré pripravené 7% roztoky zriedené priamo pred zvlakfiovanim. Idedlne kokony
mikrovldkien boli teda pripravené zroztoku o viskozite vrozmedzi od 800-1900 mPa-s.
Rozdiel idedlnych viskozit oproti predchddzajicej prace je zrejme sposobeny modifikédciou
odsdvania priestoru zvlakinovania. V predchddzajicom pripade nebol zabezpeceny dostatocny
prietok vzduchu v priestore zvlakfiovania. Po uprave (odstraneni zapchaného filtru) bola
dosiahnutd vynikajica cirkuldcia vzduchu, atym aj rychlejsieho odparovania rozpustadla.
Vlédkna z roztoku o nizSich viskozitach danych va¢sim mnozstvom rozpustadla v roztoku sa
potom zvlakiiovali omnoho lepSie. Viskozita zdsobného roztoku sa bohuzial' mierne meni aj
pocas procesu pripravy vlakien. Rozpustadlo sa totiz pri manipuldcii s roztokom odparuje.
Moze vSak taktiez dochadzat’ k poklesu viskozity z dévodu poklesu My, polyméru v roztoku
vd'aka reakcii (rov. 3). Preto bola viskozita zdsobného roztoku kontrolovana ako po samotnej
priprave (po rozpusteni polyméru) tak aj po procese zvlaknovania. Viskozity roztokov pred
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a po zvlaknovani je vidiet v Tab. 7. Aj ked’ sa bolo snazenie eliminovat tento jav, bola
u roztokov obsahujicich SYN pozorovany mierny nérast viskozity.

2 CHCl; + 0, — 2 COCl, + 2 HCl 3)

Vypocet koncentracie po zvlakinovani

Kedze niektoré pripravené roztoky museli byt zriedené, aby sa ziskal , nadychany* kokén
z mikrovldkien, bola vyslednd koncentricia stanovend hmotnostne. Vypocet koncentricie
zriedeného roztoku bol podl'a rov. 4

m(A)

kde m(A) je hmotnost polyméru po odpareni rozpustadla a m(R) je hmotnost’ roztoku po
zvlaknovani.

Tab. 7: Koncentrécia a viskozita roztokov pred a po zvldkneni

Roztok materialu a jeho Wpred Koncentrécia Mpo
koncentracia (mPa-s) roz’tol(u prl, (mPa-s)
zvlaknovani
7% P3HB 4310 5,53% 810
7% P3HB_10SYN 3740 7% 3900
5% HYDAL MO01 400 5% 350
7%(HYDAL MO1_10SYN) 1440 7% 1550
7% (P3HB/Olig.P3HB) 1370 7% 1310
7% (P3HB/5MI) 3700 6,04% 1870
7% (P3HB/10MI) 3550 5% 940
7% (P3HB/15MI) 3550 5% 990
7% (P3HB/20MI) 3150 5% 880
7% (P3HB/25MI) 2820 6,57% 1880
7% M1 1260 7% -
7% MI_P 60 - -
6% P3HB_FORM 80 6% 70
8,75% P3HB_HAc 3840 8% 1080

Podmienkou k uspesnému ziskaniu vlakien nie je len ich uspeSna zvlaknitelnost dana
molekulovou hmotnostou a viskozitou roztoku, ale taktiez mechanickymi vlastnostami
samotného polyméru. Napr. u roztoku 7% MI bola viskozita podl'a skasenosti vhodna na
zvlaknovanie. Pri procese zvlakiiovania dokonca nastala aj tvorba vlakien bez defektov. AvSak
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pri zbere vlakien z kolektorov boli vldkna mnohondsobne taznejsie oproti vldknam z P3HB, ¢o
ovplyvnilo ich odber. Pri ich zbere, sa vlakna natahovali a stracali tak svoju povodnu Struktaru.
Taktiez manipulécia s takymito vlaknami bola narocna. Pripravené vlakna z ¢istého MI ako aj
ich zber, bol tak vyrazné ovplyvneny pritomnostou 4HB jednotiek v polymérnom retazci,
ktorych je podla meranie NMR v 30%. Z dovodu riadenia obsahu 4HB v polyméru bol MI
mieSany s P3HBPri zvlakiiovani roztokov MI s obsahom P3HB bolo zistené, ze maximalna
mozné koncentracia MI v roztokoch je 25%. Pri vy§Sej koncentracii MI v roztoku P3HB
nastdvaju problémy s odobratim vldkien z kolektorov a dochadza tak k zmene Struktiry
pripravenych vlékien.

4.1.2 Procesné parametre

Medzi najcastejSie meniace sa procesné parametre patri rychlost’ otacania zvlakiiovacej hlavy.
Pre kazdy roztok polyméru je vSak rozna idealna rychlost’ otacania. Vo vSeobecnosti bolo
pozorované, ze pri vysSej rychlosti otaania oproti idedlnej rychlosti sa vo vlaknach vyskytovali
kvapky polyméru. Taktiez pri vysokej rychlosti sa vlakna trhali a vyletovali spomedzi
kolektorov ako je zobrazené na Obr. 19: Neucinné zvlaknovanie; snimka vlavo zachytava
vlakna s vel’kym mnozstvo kvapiek polyméru, snimka vpravo zobrazuje roztrhané vldkna, ktoré
prettCaju az za kolektory Obr. 19. Naopak pri nizSich otackach ako je idealna rychlost
zvlaknovacej hlavy vlakna dostatone nedrzali na kolektoroch. Po kratkom cCase tak spadli z
kolektorov. Tym, ze sa znizila rychlost’ otdCania, vlakna neboli dostatocne natiahnuté a Casto
sa namotali na ihly, resp. na zvlaknovaciu hlavu. Optimalnu rychlost’ zvlakfiovania ovplyviuju
aj laboratérne podmienky. Pocas niekol'kohodinového zvldkniovania sa motor, ktory otaca
zvlanovaciu hlavu, vyrazne zahrieva. To ma za nasledok zvysenie teploty vo zvlakiiovacom
priestore. Pri vy$Sej teplote dochadza k rychlejSiemu odparovaniu prchavého rozpustadla.
Vlakna su tak tvorené ovel'a rychlejSie a nedopadaju ucinne na stenu kolektorov. Naslednym
rieSenim je tak pri dlhodobom zvlakiiovani zvySenie otaCok. Presné otacky pri ktorych boli
ziskane idedlne vldkna sa nachddzajid v Tab. 8.

Obr. 19: Neucinné zvlakinovanie; snimka vlavo zachytava vldkna s velkym mnozstvo kvapiek
polyméru, snimka vpravo zobrazuje roztrhané vlakna, ktoré pretféaju az za kolektory
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Tab. 8: Presné procesné podmienky pre kazdy roztok

Rychlost’ Doba Priemerna
Roztok materialu otadania x 10° zvlikiiovania hmotnost’ kokénov
(RPM) (min) (mg)

P3HB 9%* 3 277 £29
P3HB_10SYN 10 2 288 £ 18
HYDAL MO1 6%* 2,5 249 £20

HYDAL MO1_10SYN 8 2 312+ 32
P3HB/Olig.P3HB 10 2 268 £12
P3HB/5MI 10 2,5 279 £29
P3HB/10MI 10 2,5 237+7
P3HB/15MI 10 2,5 248 + 8
P3HB/20MI 10 2,5 235+18
P3HB/25M 10 2,5 286 +20

Ml 6 2 -

P3HB_FORM 8 000 25 -

P3HB_HAc 10 000 2 243

* Roztok P3HB bolo mozné zvlaknit’ aj pri 10 000 RPM
** Roztok HYDAL MO1 bolo mozné zvlakinovat aj pri 4 000, 8 000, 10 000 RPM bez vyraznych
defektov vldkien

4.2 Vplyv rozpustacieho systému na zvlaknovanie

Medzi najcastejsie rozpustadlo P3HB polymérov patri chloroform. Z predchddzajuce; Studie
[84] bolo zistené, ze ziskanie idedlnych vldkien je zéavislé na type pouzitétho CHCl;
stabilizatoru. Pretoze z ekologického ddvodu dochddza ktlaku na postupné znizovanie
chlérovanych rozpustadiel, v tejto praci bola taktiez skimana nahrada uréitého mnozstva
CHClI3 inym rozpustadlom.

K Ciastocnej nahrade chlorovanych rozpustadiel bola pouzitd kyseliny mravcia a kyselina
octova. Tieto kyseliny boli zvolené na zdklade literarnej reserSe. Pridanim FORM k roztoku
P3HB bol ziskany Ciry, transparentny roztok. PoCas zvlakiniovania z tohto roztoku sa vytvorili
vlakna bez vyraznych defektov ako je vidiet na Obr. 20. Pri odbere vldkien z kolektorov nastal
problém, kedy vldkna zostali silno prilepené na kolektoroch. Pocas zberu sa kokén nat'ahoval
a stracal tak svoju povodnu ,,nadychant Struktaru. Po kone¢nom odbere vlakien z kolektorov
sa vldkna zlepili do tenkého zhluku vldkien vid Obr. 20. Zlepenie vldkien mohlo nastat
z dovodu pomalého odparovania kyseliny z vldkien. Vlakna tak mohli byt ihned’ po zvlakneni
este CiastoCne namikc¢ené neodparenym rozpustadlom, o mohlo spdsobit’ ich zlepenie. Taktiez
mohla nastat’ kysld hydrolyza P3HB, a tym pokles molekulovej hmotnosti. Po 2 tyzdrioch od
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pripravy roztoku klesla jeho Myw o 50 % oproti referenénému roztoku P3HB. Optimalizovanie
pripravy roztoku P3HB s pouzitim kyseliny mravcej a ucinne ziskany kokén P3HB vldkien

v,

z tohto roztoku je tak predmetom d’alSej Studie.

Obr. 20: Zvlakinovanie roztoku P3HB FORM; horné fotky zobrazuji idealne vlakna ihned’ po
zvldkneni, spodné fotky zobrazujui proces zberu vldkien a ziskané vldkna

Pritomnost HAc v roztoku P3HB nespdsobila viditelné vizualne zmeny ako u roztoku
s FORM. Po zoptimalizovanej viskozite roztoku, ako bolo spomenuté v kapitole 4.1.1.1, sa
ziskali kokény vldkien ako pri roztokoch polymérov obsahujicich CHCl; ako rozpustadlo.
Roztok s obsahom HAc, bol tak vhodny na produkciu ,,nadychanych* kokonov vldkien. Po 3
tyzdnoch od zvlakinovania roztoku, bol roztok opét pouzity k zvlakniovaniu. Tentokrat vSak
bolo zvlakniovanie netspesné. Pri rovnakych podmienkach zvlakiovania ako pri prvotnom
zvlaknovani, sa vlakna roztrhali a zaroven obsahovali poCetné mnozstvo kvapiek polyméru
(vid . Ani po moznych procesnych upravach (znizenie poctu otacok, zmena rychlosti
davkovania, zmena priemeru zvlaknovacich ihiel) neboli zroztoku produkované kokdny
vldkien. Ziskanych bolo len par vldkien s velkym poctom defektov. Pri odbere vldkien nastlal
rovnaky problém ako u zvlaknovania z roztoku s obsahom FORM. Vlakna boli naviac vel'mi
krehké a rychlo sa rozpadali. Dovodom tohto javu je, ze pocas 3 tyzdiiov do§lo k vyraznej
hydrolyze P3HB kyselinou octovou. Tento jav bol potvrdeny GPC analyzou, kedy My, roztoku
polyméru P3HB_HAc klesla na priblizne 73 % My z referen¢ného roztoku P3HB. Skladovanie
roztokov s pridavkom kyselin s cielom pouzit roztok na nasledné zvladknovanie je tak
nevhodné.
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Obr. 21: Zvlakiiovanie roztoku P3HB_HAc po 3 tyzdiioch od pripravy roztoku

4.3 Ubytok rozpustadla

Pri procese zvlakniovania dochadza k odparovaniu rozpustadla. Po zvlaknovani sa vSak
vyskytuje vo vldknach urc¢ité mnozstvo rozpustadla. Sledovany bol ubytok hmotnosti kokénov
VATA_P3HB (vid’ Obr. 22: Zavislost’ tibytku hmotnosti kokén pripravenych z roztoku P3HB
na CaseObr. 22) po ich okamzitom zvlakfovani. Tdto zmena hmotnosti predstavovala
odparovanie rozpustadla — chloroformu. Najvacsia strata chloroformu bola zaznamenana
v priebehu 20-30 minidt. Po 50 mindtach od zvlakiiovania sa odparovanie chloroformu
zastavilo a hmotnost’ zostala takmer rovnaka.

100.5%
100.0%
99.5%
99.0%

98.5%

Ubytok hmotnosti

98.0%

s

97.5%

97.0% : ' : ' - - : '
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Obr. 22: Zavislost’ ibytku hmotnosti kokén pripravenych z roztoku P3HB na ¢ase
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Pocas 4 nasledujucich dni po zvlakfiovani bola zaznamenavana taktiez hmotnost' kokonov.
Cielom bolo overit, ¢i nedochadza nad’alej k odparovaniu zvySkového rozpustadla. Pri
sledovani hmotnosti kokénov VATA_P3HB bolo zistené, ze na 3. a4. defl je hmotnost
rovnakd. Ked'ze zmeny v hmotnostiach medzi 2. a 3. dilom boli v desatindch mg, moze sa teda
predpokladat’, Ze na treti deti bol chloroform odpareny z vldkien. Pre presné stanovenie obsahu
rozpustadla vo vlaknach po ich zvlakiiovani je mozné stanovit metédou headspace, ktord je
vel'mi citlivd na prchavé latky. V predchddzajicej praci [84] bolo overené, ze po tyzdni od
pripravy vldkien nebolo metédou headspace zachytené meratelné mnozstvo CHCls.

4.4 Morfologia mikrovlaknitych Struktar

Snimky wvzoriek ziskanych prostrednictvom SEM poskytuju prehl'ad o morfoldgii
mikrovlaknitych Struktar. Pozorované boli vzorky P3HB typu VATA s pridavkom MI,
Olig.P3HB a SYN.

Vzorky typu P3HB sa vyznacuju pritomnostou kvapocok polyméru, zhlukov vlékien a drsnym
povrchom. S pridavkom MI sa povrch vlakien stava jemnejSim/hlad$im bez ohladu na
percentudlne zastipenie MI. Mnozstvo kvapiek a zhlukov polyméru je do 15% MI takmer
minimalny. Od 20% MI sa pocet kvapiek vo vzorkach zvysuje. Pri 25% MI je vyskyt kvapiek
vyrazny, vldkna su naviac potrhané. Vzorka P3HB/25MI vykazuje najvacsiu nehomogenitu
v porovnani s ostatnymi vzorkami obsahujicich kopolymér P3,4HB. Pozorované zmeny
morfologie mikrovlaknitych Struktar s obsahom MI je mozné vidiet na Obr. 23.
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Obr. 23: SEM snimky vldkien a) VATA _P3HB pri zvédcseni 500, b) VATA_P3HB/15MI pri zvacseni
1000, c) VATA P3HB_20MI pri zvécseni 1 000, d) VATA_P3HB/25MI pri zviacseni 500
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Pridavkom zmékcovadla maja vlakna hladsi povrch a homogénnejSiu Struktiru bez vyraznych
kvapiek polyméru a zhlukov vlakien. Dal§im pouZitym modifikatorom P3HB vlikien bol
pridavok oligoméru P3HB v pomere 75/25. Vldkna vytvorili homogénnu §truktiuru s hladkymi
vlaknami s minimalnou pritomnost'ou kvapiek.

Sledované boli aj mikrovldkna pripravené z P3BHB_M. Mikrovldkna P3HB_M tvoria spletiti
Struktaru, v ktorej sa vyskytuju Casto zhluky vlakien. Tie sa d’alej rozvetvuju. Povrch vlakien

P3HB M je jemne drsny az porovity s ob¢asnym vyskytom vycnelkov.

1024 * 768 ize=6305nm 600KV SET WD=7STmm Mag= B0OX |Probe= 300pA 30m 1024~ 768 ize=29.02nm 600KV SE1 WD=79Tmm Mag= 1 300pA 2Hm
— —

Obr. 24 SEM snimky vldkien a) VATA_P3HB_10SYN pri zvicseni 500, b) VATA P3HB/Olig.P3HB
pri zvacSeni 500, ¢) VATA_HYDAL MOI1 pri zvacseni 500, d) VATA_HYDAL MOI pri zvacSeni
10 000

Dalej boli analyzované vzorky P3HB typu PLANAR v neupravenej forme, po pdsobeni vody
a roztoku LIP_C_1. Vzorky planarneho typu P3HB sa oproti typu VATA liSia ovela jemnejSou
a hustejSou Struktarou. Planarny typ vzorky mé vyssiu homogenitu vlakien ako u typu VATA,
kde sa Casto vyskytuju kvapocky polyméru. Vldkna P3HB typu VATA majid vyrazne drsny
povrch oproti vidknam typu PLANAR pripravenych komerénou vyrobou. Po 24 hodinovom
ponoreni planarnych vzoriek P3HB vo vode aroztoku LIP_C_1 aich vysuSeni neboli
pozorované ziadne viditelné zmeny. Analyzovanim SEM snimok si vzorky zachovali svoju
pdvodnd morfolégiu ako je vidiet na Obr. 25.
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Obr. 25: SEM snimky vldkien a) PLANAR_P3HB_LIP_CR_1 pri zva¢geni 1 000, b) PLANAR_P3HB
pri zvacSeni 1 000

Z prehl'adovych SEM snimok vSetkych materialov je vidiet, ze vldkna si ndhodne orientované
a vytvaraju tak 3D spletitu, poréznu Struktiru. Stanovenie porozity a priemeru vldkien je d’alej
diskutované.

Porozita 3D nosicov

Ako bolo spomenuté v teoretickej Casti, vel'kost, resp. objem 3D nosi¢ov patria medzi hlavné
konstrukéné faktory ovplyviiujuce zivotaschopnost a proliferdciu buniek. Pri vyrobe vldkien
technologiou odstredivého zvlakniovania sa objem a vel'kost’ porov neustale meni. Rozdielna je
pri priamom skonceni procesu, kedy su vlakna zachytené na kolektor, nasledne vSak po ich
odobrati a manipulécii sa vel'kost porov meni. Pri uchyteni 3D nosiCov do pinzety nastiva
taktiez ur¢itda zmena velkosti porov. Aby sa ¢o najmenej obmedzila manipulacia so vzorkami
a zabranilo sa tak zmendm vel'kosti porov, bola vel'kost’ porov skiimana pomocou SEM snimok
3D nosicov softwarovou SEMIPE analyzou.

Pri vyhodnocovani velkosti porov obrazovou analyzou nastali urcité komplikacie. Jednou
z nich je limitna Groven, tzv. treshold, ktord stanovuje rozsah detekcie porov. Ako je vidiet na
obr. pri hodnotach tresholdu 50 a 60 je stanoveny rozdielny pocet porov (910 pre treshold 50,
1099 pre treshold 60). Vysledok ovplyviiuje aj rozdelenie jednotlivych pérov. Na Obr. 28
(zakrazkované) je mozné pozorovat, ze v pozadi software vyhodnotil malé pory rozdelené
vlaknami. Z povodnej snimky (Obr. 26) je vSak vidiet, Ze toto rozdelenie neodpoveda
skutoc¢nosti, naviac nie si zobrané do tvahy péry najblizsie k objektivu (zobrazené na 4
obrizku). Dalej software vyhodnotil aj ako pér spojené dve vldkna s tmavsou farbou na snimke
(Sipka na 3. obrazku). Stredné hodnoty vel'kosti porov ziskané zo softwaru pohybujice sa od
9,36 um pre P3HB/15MI a 13,9 pym pre P3HB/Olig.P3HB neodpovedaju redlnym hodnotdm.
Stanovenie vel'kosti porov pripravenych 3D mikrovldknitych skaffoldov je tak narocné aj
z dovodu neurdenia hibky nosi¢a zo SEM snimok. Z obrazovej analyzy analySIS je viak vidiet
(Obr. 29), ze skaffold z P3HB/15MI ma dostatocne vel'ka plochu pérov v jednej rovine.
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1024~ 768 v Pixel Size=2902nm 1000 kV SE1
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Obr. 26: SEM snimka vzorky VATA_P3HB/15MI, zvic¢senie 1 000

1024°768 Pixel Size=2902nm 10.00kV SE1 WD=1000mm Mag= 100KX IProbe= 100pA 20um
—

Obr. 27:Vyhodnotenie porozity vzorky VATA_P3HB/15MI softwarom SEMIPE pri hodnote tresholdu
50, minimalna velkost’ detegovanych porov bola 5 pm
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Obr. 28: Vyhodnotenie porozity vzorky VATA_P3HB/15MI softwarom SEMIPE pri hodnote
tresholdu 60, minimalna velkost detegovanych porov bola 5 um

Ako d’alsim sposobom urcenia pérozity bolo prostrednictvom objemu a hmotnosti nosicov.
Priemerna vyska a hmotnost’ nosi¢ov je 2,9+ 0,3 mm a 1,4 +£ 0,3 mg. Priemer nosicov bol
6 mm. Objem nosi¢ov Vj bol teda (rov. 5). Objem zastupujiceho polyméru Vpup s hustotu
1,23 g/cm?® v nosicov je (rov. 6)

V,=Spv=mr?=mn-32:29= (824 +89mm? 5)
m 00014 6
Vp3np = P =123 - (1,2 £ 0,2)mm3 (6)

Percentudlny objem materidlu v 3D nosi¢i je 1,43 %, celkovd porozita je tak priblizne
98,57 +2,74 %.

Dalej pomocou obrazovej analyzy analySIS zo SEM snimok bol stanoveny priemer vldkien
jednotlivych materidlov. Na Obr. 30 je vidiet zastipené priemery vzoriek. Uz aj pri
prehl'adovych snimkach niektorych materidlov vyssie je vidiet, obCasnu pritomnost hrubsich,
resp. tensich vlakien. Z toho dovodu je odchylka priemeru vldkna vys§ia (od 20-60%). Viacsia
odchylka je pri vzorkdch s vidc¢Sou nehomogenitou Struktury as pritomnostou kvapdcok
(vzorky P3BHB_10SYN, P3HB_M, P3HB/20,25MI). Z merania priemerov bolo zistené, ze
vzorky typu PLANAR maju mensi priemer ako vzorky typu VATA.
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Obr. 29: zobrazenie plochy pérov vzorky VATA_P3HB/15MI, zvécsenie 1 000, pomocou obrazovej
analyzy analySYS
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Obr. 30: Zobrazenie priemeru vldkien pre jednotlivé vzorky
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4.5 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti mikrovlaknitych Struktir st dolezitym parametrom pri ucinnom
pouzivani ako 3D nosice. Mikrovldkna by mali mat’ dostato¢nu pevnost’ a optimalnu taznost
k udrzaniu svojho tvaru pri procese spracovania do findlneho tvaru i pri manipuldcii v procese
testu na bunkdch. Stanovenie tychto hodndt je vSak ndrocné z dovodu komplexnosti
mikrovlaknitej Struktary. Taktiez presny postup stanovenia mechanickych vlastnosti
mikrovlaknitych Struktar pripravenych technologiou odstredivého zvlakniovania a definovany
tvar testovacej vzorky nie je normou urceny. Pre priblizna charakterizaciu pevnosti a taznosti
mikrovldknitych Struktur bola prevedend tahova skuska. Ked'ze mikrovlaknité §truktary su
porézne anemaji presne stanovend plochu prierezu bola vysledna pevnost v tahu
prepotitavana cez plo§nd hmotnost (pre vzorky typu PLANAR) a dizkova hmotnost’ (pre
vzorky typu VATA). Plosna hmotnost' vzoriek bola vyjadrend ako hmotnost’ testovacej vzorky
na jej plochu (plocha raznice 5A). Dizkova hmotnost bola po¢itana ako celkova dizka zvizku
vldkien z kokoénu k jeho hmotnosti.

Vldkna pripravené z Cistého polyméru P3HB typu VATA sa vyznaCuju nizkou pevnostou.
Vzorky typu VATA_HYDAL MOI1 dosahuju nizsich pevnosti oproti VATA_P3HB ¢o moze
byt dovodom niz§ej molekulovej hmotnosti polyméru oproti P3HB. Pridavkom zmé#kcovadla
doslo kzvySeniu pevnosti ataznosti vlakien vo vsetkych vzorkach. U vzorkich
PLANAR_P3HB a PLANAR_P3HB_SYN bola pevnost vyssia ako u rovnakych materidloch
vo forme VATA. Taznost planarnych vzoriek bola niekol’konasobne nizsia ako u vzoriek typu
VATA. Orientacia vldkien v plandrnych vzorkach je nahodna vo vsetkych smeroch, pri
vzorkich typu VATA je orienticia vldkien v jednom smere, preto je taznost vySSia pri
vzorkéach typu VATA. Vplyv zmékcovadla je vidiet na Obr. 31.
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Obr. 31: Mechanické vlastnosti planamych a ,vatickkovy* vzoriek sobsahom polyméru P3HB,
s obsahom SYN
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Pridanim MI do roztoku bolo predpokladany ndrast mechanickych vlastnosti materidlu ako je
uvadzané v teoretickej Casti. Uz pri obsahu 5 % MI doslo k najvysSiemu narastu pevnosti
vlakien oproti vldknam P3HB. So zvysujucim obsahom MI postupne pevnost klesala. Pri 25%
obsahu MI bola v§ak pevnost’ vlakien vyssia ako pri P3HB vlaknach. So zvySujicim obsahom
MI narastala taznost’ vlakien a pri 25% obsahu bola taznost’ az 219%, ako je vidiet na Obr. 32

Mechanické vlastnosti vzorky VATA_P3HB/Olig.P3HB preukdzali najnizSie hodnoty
spomedzi vietkych vzoriek typu VATA
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Obr. 32: Mechanické vlastnosti vzoriek s obsahom MI

Pretoze potencidlnou aplikdciou mikrovlaknitych §truktar je ako 3D nosic¢ pre bunkové kultiry,
ktoré ziju v fyziologickom (vodnom) prostredi, boli pozorované mechanické vlastnosti vldkien
vo vodnom prostredi. Pre porovnanie vplyvu vodného prostredia na vldkna, boli taktiez
zmerané vlakna aj za beznych podmienok. Zo zdznamov merania vzoriek typu VATA (Obr.
33) a PLANAR (Obr. 34) nie je pozorovatelny ziaden vyrazny rozdiel medzi vzorkami
meranymi vo vodnom prostredi a za beznych podmienok. Z toho je mozné usudzovat, ze
vldkna po krétkej expozicii vo vodnom prostredi nemenia svoje mechanické vlastnosti ani
nedochddza k vyznamnej zmene interakcii medzi vldknami v Strukture.
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Obr. 33: Zaznam tahovej skusky vzorky VATA_P3HB za mokra a za sucha
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Obr. 34: Zaznam tahovej skusky vzorky PLANAR P3HB_10SYN za mokra a za sucha

4.6 Zmacanie a nasiakavost’

Pretoze su povrchy PHA hydrofébne, nastdva obmedzenie ich vyuzitia ako 3D nosiCov pre rast
a adhéziu bunkovych kultir. Bunkové kultdry sa kultivované vo fyziologickom roztoku, ktory
je hydrofilny. Aby sa zlepSila biokompatibilita (rast, adhézia a proliferdcia buniek) je
nevyhnutna chemicka ¢i morfologickd modifikacia 3D nosiCov.
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Ako je vidiet na Obr. 35 kokén vldkien pldva na povrchu hladiny i pod dlhej dobe niekolkych
minut, nedochddza k nasiakavosti. Takyto nosi¢ je preto komplikované osadit bunkami,
samotné presytenie kazdej vzorky roztokom je vel'mi naro¢né. Preto je vhodné urcit' ako sa
materidl sprdva pri prvotnom kontakte s vodou, resp. kvapalinou. Tento prvotny kontakt je
mozné stanovit pomocou merania kontaktného uhlu (CA).

Obr. 35: Kokoén z P3HB plavajici na hladine niekol'’ko minut

Kedze sa CA na vldknach obtazne meria, naviac by bol CA ovplyviiovany morfolégiou
vlakien, ako je porozita a nehomogénnost povrchu, bol CA merany na félidch pripravenych
z roztokov pouzitych pri zvldkniovani. Pre porovnanie bol CA vody merany aj na vzorke typu
PLANAR_P3HB. Tato hodnota viak nie je uplne presna, na pribliznt predstavu CA vody viak
postaéi. Rozdiel CA vody medzi f6liu P3HB a PLANAR_P3HB je vyrazny. Plandrna vzorka
sa po kontakte s vodou vobec nezmaca (Obr. 36). K hydrofébnosti vldknitych vzoriek prispieva
aj staticky ndboj, ktorym sud vldkna nabité. Tento staticky ndboj odpudzuje naviac vodu.

Obr. 36: Kontaktny uhol vody na PLANAR_P3HB (vl'avo), kontaktny uhol vody na P3HB f6lii
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Z merania CA f6lii polymérov P3HB a s kopolymérom MI nebola preukdzand Zziadna
vyznamnd zmena. Sledovand bola zmacavost aj na félidch P3HB s obsahom zmikc¢ovadla
Syncroflex. Ked’ze z chemickej Struktury je zmakcovadlo oligomérny adipatovy ester, ktory je
nepolarny, neboli pozorované ziadne zmeny v CA oproti f6lidm z P3HB, resp. s 25MI. Ako
jednou z moznosti Upravy hydrofébnosti PHA, bolo zakomponovanie oligoméru na baze 3HB
k P3HB v pomere 25/75. Pritomnost'ou Olig.P3HB sa predpokladal zvySeny pocet polarnych
skupin, ateda zvySenie polarnej zlozky volnej povrchovej energie, atym aj hydrofilnost
vlakien (folif). Po merani CA sa vSak opét ziadna zmena nepreukazala. Taktiez povrchové
energie vSetkych materialov mali takmer rovnaku hodnotu. Bolo to zrejme spOsobené
nedostatocnou koncentraciou polarnych skupin.

Dalsou modifikaciou testovanou za G&elom zmeny hydrofébnosti vldkien bola metéda za
pomoci lipdzy. Ako prvotné merania prebiehali na félidch z P3HB, ktoré boli ponechané 24 hod
posobeniu lipdzy LIP_CR a to o dvoch koncentricidch (LIP_CR_1 a 2). Ndslednym meranim
CA sa preukazalo znizenie CA vody o priblizne 60 % po pdsobeni LIP_CR_1, resp. 70 % po
LIP_CR_2 (vid Tab. 9). Ako ukazuje Error! Reference source not found., povrchova energia
lipdzou upravenych folii sa zvysila, zrejme vd'aka narastu polarnej zlozky na cca Stvornasobok.
Vyssie hodnoty povrchovej energie vzoriek naznacuju, Zze material je zmacavy kvapalinami
s vysokou povrchovou energiou (povrchovd energia vody je 72 mJ/m?) [87]. Na zdklade tohto
vysledku, boli mikrovlakna P3HB a PLANAR_P3HB, ponechané pdsobeniu lipazy.

Tab. 9: Kontaktné uhly vody, etylénglykolu a dijédetdnu na félidch roztokov

Kontaktny uhol (°)
Material
Voda Etylénglykol  Dijodmetan

P3HB 70 +2 54+1 33+3
HYDAL MOl 68 +5 531 31+3
P3HB/25MI 7243 59+3 30+3
HYDAL MO1_10SYN 69 +7 55+3 3445
P3HB/olig.P3HB 70 +1 49 + 1 311

PLANAR_P3HB 112+3 - -
P3HB_LIP_CR_1 28+6 30 £ 20 34+4
P3HB_LIP_CR_2 23 +4 23 +23 3242

PLANAR_po 24h H20 120+ 7 - -
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Tab. 10: Povrchova energia a jej disperznd a polarna zlozka jednotlivych materalov

Povrchova energia Disperzna

. Polarna
Material Owens-wend zlozka povrch. .
) zlozka
model (mJ/m?) Energie
P3HB 43 37 6
HYDAL MO01 44 37 7
P3HB/25MI 42 37 5
HYDAL MO1_10SYN 43 36 6
P3HB/olig.P3HB 45 39 6
P3HB_LIP_CR_1 53 28 25
P3HB_LIP_CR_2 63 34 29

Nésledne boli k zmene hydrofébnosti mikrovlaknitych struktur P3HB pouzité dva druhy lipaz
o dvoch koncentracidch (LIP_CR(PP)_1(2), Cislo 2 znaci vysSiu koncentriciu). Po vyprati
vlakien a ich vysuSeni bola pozorovana nasiakavost ako ndrast hmotnosti vzorky, ponorenej
pod 1 mm hladiny vody poc€as 10 min. Priebeh nasiakavosti vzoriek je zobrazeny na Obr.
38 Obr. 39. Taktiez bola pozorovand nasiakavost na referencnych materialloch VATA P3HB
a PLANAR_P3HB. Nirast hmotnosti bol zaznamenavany az po dosiahnuti Imm ponorenia
vzorky. Kym sa vzorka ponorila na danu vysku, doSlo uz k zmacaniu a nasiakavosti vody. Preto
v niektorych pripadoch v €ase O s bola zaznamenana vysSia hmotnost. Naopak u niektorych
vzoriek bola zaznamenand minusovd hodnota hmotnosti. Zdporné hodnoty hmotnosti sa
preukdzali u referenénych vzorkach PLANAR P3HB, VATA_P3HB apri niektorych
vzorkéch, ktoré boli vystavené pdsobeniu lipdz o nizsej koncentracii.

Obr. 37: Priebeh nasiakavosti vlaknitych vzoriek zl'ava: PLANAR P3HB,
PLANAR_P3HB_LIP_PP_2, PLANAR_P3HB_LIP_2
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Ztvaru nasiakavosti kriviek v zavislosti hmotnosti na &ase pri vzorkdch ponechanych
pdsobeniu LIP_CR je vidiet, ze pri vyssej koncentracii LIP_CR maju krivky typicky priebeh
pre nasiakavy materidl. Sklon avyska poCiatonej fazy krivky naznaduje, mieru
absorpcie/nasiakavosti vody do vzorky. Rovnobezna ¢ast’ krivky zobrazuje proces vzlinania
vody, hmotnost’ absorbovanej vody zostava konstantna. Tento ustdleny stav naznaluje, Ze
vzorka dosiahla svoju maximalnu absorp¢nu kapacitu vody vo vertikilnom smere. Na Obr. 37
je vidiet vzorku VATA_P3HB_LIP_2 po merani nasiakavosti. Po 10 min merani bola vzorka
uplne nasiaknutd vodou.
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Obr. 38: Casovy priebeh nasiakavania vzoriek po posobeni LIP. CR

Vzorky po posobeni LIP_PP, taktiez vykazuju nasiakavost pri vys3ej koncentrécif lipazy. Pri
nasiakavosti vody do PLANARnej vzorky sa vyskytovali obCasné miesta, ktoré nenasiakali
(Obr. 37). Tieto miesta spomal’'ovali proces nasiakavosti a vzlinania vody vo vzorke (skoky na
krivkéch nasiakavosti Obr. ). Dovodom vyskytu tychto oblasti je mozno nedokonalé posobenie
LIP_PP v nehomogénnom nemiesanom roztoku alebo lokdlne vel'mi hustej mikrovlaknite]
Strukture, skrz ktoru je transport vody ndrocne;jsi.
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Obr. 39: Casovy priebeh nasiakavania vzorick po pésobeni LIP_PP

Z Obr. 40 je vidiet, ze pri vzorkach typu VATA dochadza k vacsej absorpcii vody do vzorky
ako pri vzorkdch typu PLANAR. Pociato&na hmotnost’ vzorky typu VATA bola v§ak priblizne
3-nasobnd. Je teda pravdepodobna aj vyssia nasiakavost’ vody do vzorky u typu VATA. Pre
porovnanie uc¢innosti v zavislosti na type lipazy na nasiakavost vody do materidlu bolo
maximalne mnozstvo vody vsiaknuté do materialu vztiahnuté na plo§nii hmotnost’ pre vzorky
typu PLANAR a na dizkova hmotnost pre vzorky typu VATA. Vysledny pomer nasiaknutej
vody ku plosnej, resp. dizkovej hmotnosti vzorky je zobrazeny na obr. . Z Obr. je vidiet, Ze
G&innost posobenia lipazy na vzorky typu VATA a PLANAR je rovnakd. Rozdiel nasiakavosti
vody je pri posobeni rozneho typu lipazy. Najvyssia ucinnost bola u pouzitia LIP. CR 2.
U vzoriek, ktoré boli vystavené posobeniu LIP_PP, sa uc¢innost’ znizila. Tento rozdiel bol
pozorovany aj vizualne. Vzorky PLANAR(VATA)_P3HB_LIP_CR_2 boli celé nasiaknuté
zatial' Co vzorky PLANAR(VATA)_P3HB_LIP_PP_2 nasiakli maximdalne do polovice svojej

vysky (Obr. 37).

Na pozorovanie zmeny Struktiry P3HB po posobeni lipazy boli vzorky podrobené FTIR
analyze. Ako bolo spomenuté v teoretickej asti, u€inkom lipazy, by sa mohlo dojst’ k Stiepeniu
esterovych vizieb, atak k ndrastu poldrnych hydroxylovych skupin. Z dévodu potvrdenia
tychto skupin v povrchovych vrstvich materidlu bolo zmerané FTIR spektrim. Pre porovnanie
boli zvolené vzorky vlakien Cistého P3HB ako referencie, P3HB vldkna po pdsobeni prostredia
destilovanej vody a P3HB vldkien po posobeni lipdzy. Vysledky su prezentované v grafu na
Obr. 41. Meranie VATA_P3HB_voda bolo prevedené z dovodu potvrdenia, ze samotna
destilovana voda nema ziaden vplyv na zmenu hydrofobnosti P3HB vlakien. Zo zaznamu FTIR
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analyzy nie je vidiet zmenu v charakteristickych pasoch IC spektra vzoriek. Lipdza teda pdsobi
len na povrchu vldkien a FTIR spektrometer zmenu koncentrédcie hydrofilnych skupin nie je

schopny zachytit'.
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Obr. 40: Pomer nasiakavosti k plosnej (dizkovej) hmotnosti v zdvislosti na type modifikovaného

materialu
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Obr. 41: FTIR spektrum P3HB referenénych vlakien, po posobeni vody a lipazy
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KedZze FTIR analyzou neboli preukdzané ziadne Struktirne zmeny, boli vzorky VATA_P3HB
pred apo pdsobeni lipdzy analyzované pomocou XPS. Tato metdoda je velmi citliva na
chemické zlozenie meranej plochy, a preto meria aj do hibky niekol’kych nanometrov vrstvy,
ma dostatocnu citlivost na preukazanie zmien na samotnom povrchu. Zo zdznamu spektra XPS
VATA_P3HB (Obr. 42), je vidiet', ze vzorka obsahuje vo svojej Struktare prvky C, O (H nie je
mozné analyzovat’ XPS). Pri blizSej analyze uhlikového piku, je vidiet, Ze pik v sebe obsahuje
d’alSie dva piky. Na zdklade Struktiry P3HB boli predpokladané vizby C—C, C-H, C-0O a O—
C=0. Aplikovanim spektier tychto vizieb doslo k dokonalému nafitovaniu uhlikového
spektra (Obr. 43).
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Obr. 42: XPS spektrum vzorky VATA_P3HB
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C 1s-PHB-vata/7

1 Name Pos. FWHM L.Sh. Area % Area
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Obr. 43: XPS spektrum vzorky VATA_P3HB zamerané na C

Pri XPS analyze vzorky VATA_P3HB_LIP_1 sa naviac okrem C a O vyskytol pik pripadajici
energii atomu dusiku N (Obr. 44). Analyzou uhlikového piku, je vidiet, ze pik sa li§i od piku
predchadzajiceho, obsahuje naviac niekol'ko ramien (). Ramena piku naznacuja pritomnost
roznych typov vizieb s C. Okrem vizieb C—C, C-H, C-O a O—-C=0, ktoré znacia Strukturu
P3HB, sa vyskytli aj vizby C—N a minimalne mnozstvo karbonatovych skupin. Percentudlne
zastdpenie vidzieb C-O a O—C=0 je takmer rovnaké ako pri vzorke VATA_P3HB. Z toho
vyplyva, ze predpokladand hydrolyza P3HB nenastala. Dosledkom zvySenia hydrofilnosti
materidlov po pdsobeni lipazy je teda pritomnost C-N vézieb a zniZenie nepolarnych vézieb
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C—C a C-H v §truktare. Dusikaté skupiny pochddzaju z lipazy, je otazkou, i je len nedokonalo
vyprana zo Struktury vlakna alebo doslo k jej reakcii s povrchom vldkien. Tento efekt je
potrebné dalej prestudovat’, bol v§ak nad ¢asovy ramec a moznosti prace.

Lipaza/1

Name Pos. FWHM Area At%
O1s 533.07 3.61 4173.08 24.93
12| C1s 285.97 4.63 4086.32 71.51é
N1s 400.77 3.93 366.45 3.56
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Obr. 44: XPS spektrum vzorky VATA_P3HB_LIP_1
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C 1s-Lip/4

Name Pos. FWHM L.Sh. Area  %Area
C1s C-C; C-H 285.01 1.66 GL(30) 309.39 36.51
C 1s C-O- 286.45 1.66 GL(30) 207.41 24.51

C 1s O-C=0 288.94 1.66 GL(30) 1 27 18.17
C 1s carbonates 290.89 1.66 GL(30) 473 4.13
20 C 1s C-N 287.44 1.66 GL(30) 141. 16.69
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Obr. 45: XPS spektrum vzorky VATA_P3HB_LIP_1 zamerand na C

4.7 Biologické vlastnosti

Ako ciel'ovou aplikaciou mikrovlaknitych Struktar na baze P3HB a jeho kopolymérov je ich
vyuzitie ako 3D nosi¢ pre bunkové kultiry. Biologické vlastnosti boli pozorované na 3D
nosi¢och (vid’ Tab. 11), ktoré predstavuji typ VATA a na 2D nosi¢och typ PLANAR. Vzorky,
na ktorych boli pozorované biologické vlastnosti ako st metabolickd aktivita buniek, bunkova
proliferdcia a penetrdcia buniek do nosiCa su zobrazené v tab. Biologické vlastnosti
mikrovldknitych §truktar vzorky VATA_P3HB/Olig.P3HB boli vyradené z dovodu Zziadnej
zmeny hydrofébnosti vldkien. K sledovaniu biologickych vlastnosti bola pouzita linia mySacich
fibroblastov 3T3. Ako referencia (pozitivna kontrola) boli pouzité 3T3 fibroblasty nasadené
priamo na kultivacny plast bez nosica.
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Tab. 11: Oznacenie a nazov jednotlivych nosicov, ktoré boli podrobené biologickym testom

Nazov vzorky Oznacenie Nazov vzorky Oznacdenie
VATA_P3HB/5MI 1 VATA_P3HB_10SYN 7
VATA_P3HB/10MI 2 VATA_HYDAL MO1 8
VATA_P3HB/15MI 3 VATA_HYDAL MO1_10SYN 9
VATA_P3HB/20MI 4 PLANAR_P3HB 11
VATA_P3HB/25MI 5 PLANAR_P3HB_LIP_CR_ 12

VATA_P3HB 6

Zo sledovania biologickych vlastnosti boli vSetky skaffoldy biokompatibilné. U nosi¢ov
s obsahom MI bol pozorovany linedrny ndrast metabolickej aktivity buniek pocas testovace]
doby. Na 21. deri sledovania metabolickej aktivity bola metabolicka aktivita buniek na nosicoch
VATA_P3HB/25MI statisticky rovnaka ako na kultivaénom plaste (vid’ Obr. 46 ). Najvyssia
metabolickd aktivita buniek na vzorke VATA P3HB/25MI mohla byt sposobena pritomnostou
kvapiek polyméru v §truktire ako bolo pozorované na SEM snimka. Z konfokdlnej
mikroskopie, ktord zachytdva bunkovu distribuciu na nosi€och je vidiet', ze na zhlukoch vldkien
a kvapkéch polyméru je vyskyt buniek najvyssi. Je teda mozné usudzovat, ze relativne vel'kym
3T3 bunkdm vyhovuje viac vécSia plocha, atym padom v pripade tenkych vldkien
nehomogénnost morfologie nosi¢a v podobe uzla a kvapky (vid’).

MTS test metabolickej aktivity
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Obr. 46: Metabolickd aktivita buniek na vldknitych nosi¢och merana pomocou MTS. Ako kontrola boli
pouzit¢ 3T3 mysi fibroblasty nasadené¢ na kultivatnom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia
statisticky vyznamné rozdiely, Cieme ¢isla p<0.05, ¢ervené ¢isla p<0.001.
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Obr. 47: Bunkova distribucia na nosi¢i VATA_P3HB/25MI 14. den testu. Bunkové jadra boli
zafarbeng¢ propidium jodidom (Cerveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene),
mierka 100 pm.

Obr. 48: Bunkova distribticia na nosi¢i VATA P3HB/15MI 21. den testu. Bunkové jadra boli
zafarben¢ propidium jodidom (Cerveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene),
mierka 100 pm.
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Sledovanim bunkovej proliferdcie na vzorkach s MI bola zistena znizena proliferacia na 14. den
oproti bunkovej proliferacii na plaste (vid’ Obr. 49). Pri sledovani bunkovej proliferacie na 21.
deri testu bola bunkova proliferacia Statisticky rovnaka ako na kultiva¢nom plaste. Pre vzorky
s obsahom do 15MI bol pozorovany linedrny narast bunkovej proliferdcie. U nosicoch
s obsahom 20 a 25MI bola bunkova proliferacia nekonzistentna. Tento jav moze byt sposobeny
taktiez morfologiou 3D nosicov. Zo SEM snimok bolo zistené, ze vlakna do obsahu 15MI st
jednotné a neobsahuju vo svojej Struktare zhluky vlakien a kvapky polyméru. Bunky mohli tak
jednoducho proliferovali. Distribucia buniek na 3D nosi¢éi VATA P3HB/15MI je zobrazena
na Obr. 48.
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Obr. 49: Bunkova proliferacia merana pomocou kvantifikacie bunkovej DNA. Ako kontrola boli pouZité
3T3 mysi fibroblasty nasaden¢ na kultivaénom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia Statisticky
vyznamné rozdiely, ¢ieme Cisla p<0.05, ¢ervené ¢isla p<0.001.

Pozorovanim metabolickej aktivity na 3D nosi¢och z P3HB polyméru a s obsahom SYN, bolo
pozorovang, ze vzorky na 21. defi testu mali Statisticky rovnakd aktivitu ako na kultivaénom
plaste, okrem vzorky VATA_P3HB_10SYN (vid’ Obr. 50). Pritomnost SYN na metabolickd
aktivitu buniek ma znizujuci efekt pre P3HB u HYDAL MOlje pritomnost SYN takmer
bezvyznamnd. Bunkova proliferdcia na 14. den bola na vzorke VATA_P3HB rovnakd ako na
kultivatnom plaste. Proliferdcia na ostatnych vzorkéch sa Statisticky odliSovala.
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Obr. 50: Metabolicka aktivita buniek na vldknitych nosi¢och merana pomocou MTS. Ako kontrola boli
pouzit¢ 3T3 mysi fibroblasty nasadené¢ na kultivatnom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia
statisticky vyznamné rozdiely, Cieme ¢isla p<0.05, ¢ervené ¢isla p<0.001.

Metabolickd aktivita buniek na vzorkdch typu VATA a PLANAR P3HB sa $tatisticky nelisila
a bola rovnaké ako na kultivatnom plaste na 21. dei. testu. Bunkova proliferdcia na vzorkach
PLANAR_LIP_CR a VATA_P3HB bola 14. deii najvyssia v porovnani na kultivaénom plaste.
Na vSetkych ostatnych testovanych vzorkdch v tento den (14. deii) bola vyrazne znizena
bunkovd proliferdcia buniek. Bunkovad prolifericia na vzorke PLANAR_LIP_CR je
pravdepodobne vdaka zvySenej hydrofilnosti nosiCa pdsobenim lipazy. Obriazky X, Y
zachytdvaju distribiciu buniek na nosicoch. Z obr. Y je vidiet premnozenie buniek na povrchu
skaffoldu (bunky naadherovali maximalne do hibky nosi¢a okolo 60 nm). Premnozenie buniek
v jednej rovine moze vytvorit' vrstvu buniek, ktora sa moze nasledne odlupit’ z nosica. Na obr.
X je naopak vidiet, Ze bunky st rozmiestnené az do 120 nm hibky nosica.
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Obr. 51: Bunkova proliferacia merana pomocou kvantifikacie bunkovej DNA. Ako kontrola boli pouzité
3T3 mysi fibroblasty nasaden¢ na kultivaénom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia Statisticky
vyznamné rozdiely, ¢ieme ¢isla p<0.05, Cervené Cisla p<0.001.

Obr. 52: VIavo - Bunkovi distribiicia na nosi¢i PLANAR _P3HB_LIP_CR 21. deii testu. Bunkové jadra
boli zafarbené propidium jodidom (Cerveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene),
mierka 100 um. Vpravo — Hibkova projekcia nosi¢i PLANAR P3HB_LIP_CR 21. deii testu. Bunkové
jadra uréitej farby sa nachadzaju v hibke zodpovedajucej farbe na farebnej skale.
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Obr. 53: Bunkova distribicia na nosi¢i VATA_P3HB 21. deni testu. Bunkové jadrd boli zafarbené
propidium jodidom (Cerveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene), mierka 100 um.

Obr. 54: lebk’ové projekcia nosi¢i VATA P3HB 21. deni testu. Bunkové jadra urcitej farby sa
nachadzaju v hlbke zodpovedajicej farbe na farebnej skale
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5 ZAVER

Diplomova praca sa zaobera vyskumom mikrovlaknitych Struktar na baze kopolymérov P3HB.
Mikrovlaknité Struktiry predstavuja rozsiahlu ,,siet* ndhodne orientovanych neusporiadanych
mikrovldkien v 2D (plandrnom) ale aj v 3D rozmere. Takyto typ vlaknitej Struktiry moze byt
za urditych podmienok podobny prostrediu pre rast buniek in vivo. Stidiou na substratoch 3D
vlaknitej Struktire v podmienkach in vitro je mozné docielit presnejsSiu charakterizaciu
spravania sa buniek v prostredi in vivo. Vdaka vysokej biokompatibilite P3HB a jeho
kopolymérov je vhodné tieto materidly pouzit k vyrobe takychto mikrovlaknitych Struktur.

K ich vyrobe bola pouzita technologia odstredivého zvlaknovania. Princip tejto technologie je
pomerne jednoduchy, samotné prevedenie procesu je vSak ovplyvilované mnohymi
parametrami. Medzi hlavné parametre ovplyviiujice proces zvlaknovania patri viskozita
roztoku, ktora je ovplyvnena koncentraciou polyméru aj molekulovou hmotnost'ou
polymérneho materialu, typ rozpustadla a rychlost otacania zvlakiiovacej hlavy. Variaciou a
optimalizaciou tychto parametrov je mozné ziskat mikrovldkna vo forme objemného,
,hadychaného” kokonu mikrovlédkien. Takéto typy vlakien oznaCované ako VATA boli
produkované na laboratérnom pristroji. Nami navrhnuté roztoky boli firmou NANO4FIBERS
s. r. 0 otestované na priemyselnej technolégii odstredivého zvlakfiovania a boli spracované do
formy mikrovldknitej membrany pripravené na podkladovi netkand textiliu (mikrovldknité
struktury typu PLANAR).

K priprave roztokov boli pouzit¢ dva homopolyméry P3HB s oznacenim P3HB
a HYDAL MO1. Zvléknovanim roztokov P3HB a HYDAL MOl boli po optimalizacii
podmienok ziskané vldkna vo forme spominaného objemného kokénu bez viditelnej
pritomnosti nehomogenit v podobe kvapiek ¢i zhlukov. Nevyhodou P3HB je jeho vysoky
stupeni krystalinity, vd’aka ktorému je polymér krehky. Preto boli Studované vlakna i na baze
kopolyméru P3,4HB. Tento material sa vyuziva ako modifikator huzevnatosti a ma vysoku
taznost. K dispozicii bol Mirel M4300™ (MI, kopolymér na bize P3,4HB s koncentriciou
4HB cca 33%). Tento samotny polymér bolo mozno uspesne zvlaknit, pre jeho vyssie popisané
vlastnosti ho vSak nebolo mozno odoberat’ z kolektorov. Za ucelom nastaveni vhodnejSej
koncentracie 4HB vo findlnom vldkne boli kopolymér P3,4HB a homopolymér P3HB miesané
v koncentracnej rade piatich vzoriek. Vlastnosti boli nasledne porovnavané v zdvislosti na
tomto mieSacom pomere.

DalSou nevyhodou, na ktort sa v predchadzajucej $tadii narazilo, bola hydrofébnost P3HB.
Cielovou aplikaciou mikrovlaknitych Struktur je ich pouzitie ako 3D skaffold pre sledovanie
spravania sa buniek. Bunky sa vSak kultivuji v hydrofilnom médiu, a preto pouzitie
hydrofébneho skaffoldu P3HB spdsobuje problém pri jeho G¢innom osadeni bunkami. Na
zaklade literarnej reSerSe bola navrhnuta a otestovand zmena hydrofébnosti prevedena
posobenim roztokov lipdz o réznych koncentriciach (LIP_CR(PP)_1(2)). Naslednd zmena
polarnej zlozky povrchovej energie bola detegovana znizenim kontaktného uhlu vody na za
tymto ucelom pripravenych foliach P3HB. Zmena povrchovej energie sa v pripade vldknitych
vzoriek pozitivne prejavila aj vyznamnym zvySenim nasiakavosti vody. Mnozstvo nasiaknute]
vody do mikrovlaknitych vzoriek P3HB bolo najvyssie po pdsobeni LIP_CR_2.
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Pre manipuléciu s vlaknami, ako v pripade procesu vyroby, tak v pripade pouzitia ako nosica
pre rast buniek, su dolezité mechanické vlastnosti. Tie boli charakterizované prostrednictvom
tahovej skusky v bezvodom a vodnom prostredi. Bol sledovany vplyv zlozenia zmesi P3HB a
P3,4HB, ako aj pridavok zmékcovadla na baze adipatov. Pridavok zmikcovadla sa podl'a
oCakavania prejavil zvySenim taznosti vzoriek. V pripade vzoriek typu VATA prekvapivo
nedoslo k poklesu maximalneho napitia, v pripade planarnych vzoriek vSak doslo k poklesu o
cca 30 %. Pridavkom 4HB do polymérnej Struktiry doSlo podla predpokladu k zvyseniu
taznosti, maximalne napétie s koncentraciou 4HB mierne kleslo. Maximalna hodnota vSak bola
pri pridavku 5% MI, ¢o mdze byt spdsobené lepSou kvalitou vldkien z tohto materidlu oproti
referencii zhomopolyméru. Tuto skutocnost potvrdili aj snimky vlakien zo SEM, kde je rozdiel
kvality vlakien viditelny. Testy na referencnej vzorke P3HB vo vodnom prostredi preukazali,
ze zakladné vlastnosti v tahu sa po kratkej expozicii vo vodnom prostredi nemenia

Testovanie biologickych vlastnosti 3T3 mySacich fibroblastov na 3D nosi¢och typu VATA
a2D nosi¢och typu PLANAR bolo vykonané v spoluprici s Ustavom experimentilne;
mediciny Akadémie vied Ceskej republiky. Vsetky vzorky preukazali vysokd biokompatibilitu.
Metabolick4 aktivita buniek sledovand MTS testom v priebehu 21 dni experimentu postupne
narastala na nosi¢och s obsahom MI. Posledny deii experimentu bola metabolicka aktivita na
nosi¢och s obsahom MI najvysSia u vzorky P3HB/25MI. Sledovanim distribicie buniek
pomocou konfokalneho mikroskopu bolo zistené, ze bunky lepsSie rastli (adherovali) na
nehomogénnej Struktire 3D nosicoch. Naopak bunkova proliferacia na vzorkach s MI postupne
narastala u vzoriek shomogénnou Struktirou. Vysokd metabolickd aktivita abunkova
proliferdcia bola pozorovand aj na vzorkich VATA_P3HB a PLANAR_P3HB_LIP_CR.

V ramci tejto prace sa podarilo pripravit niekol'ko typov vlaknitych §truktur na baze P3HB
modifikovanych aditivami na baze oligoméru 3HB, zmikcovadlom i r6znym obsahom 4HB
pomocou zmesi P3HB s P3,4HB kopolyméru. V ramci optimalizacie boli vyskusané aj
kombinacie kyseliny mravCej a octove] s chloroformom ako moznost modifikacie
rozpustadlového systému. Pomocou vahovej metody bol sledovany priebeh zmeny mnozstva
zvyskového rozpustadla vo vldknach. Vybrané vlakna boli povrchovo modifikované pouzitim
lipazy za ucelom zvySenia povrchovej energie, a tym zlepSenia zmacania vodnym roztokom.
Vysledné vldkna boli charakterizované s ohladom na ich priemer, porozitu, mechanické
vlastnosti a biokompatibilitu. Vysledky preukazali, ze pouzivané materialy su vo vysledku
biokompatibilné a metodda pripravy poskytuje vliaknité Struktiry, na ktorych je mozno uspesne
kultivovat bunky. Istym obmedzenim je porozita vlaknitych Struktur, ktora sice dosahuje az 95
%, ale velkost porov je zrejme stale mala pre idealny rast zvolenych buniek do celej hibky 3D
Struktury.
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8 PRILOHY

Diferen¢na kompenzacna kalorimetria
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Obr. 57: DSC zaznam MIREL 4300

Sprava z merania biologickych testov
Osadenie nosicov bunkami

Sterilizované nosice (skaffoldy) boli prenesené do testovacej dosky, kde na dne jamok bolo
20 pl kultivaéného média kvoli prichyteniu nosi¢ov na dno jamiek. Kultivaéné médium bolo
zostavené z Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Sigma Aldrich) obohatené o 10 %
fetdlneho bovinného séra (FBS; Gibco), 1 % antibiotika (100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu; Sigma Aldrich®) a 100 pg/ml streptomycinu; Sigma Aldrich®). K nosicom
bolo pridanych d’alsich 20 pl kultivacného média a ndsledne boli vzorky inkubované pri teplote
37 °C po dobu 30 min. Nasledne boli nosi¢e osadené 3T3 mysacimi fibroblastami (ECACC)
o hustote 5 x 10° buniek/vzorka v 30 pl kultivaéného média. Vzorky osadené bunkami boli po
dobu 2 hod vlozené do inkubatoru, aby bola umoznena dobra bunkova adhézia a nenastal tak
odplav buniek mimo nosi€¢. Nasledne bolo doplnené kultivacné médium do objemu 250 pl na
jamku. Nosice s osadenymi bunkami boli po dobu 21 dnfi kultivované v inkubatore s vysokou
vlhkost'ou vzduchu a 10 % CO: pri 37 °C. Kultivacné médium bolo vymienané 2x do tyzdia,
v poslednom tyzdni kultivacie az 3x.

Test metabolickej aktivity

K stanoveniu metabolickej aktivity buniek bol pouzity MTS test (CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay; Promega). Do Cistej testovace] 96-jamkovej dosky boli
prenesené vzorky, aby sa zabrdnilo ovplyvneniu hodndt bunkami, ktoré rdstli na dne
kultivacnych jamiek pod nosi¢om. Nasledne bolo pridanych 20 ul roztoku MTS a 10 ul
Cerstvého kultivaéného média. U kontrolnej skupiny bolo odsaté len médium a nahradené
roztokom MTS a Cerstvym médiom. Vzorky boli potom inkubované v roztoku 2 hod
v inkubdtore pri 37 °C. Pocas inkubacie doslo k sfarbeniu oranzového roztoku na fialovy
formazan, Co predstavuje metabolizovany MTS substrat mitochondridlnymi enzymami. Po
inkubdcii bolo 100 ul roztoku z kazdej jamky prevedenych do Cistych jamok testovacej dosky.
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Nésledne bola zmerand absorbancia pri 490 nm (absorpcia svetla formazdnu) a referencnej
vlnovej dizke 690 nm na pristroji Infinite M200 PRO (Tecan, Svajéiarsko). Z nameranych dét
bola naviac eSte odc¢itand hodnota samotne] vzorky inkubovanej bez buniek, u kontrolnej
skupiny bola od¢itana hodnota namerand u kultivaéného média s MTS.

Detekcia bunkovej proliferacie

Na stanovenie bunkovej proliferacie bola pouzita kvantifikacia bunkovej] DNA. Vzorky boli
analyzované prostrednictvom kitu Quant-iT™ dsDNA Assay Kit (Life Technologies).Vzorky
po merani MTS boli vlozené do 100 pl lyzacného pufra (0,2 % v/v Triton X-100, 10 mM Tris
(pH 7,0), a 1 mM EDTA) pomocou 3 cyklov zmrazenia/rozmrazenia boli lyzované. K analyze
bolo odobranych 20 ul lyzovaného roztoku a pridaného k 200 ul reakénému roztoku, ktory sa
viaze na dvojzavitnicovi DNA a nasledne emituje fluerescencny signal. Vyslednd intenzita
fluorescencného signalu bola merana prostrednictvom fluorescencného readru (Infinite M200
PRO, Tecan, Switzerland; Aex = 485 nm, Aem = 523 nm). Vysledky boli vyhodnotené s vyuzitim
kalibracnej krivky , ktora je stcast’'ou kitu.

Distribudcia buniek v mikrovlaknitych Struktarach

Distribudcia buniek na mikrovldknitych skaffoldoch bola vizualizovand pomocou konfokalnej
mikroskopie. Vzorky boli fixované mrazenym metanolom (=20 °C) 10 min. Nasledne bola
pridand fluorescencna sonda 3,3'-diethyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3), Invitrogén,
1 ug/ml v PBS (pH 7.4), ktord farbi intracelulirne membriny (zelené Casti na snimkach
z mikroskopu), a inkubovand so vzorkami 30 min pri izbovej teplote. Nasledne bol pridany
propidium jodid (PI; 5 pg/ml v PBS, 5 min RT; Sigma Aldrich®), ktory je interkalovany do
bunkovej DNA (Cervena jadra buniek zobrazené na snimkach). Nasledne boli vzorky
oplachnuté PBS, a vizualizované pomocou konfokdlneho mikroskopu (Zeiss LSM 880
Airyscan). Pouzité boli vinové dizky Aex=488nm adem=520nm pre DIiOC6(3)
ahlex=560nm aAem=580nm pre propidium iodide. Obrazky ziskané z konfokdlnej
mikroskopie boli d’alej pouzité na analyzu hibkovej penetracie buniek. Pomocou softwaru Zeiss
Zen bola jednotlivym snimkam z rdznej hibky nosi¢a priradend farba, ktord zodpoved4 farbe
na Skale publikovanej v obrazku.

Statistika

Pre MTS test a kvantifikaciu DNA bolo pouzitych 6 nezavisle pripravenych vzoriek. Vd'aka
vel'kym odchylkam boli u niektorych vzoriek odstranené krajné hodnoty, avSak pre Statistické
hodnotenie boli pouzité vzdy najmenej 4 hodnoty. Data su prezentované ako
priemer + smerodatna odchylka (SD). Vysledky boli §tatisticky vyhodnotené pomocou softvéru
SigmaStat 12.0, Systat. Pokial data presli testom normality a testom rovnosti rozptylov, bola
vykonand parova analyza pomocou testu ANOVA a Tukeyho porovnavacieho testu pre post-
hoc analyzu. Pokial data boli bez normalnej distribucie, bola parova analyza vykonana
pomocou Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks a Dunnovho testu
viacnasobného porovnania pre post hoc analyzu. VsSetky vysledky boli povazované za
Statisticky vyznamné, ak p bolo <0,05.
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Obr. 3: Bunééna distribuce ve vlakennych nosicich Sk. 1 — 6 vden 1, 7, 14 a 21. Bunécna jadra byla
obarvena propidium jodidem (Cerven¢), intracelularni membrany pomoci DiOC6(3) (zelen€), mérka 100
um.
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Obr. 4: Bunécna distribuce ve vlakennych nosicich Sk. 7 - 12 vden 1, 7, 14 a 21. Bunééna jadra byla
obarvena propidium jodidem (erven¢), intracelularni membrany pomoci DiOC6(3) (zelen€), mérka 100
um.
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Obr. 5: Hloubkové projekce u skupin 1 — 6 vden 1, 7, 14 a 21. Buné¢na jadra urcité barvy se nachazi
v hloubce odpovidajici barvé na barevné skale.
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Obr. 6: Hloubkové projekce u skupin 7 - 12 vden 1, 7, 14 a 21. Buné¢na jadra urcité barvy se nachazi
v hloubce odpovidajici barvé na barevné skale.

82



83



