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Abstrakt:

Cilem této diplomové prace je analyza a interpretace vlivu fyzikalnich modifikaci na
povrch poly-e—kaprolaktonovych (PCL) nanovlakennych bunéénych nosi¢t (NBN). PCL
je hydrofobni polyester, jehoz chemické slozeni neumoziuje optimalni bunécnou adhezi
k povrchu materialu. Ke zvySeni bunééné adheze je proto nutné vyuzit vhodnou
povrchovou modifikaci. PCL-NBN byly modifikovany RF doutnavym vybojem
Vv prostfedi N2 a O2. Vlivem této modifikace doslo ke snizeni obsahu uhliku detekovaného
XPS analyzou a vyraznému zvySeni hydrofility povrchu. Druhou pouzitou fyzikalni
modifikaci byla implantace svazkem urychlenych ionti O, N*, C*. Touto modifikaci
bylo dosazeno zvySeného obsahu uhliku a zaroven mirného zvySeni hydrofobnich
vlastnosti PCL-NBN. Vlivem obou fyzikalnich modifikaci doslo k prokazatelnému
zvySeni bunééné adheze. Biokompatibilita bunéénych nosic¢t byla hodnocena na zakladé
modelu mysich 3T3 fibroblastu.

Klic¢ova slova:
Elektrospinning, poly-e—kaprolakton, fyzikdalni modifikace polymeru, mysi 3T3
fibroblasty.

Abstract:

The main goal of this diploma thesis is interpretation of physical modification effect on
the surface of poly-e—caprolactone (PCL) nanofibrous scaffolds. PCL is hydrophobic
polyester with chemical composition that does not allow sufficient cell adhesion to its
surface. To improve cell adhesion it is thus necessary to employ a feasible surface
modification. PCL scaffolds were modified by RF glow discharge in N2 and O. Due to
this modification carbon content detected by XPS analysis was lowered and hydrophility
of the surface was increased. Second physical method that was employed for PCL
modification was implantation by ion beam consisting of O, N* or C* ions. Using this
method increased surface concentration of carbon and hydrophobic properties were
obtained. Both methods of modification -effectively increased cell adhesion.
Biocompatibility of PCL scaffolds was evaluated by biological model of mouse 3T3
fibroblasts.

Key words:
Electrospinning, poly-e—caprolactone, physical modification of polymer, mouse 3T3
fibroblasts.
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1 Uvod

Jednou z klicovych problematik feSenych ve tkanovém inzenyrstvi je vyvoj tkanového
nosice, ktery by svymi fyzikdln¢ chemickymi vlastnostmi spliioval pozadavky
biokompatibilni a zaroven biodegradovatelné nosné struktury, napodobujici vlastnosti
pfirodni extra celularni matrix (ECM). Tento docasny bunéény nosi¢ by mél plné
podporovat rist nové tkan¢ a zdroven v odpovidajicim ¢asovém intervalu degradovat, aby

ustoupil tvorbé nové ECM produkované bunikami v prabéhu rtistu nové tkané.

Velmi rozsitenou technologii vyroby téchto bunécnych a nasledn¢ tkanovych nosicu je
elektrostatické zvlaknovani. Tato technologie produkuje nanovldkenné vrstvy, které svou
strukturou napodobuji ptirodni ECM a jsou proto velmi vhodné pro mnohé biomedicinské
aplikace.

Nékteré z hlavnich biomedicinskych aplikaci vyuzivajicich nanovldkenné struktury jsou:
kryty ran, umélé cévy, srdecni chlopné, implantovatelné tkdnové nosice, vazy, Slachy,

membrany nebo biosenzory.

Tato diplomova prace si klade za cil shrnout, na zaklad¢ reSerSe a provedenych
experimentli, vliv dvou fyzikdlnich modifikaci na poly-e—kaprolaktonové (PCL)
nanovldkenné bunééné nosice (NBN):

a) Modifikace RF doutnavym vybojem buzenym v Oz a No.

b) Modifikace implantaci urychlenych iontd OF, N¥, C* produkovanych
urychlovac¢em Tandetron.

Teoreticka cast diplomové prace je zamétfena na souhrnnou reSersi popisujici princip
a parametry vyroby NBN. Dale jsou uvedeny biologické poZzadavky na NBN a nékteré
interakce mezi bunikami a jejich okolni nosnou strukturou. Zaroven jsou v této kapitole
charakterizovany obé fyzikalni metody pouzité pro modifikaci PCL-NBN a jejich

oc¢ekavany vliv na PCL nanovlakenny material.

V diplomové praci jsou uvedeny a diskutovany vysledky povrchovych zmén
materidlovych a chemickych analyz: hydrofilnich vlastnosti materidlu, chemického
slozeni povrchu, distribuce iontd pohybujicich se na povrchu materidlu, zmény
morfologie nanovlakenné vrstvy, distribuce pramért vlaken, tloustky a ploSné hmotnosti
Vv zavislosti na typu a intenzité fyzikalni modifikace.

Biokompatibilita modifikovanych PCL-NBN byla podlozena vysledky testid metabolické
aktivity (MTS test) a kvantifikaci DNA (PicoGreen). Bunééna proliferace byla potvrzena



na snimcich z konfokéalniho mikroskopu. PCL-NBN osazené mySimi 3T3 fibroblasty byly
barveny fluorescen¢nimi barvivy: Propidium Iodid a DiOC 6 (3). Tyto biologické testy
byly opakovany 1., 4., 7., a 11. den kultivace.

Materidlové analyzy poly-e—kaprolaktonovych nanovldkennych bunécnych nosici
probihaly v nov¢ oteviené laboratoii Univerzitniho centra energeticky efektivnich budov
CVUT, Bustéhrad. Biologické analyzy byly realizovany v laboratoii UEM AV CR - IBC,
Praha 4. Fyzikalni modifikace byly provedeny v Ustavu jaderné fyziky AV CR, ReZ
a v Ustavu pro nanomaterialy a pokro¢ilé technologie, TUL, Liberec.



2 Teoreticka ¢ast

Tkanové inzenyrstvi je interdisciplinarni obor vyuzivajici znalosti principti inzenyrskych
a prirodnich véd k vyvoji biologickych ndhrad slouzicich k obnove, podpofe nebo
zlepseni funkce tkani. Proces tkanového inzenyrstvi byva zobecnén do Ctyi hlavnich
kroki: bunééna izolace, osazeni bunééného nosice (scaffoldu) bunikami, kultivace in vitro
a implantace scaffoldu in vivo (Langer and Vacanti) [1].

Nanovldkna ptedstavuji unikdtni moznosti pro tkanové inzenyrstvi. Malé praméry
nanovlaken velmi dobie napodobuji vlakna extraceluldrni matrix (ECM), tedy piirodniho
bunécéného nosice. Pomérné velky povrch nanovldken je vyhodny pro bunééné uchyceni
a povrchovou modifikaci aktivnimi latkami [2]. V porovnani s makroskopickym
povrchem, se u bun&k adherovanych na nanovldkenném povrchu ukazuje nckolika
nasobn¢ vétsi obsah specifickych adsorpcnich proteinti ucastnicich se fokalni adheze
(u fibroblast napt. vinculin) [3].

2.1 Nanovlakenné bunééné nosice pro tkanové inzenyrstvi

Nanovldkenny material je mozné produkovat fadou technologii (napf. elektrostatické
zvlaknovani, fdzova separace, technologie taZzeni nebo samousporadani) [4]. Jednou
z nejpouzivangjSich technologii pro vyrobu nanovldkennych struktur je praveé
elektrostatické zvlaknovani, vyuzZivajici elektrostatickych sil k produkci syntetickych
nebo piirodnich polymernich vlaken s primérem od 2 nm do nékolika mikrometra [5-7].
Technologii elektrostatického zvlakinovani, S pouzitim vysokého napéti jako prvni
patentoval John F. Cooley roku 1902 (US patent: Apparatus for electrically dispersing
fluids), kdy byla popsana experimentalni aparatura navrzena pro vyrobu polymernich
vlaken za pouziti elektrostatickych sil [8].

2.1.1 Princip elektrostatického zvlaknovani

Podle Renekera a Fonga [9] bylo elektrostatické zvlaknovani rozdéleno do nékolika fazi:
pocatecni tryska, dlouzeni napfimenych segmentli, pocatek bicujici nestability a tuhnuti
polymeru do tvaru vlakna.

Elektrostatické zvlakiiovani 1ze popsat nasledujicimi fyzikalnimi procesy:

1) Tvorba kapky

Polymerni roztok je pomalu vytlaovan smérem ke kapildrnimu hrotu, na némz se tvoii

kapka. Bez pouzitého elektrického pole by kapka, tvorici se na konci kapilary, spadla



vlivem gravitace. Na kapku o priméru ro vytlacenou z kapilary o vnitinim poloméru R
pusobi sily povrchového napéti kapaliny y a gravitacni sila Fe podle vzorce

kde p je hustota kapaliny a g je gravita¢ni konstanta. Za pouziti dostatecné vysokého
elektrického napéti dochazi k pisobeni elektrické Fe a gravitacni sily Fe proti kapildrnim
silam (tj., F,= Fe +Fg) a dochazi k redukci velikosti kapky na konci kapilary na polomér
r (r<ro). V pftipad¢ laboratorniho elektrostatického zvlaknovani (tvorba polymernich
nanovlaken) nebo elektrosprayingu (vlivem nizké molekulové hmotnosti polymeru
dochazi k tvorbé polymernich kapek spojenych velmi tenkymi vlakny) z kladné nabité
V kapilary, ve vzdalenosti L od uzemnéného povrchu kolektoru, mize byt velikost
elektrickych sil Fe popsana (podle Bugarski et al. [10]) rovnici

F, =w, @)

4L
In (%)
kde & je permitivita media (pro vétSinu experimentl je mediem vzduch) a V je aplikované

napéti. Bugarski et al. [10] popisuji polomér kapky pro podobné systémy rovnici
1/3

r= (Epg)-Ry—ﬂ : 3)
2 In(3H)

Se zvySujicim se napétim V se progresivné zmenSuje prumér kapky r pod vlivem
nestability systému a dochézi k elektrosprayingu. Stabilita elektricky nabité kapky na
konci kapilary vyZzaduje vnitini napéti vySsi, nez jsou sily povrchového napéti pouzitého
polymeru podle vztahu

T'Z

Fg <gp (— - V>, (4)

B
kde g je gravita¢ni konstanta, V je objem kapky, p je hustota kapaliny a f je shape faktor
kapky. Maximalni povrchovy naboj Qr na povrchu kapky ve vakuu je nicméné limitovan
Rayleigho [11] podminkou

Qr = 8r(eyr)'/2. ()

Pokud je |Q| > Qr, dochazi nejprve k deformaci a poté k rozpadu kapky na velky pocet
malych ¢asti. Tento jev nastava kvili ¢etnym Coulombovskym repulsnim silam kladné
nabitého povrchu.



Zakladni podminkou elektrostatického zvldknovani je pomér kapilarniho tlaku pc
a elektrického tlaku pe kapky, ktery se tidi vztahem

Pc < Pes (6)
kdy pcje kapilarni tlak a peje elektricky tlak. Oba tlaky ptsobici na kapalinu jsou popsany
rovnicemi [12]

Pc = =i 7

-
1
Pe =ESE2- (8)

2) Formovani Taylorova kuzelu

Dlouzenim kapky vznikd kénusovy tvar, na jehoz hrotu dochdzi k formovani trysky [16,
17]. Taylorav kuzel je formovan za kritického napéti Ve aplikovaného na kapku na konci
kapilary o délce h a poloméru R podle rovnice
2L\ ? 2h
ve=(2)".(in 2 - 15) . (0,1177RT) 9)
Proces byl sledovan u fady kapalin. Taylor ur¢il rovnost mezi povrchovym napé&tim

a elektrostatickymi silami pti ahlu poloviny vzniklého kuzelu 49,3° [13]. Tato hodnota

byla dale pfezkoumana v zavislosti na daném polymeru nebo tavening.

3) Tvorba trysky na povrchu kapky

Elektrostatické sily (Coulombovska repulse) plsobici na kapku nejsou dostacujici
k tomu, aby vedly k rozpadu kapky, coz je zptisobeno ¢etnym provazanim polymernich
fetézcll koncentrovaného polymerniho roztoku. Povrch kapky méa snahu vyrovnavat
povrchovy nahromadény naboj. Se zvySujicim se nabojem dochézi ke zvétSovani povrchu
kapky, které se projevuje kuzelovitym protazenim kapaliny ve sméru uzemnéného
kolektoru. Z tohoto kuzele se vytvaii tenké vlakno, které predstavuje dodate¢nou plochu
potiebnou k vyrovnani povrchového naboje. Vlivem elektrostatickych sil dochézi
k dlouzeni vlakna, které je po odtrZeni ukladano na kolektor [14].

4) Dlouzeni pfimych segmentt

Vznik trysky nastava prakticky okamzité po piilozeni kritického napéti. Dale dochazi
k dlouzeni trysky a ukladani vlaken ptimo na kolektor. Experiment Buera et al. prokazal
zvySujici se rychlost leticiho vldkna se zmenSujici se vzdalenosti mezi vlaknem
a kolektorem. Disledkem je vyrazny pokles priméru vldkna, ke kterému dochézi diky
prodlouzeni a vypafovani rozpoustédla [15].



5) Nestabilni bi¢ujici zona
Vlivem elektrického pole vznikaji na povrchu trysky nestability. Pod vlivem siln¢j$iho
elektrického pole vznika tzv. biCujici nestabilita. Na trysku v této oblasti ptsobi fada
elektrostatickych odpudivych sil, které nemusi mit nutn¢ axialni smér [16]. Bicujici
nestabilita zptsobuje, Ze se tryska smérem ke kolektoru formuje do tvaru rozsifujici se
spirdly [17]. Bicujici nestabilita je primarni mechanismus zodpovédny za redukci
praméru vlaken béhem elektrostatického zvlaknovani [18]. Ve spojeni s nerovnomérnym
rozlozenim povrchového naboje zplisobuje vznik oblasti s vyssi hustotou naboje. Prave
Vv téchto oblastech dochézi k vétveni polymernich vlaken. K tomuto jevu miize dojit napf.
pouzitim rozpoustédel s vyss$i vodivosti nebo dielektrickou konstantou. Vétvenim

dochazi ke zmenseni priméra vlaken, coZ bylo pozorovano napf. u poly(e-kaprolaktonu)
rozpu$téném v CHCIs/DMF [19,20].

6) Formovani vlakna

Doba, po kterou prochdzi tryska bicujici nestabilitou, je také zavisld na rychlosti
odparovani rozpoustédla. Mira t€kavosti rozpoustédla je dilezitym parametrem uréujicim
tloustku vldken. Za nejkvalitn€jS$i nanovlakna jsou povazovana kontinualni vlakna
s kruhovym prufezem, neobsahujici ve své struktuie kapkové defekty. Mohou vsak nastat
i ptipady pouziti materialu, kdy tato stejnomérnost naopak neni zadouci.

Zékladni laboratorni vybaveni nezbytné pro laboratorni elektrostatické zvlaknovani:

1) Viskozni polymerni roztok nebo tavenina.

2) Elektroda, ktera je v kontaktu s polymernim roztokem.

3) Vysokonapétovy stejnosmérny generator napojeny na elektrodu.
4) Uzemnény nebo opacéné nabity povrch, ktery slouzi jako kolektor.

2.1.2 Parametry elektrostatického zvlaknovani

Hlavni vyhodou elektrostatického zvldknovani je pomérné Siroky rozsah parametrd,
kterymi miZze dochdzet ke zméndm celého procesu zvldkiovani a zaroven ke zménam
fyzikélnich a chemickych vlastnosti vysledné nanovldkenné vrstvy. Tyto parametry
muZeme Clenit do tfi zakladnich kategorii: procesni parametry, parametry polymerniho
roztoku a parametry okolniho prostiedi [19, 21].

1) Procesni parametry

Procesni parametry zahrnuji pouzité napéti, vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem,
pratok polymeru, tvar a material pouzité elektrody, geometrie kolektoru a rychlost odtahu
a material nosné vrstvy (napf. vliv antistatické upravy) [2,4,20,21]. Pocet Taylorovych
kuZelii na plochu, primérna délka, Zivotnost a vykonnost trysek.



2) Parametry roztoku

Mezi parametry roztoku fadime koncentraci, elektrickou vodivost, t¢kavost, povrchové
napéti polymerniho roztoku, molekulovou hmotnost a distribuci molekulové hmotnosti
polymeru. Povrchové napéti polymerniho roztoku ma vyznamny vliv na primér vlaken
a hodnotu kritického napéti. Hodnota povrchového napéti zavisi na koncentraci
polymerniho roztoku, rozpoustédle a piidanych chemickych aditivech (napt. NaCl,
KH2PO4, NaH2PO4 pro zvyseni el. vodivosti) [2,4,21,22].

3) Parametry okolniho prostiedi

Jednim z velmi dilezitych parametrti okolniho prostfedi je teplota (ovliviujici napf.
viskozitu polymerniho roztoku) a rychlost proudiciho vzduchu ve zvlaknovaci komote.
Vlhkost siln¢ ovlivituje tékavost rozpoustédel (hlavné vodnych) a nasledkem toho
I morfologii vlaken [2,4,21,23].

Je vsak velmi dulezité zvolit spravnou kombinaci vSech téchto parametrii k tomu, aby
byla vyrobena nanovldkenna vrstva pozadovanych chemickych a mechanickych
vlastnosti. Pro nanovldkenné bunécné nosice je velmi diilezité zachovani pozadované
geometrie a biokompatibility materialu.

Tabulka 1_Vliv parametr( ptipravy na morfologii nanovlaken [24].

Parametry pripravy Vliv na morfologii nanovlaken
Koncentrace/viskozita roztoku l-tvorba perlicek, 7-vétsi vlakna
Vodivost/hustota naboje roztoku T-rovnomérna vldkna bez perlicek, mensi vldkna
Molekularni hmotnost polymeru/viskozita 1-redukované mnozstvi perlicek

Prttok polymer |-mensi vldkna, 7-vetsi vlakna

Intenzita pole/napéti |-vétsi vlakna, 1-mensi vlakna

Vzdalenost jehla-kolektor l-mensi vldkna, 1-vétsi vlakna

Tvar hrotu jehly a primér 1 pramér jehly — vétsi vldkna

Geometrie kolektoru Kontrolovana orientace vlaken, tvar vrstvy

1 teplota - | viskozita, 1 vlhkost — tvorba kruhovych

P t koli (teplot Ihkost
arametry okoli (teplota a vlhkost) porit na vidknech




2.2 Biologické pozadavky na nanovlakenny bunécény nosic

Nanovlakenné bunééné nosi¢e (NBN) by mély svymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi
napodobovat extracelularni matrix (ECM), resp. podporovat bunécnou adhezi,
proliferaci, migraci a diferenciaci. Vlastnosti NBN jsou zavislé na bunétném typu
prorustajici tkan€ a jejich rustovych faktorech, hormonech a cytokinech [27]. Zakladnimi
pozadavky na nanovlakenny bunécny nosic je biokompatibilita, velky specificky povrch
a chemické slozeni povrchu obsahujici bioaktivni chemické skupiny (-CHs, -OH,
- COOH, -NHz2, -CH2NH2>). 3D struktura tkanového nosice by méla umoznovat bunécnou
penetraci celym svym objemem prostfednictvim ¢etného vyskytu vzajemné propojenych
port [25,26].

ECM obsahuje fibrilarni makromolekuly (kolageny, fibronektin nebo elastin)
zachytavajici specifické tkanové slozky (proteoglykany a glykoproteiny). Komponenty
ECM jsou organizované do komplexni proteinové sité a slouzi jako nativni bunécné
nosice. Ve vétSin€ organt je ECM minoritni souc¢asti tkani, jejiz funkei je propojeni nebo
oddéleni bungk, stabilizace tkani a orgéni. Oproti tomu v pojivovych tkanich (kosti,
chrupavky, kiize, Slachy, vazy) zodpovida ECM za biomechanické vlastnosti tkain¢. ECM
je v téchto tkanich obsazena ve vétsim mnozstvi nez bunééna slozka. V zavislosti na typu
makromolekularni slozky, poskytuje ECM dané tkani elasticitu, tuhost, plasticitu,
odolnost tahovym a torznim silam, obdobné jako v kostech, chrupavkach a §lachach [27].

1) Biokompatibilita NBN

Biokompatibilita miZe byt definovana jako schopnost materidlu vykazovat ptfiznivou
odezvu organizmu pacienta. Biomateridly mohou byt definovany jako materialy, které
byly vyrobeny tak, aby vyvolaly specifickou odezvu biologického prostredi. Hlavnim
rozdilem mezi biomaterialy a ostatnimi materialy je jejich schopnost ziistat v biologickém
prostiedi, aniz by poSkodily okolni tkan¢ a zaroven schopnost plnit cilovou funkci pfi
interakci s organizmem [28]. Biokompatibilni NBN by tedy nemély vyvolavat chronickeé,
vysoce zanétlivé anebo imunogenni reakce, a to nejen bezprostiedné po implantaci, ale
I V prib&hu ptipadné degradace. Pro vyrobu nanovlakennych bunéénych nosict se proto
pouzivaji biokompatibilni pfirodni a syntetické polymery (popf. jejich kopolymery),
s vysokou €istotou a moznosti reprodukovatelné vyroby [29].

Pfirodni polymery svym chemickym sloZenim Ilépe napodobuji ECM. Syntetické
polymery dodavaji bunéénym nosicim spiSe lepSi mechanické vlastnosti. Vyraznou
vyhodou syntetickych polymert, oproti pfirodnim polymerim, je reprodukovatelnost
vyroby [30,31]. Casto vyuzivané piirodni biokompatibilnimi polymery jsou: hedvabi,

chitin/chitosan, kolagen a elastin, kyselina hyaluronova, Zelatina, laminin, fibrinogen.



Ptiklad syntetickych biokompatibilnich alifatickych polyesterti pouzivanych samostatné
nebo v podobé kopolymert jsou: kyselina polyglykolova (PGA), kyselina polylaktidova
(PLA), poly-g —kaprolakton (PCL), polyvinylalkohol (PVA)[18,32].

Napfiiklad PCL je biokompatibilni polymer vyrobeny polymerizaci € —kaprolaktonu. Tato
polymerizace muze probihat vlivem anionickych, kationickych a koordinac¢nich
inicidtor nebo volnou radikdlovou polymerizaci otevienim kruhového fetézce [33].
Kazda z téchto polymerizacnich technologii produkuje PCL s odlisSnymi molekulovymi
hmotnostmi, odlisSnou distribuci molekulové hmotnosti a moznosti kopolymerace
s jinymi monomery [34]. Molekulova hmotnost PCL se pohybuje v rozsahu 3000 — 80000
g/mol. Teplota skelného piechodu PCL je Tg = (-60 °C), teplota tani Tm =59 — 64 °C [35].
PCL je rozpustny v organickych rozpoustédlech jako napt. chloroform, kyselina octova,
aceton, dimethylformamid (DMF), tetrahydrofuran nebo toluen [36].

Hydrolyticka degradace PCL probiha vyrazné pomaleji nez napi. u PLA nebo PGA.
Biodegradace PCL probihajici mimo Zivy organizmus je realizovdna vlivem bakterii
a hub. V in vivo prostfedi nedochazi k biodegradaci PCL, ale pouze k jeho bioresorpci,
kvili nedostatku enzymu degradaci zprostredkujicich. Bioresorpci dochazi ke sStépeni
polymernich fetézcl a postupnému uvoliovani kratSich fragmentt [37,38,39]. Degradace
PCL ma tedy dvé faze: v prvni fazi dochazi k hydrolytickému Stépeni esterovych skupin
a ve druhé fazi dochazi k uvolnovani kratkych fragmentt, které jsou fagocytovany
naptiklad makrofagy [40]. Obecné lze fici, Ze bioresorbovatelné¢ polymery maji velmi
dobré biokompatibilni vlastnosti [41]. Pokud ma okolni tkan nizkou kapacitu eliminace
uvolnénych polymernich produkt, z divodu nizké vaskularizace nebo metabolické
aktivity, mize vést chemické sloZeni uvolnénych polymernich fragmentii k do¢asnym
zanétim. Jednim z ptikladd mize byt zvySeni osmotického tlaku nebo zména pH,

prokazujici se napt. lokalni kumulaci tekutin [42].

2) Biodegradace biokompatibilnich polymert

Dulezitou vlastnosti NBN je bilance mezi degrada¢nim procesem polymeru pouzité¢ho
pro vyrobu NBN a ristem regenerované tkané. NBN by mél mit po urcitou dobu
dostatecné mechanické vlastnosti pro to, aby byl nosnou strukturou proliferujicich bunék
a zéroven by mél vlivem degradace vcas ustoupit nové se vytvarejici ECM. Degradace
polymeru zavisi na obsahu povrchovych hydrofilnich skupin a celkovém chemickém
slozeni, poméru mezi objemovou a povrchovou ¢asti NBN, dale na krystalinité polymeru,
molekulové hmotnosti a molekulové distribuci, mife pouzitych sitovacich c¢inidel,
hustoté polymeru, mechanizmech degradace polymeru a pH (1-9) okolniho prostredi
biologické tkané [29].



Biodegradace polymernich materiald obvykle probiha rozstépenim hydrolyticky
a enzymaticky citlivych polymernich vazeb. Pfirodni polymery degraduji vlivem
enzymu. Syntetické polymery jako napi. PLA, PGA, PLGA degraduji hydrolyzou
esterovych vazeb. Rychlost hydrolytické degradace tedy vyrazné zavisi na morfologii,
porozité a chemickych vlastnostech povrchu porézni struktury uvnitt bunééného nosice.
Naptiklad k celkové degradaci syntetického polyesteru PCL, (My = 50 000 g.mol™ ) in
vitro dochazi, v zavislosti na objemu, po vice nez 12 mésicich [43]. Doba prub¢hu
degradace daného typu polymeru muze byt fizena kopolymeraci polymera s odliSnym
intervalem degradace nebo fyzikalnimi a chemickymi modifikacemi [29,43].

3) Struktura nanovlakenného buné¢ného nosice

Optimalni velikost péri NBN je dana druhem a velikosti kultivovanych bunék (obvykle
10-40 pm). Velikost pért nanovlakenného materidlu je velmi zavisld na hodnotach
priaméri vldken. S klesajicim primérem nanovléken klesd velikost portt nanovldkenné
vrstvy. K dosaZeni fizeného rozsahu velikosti pori, napt. 10 — 500 pum, je vyhodné pouzit
kombinaci vlaken mikronovych a submikronovych primért. Pfiblizné definované
velikosti mezivlakennych pori Ize dosahnout vlivem koncentrace polymerniho roztoku,
aplikovanym napétim nebo pouzitim specidlnich kolektort umoziujicich odpovidajici
orientaci vlaken [44].

Dalsim dulezitym prvkem je propojenost mezi jednotlivymi pory. Prostfednictvim téchto
meziporovych spoji dochazi k bunééné migraci celym objemem NBN, K zajisténi piisunu
vyzivy a vylouceni odpadnich latek. Bunéény nosi¢ s vhodnou velikosti port
a odpovidajici ¢etnosti vlakennych spoji mezi pory usnadiiuje mezibunéénou komunikaci
a rychlejsi proliferaci [29,45]. S témito pozadavky tUzce souvisi porozita, ktera je dana
pomérem porézni ¢asti bunééného nosice k poméru polymerni slozky. Typické hodnoty
porozity nanovladkennych vrstev, produkovanych elektrostatickym zvlakiovanim se
pohybuji v rozmezi 70-95% [47].

Nosice s vétsim rozsahem velikosti portt mohou byt vyuZity pro kultivaci nékolika druhii
bun¢k. Naptiklad PCL bunéény nosi¢ se zvySujici se velikosti pord (88-405 pm)
vV podélném sméru, mize vykazovat lepSi rist chondrocyti a osteoblasti v oblasti
s rozsahem velikosti port 380-405 pum, zatimco v oblasti s rozsahem 186-200 um bude
dosahnout penetrace 3T3 fibroblasti na PCL bunééném nosici az do hloubky 250 um
[46]. Pro endotelialni buriky je napfiklad vhodna velikost pora 50-60 um [29].

Vyjma efektu distribuce port je dalsim sledovanym faktorem, ovlivitujicim interakci
mezi buiitkami a materidlem, povrchova drsnost, kterd zaroven souvisi s hydrofilnimi

vlastnostmi materialu. Nanostruktury o velikosti pod 100 nm jsou obecné povazovany
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za vhodné pro bunécnou adhezi a bunécny rist, zatimco mikrostruktury maji Casto
kontroverzni vlastnosti. Mikrostruktury mohou zabraiiovat tvorbé konfluentni bunécéné
vrstvy a bunécné proliferaci. Naopak vyhodou je, ze zvysuji bunéénou diferenciaci a to
hlavné u kostnich bun¢k [29,48].

Jednim z dalSich strukturnich prvki, ktery ma vliv na interakci s buiikami je orientace
vldken, jejimz vlivem Ize dosdahnout pozadovaného sméru rastu bunék. K docileni
smérového bunécéného ristu napf. pro nervovou, svalovou anebo vazivovou tkan, je
vhodné pouzit k vyrobé nanovlakenné vrstvy kolektor umoznujici paralelni usporadani
vlaken. Naopak pro kozni a pojivové tkan¢ je vhodné neorientovand vlakenna struktura,
kolektorem potom muze byt naptiklad nosna textilie [32].

4) Mechanické vlastnosti

Mechanické pozadavky NBN musi odpovidat konkrétnimu pouZiti podle typu tkané.
Zalezi tedy na tom, zda je bunécény nosi¢ vyroben pro mékkou (kize, cévy, Slachy, jatra,
apod.), chrupavcitou nebo kostni tkan. Mechanické vlastnosti téchto tkanovych nosi¢t
jsou charakterizovany napt. Youngovym modulem, modulem v tahu a mezi Gnavy
polymerniho materialu [49,50]. Buiiky vnimaji fyzikalni vlastnosti svého nosice a reaguji
na n¢ svymi vnitrobunéénymi chemickymi signaly, kterymi fidi kontrolu bunécné
exprese, produkci proteinti a fenotypové chovani [29].

Kostni tkan vyzaduje, v zavislosti na typu implantatu, strukturu bunétného nosice
charakteristickou spiSe vys$§im modulem pruznosti. Kostni tkan je svou strukturou
kompozit zahrnujici kolagenova vldkna s nanokrystaly hydroxyapatitu vysraZenymi
podél fibril kolagenu. Kolagenova vlakna s nizkym modulem pruznosti maji podélnou
orientaci ve sméru hlavni zatéze. Vysoka hodnota modulu pruznosti mineralnich slozek
hydroxyapatitu (dosahujici ptiblizné 70 % suché kostni hmoty) ovliviiuje pevnost kosti.
Kost je tedy anizotropni material, resp. hodnota pruZnosti kosti je zavisla na sméru
pusobeni zatéze. Modul v tahu pro tkanové nosice kostnich nahrad se pohybuje v rozsahu
desitek aZ né&kolika set MPa [49]. Na buné¢nych nosicich kostni tkdné se kultivuji
osteoblasty.

K regeneraci mékkych tkani se v chirurgii pouZivd mnoho odliSnych druhi bunéénych
nosicl. Tyto umélé tkan€ pomahaji pti 1é€be nebo nahradé piirozenych tkani, které jsou
postizené jistym defektem vzniklym vlivem urazu nebo vyiiznutim nadoru. Tkanové
nosi¢e mekkych tkani slouzi vétsinou jako dofasna mechanicka podpora. Modul v tahu
se u mekkych tkanovych nosicli pohybuje v rozsahu jednotek az desitek MPa [49]. Na
téchto tkanovych nosicich se kultivuji napf. mezenchymalni kmenové buriky, fibroblasty,
chondrocyty, epitelové a endotelové buiniky nebo keratinocyty.
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Vyse uvedené mechanické vlastnosti plati pro objemové mechanické vlastnosti daného
tkanového nosice. Déle je vSak tieba zaméfit se na i na povrchové vlastnosti polymernich
struktur ptichazejicich do kontaktu s bunkami v prvni fazi kultivaéniho procesu.
Naptiklad velmi me¢kké a snadno deformovatelné povrchy nemohou odolévat taznym
silam vyvolanych bunécnou adhezi. Buiiky se nemohou na takovémto materialu pfichytit,

rozvinout ani proliferovat, coz mize vést az k apoptoze [48].

5) Hydrofilita povrchu

Dilezitym faktorem, hlavné u syntetickych polymert, jsou hydrofilni vlastnosti povrchu.
Hydrofilita povrchu zavisi na obsahu poldrnich a nepolarnich molekul na povrchu
materialu. Polarni povrch zptisobuje nizky kontaktni tthel polarnich kapalin. Molekularni
polarita je zavisla na rozdilu elektronegativit mezi jednotlivymi atomy a na asymetrii
struktury dané chemické slouceniny. Naptiklad molekula vody je polarni diky
nerovnomérnému rozlozeni elektront a thlu, ktery sviraji atomy vodiku 104,45°. Vysoce
hydrofilni materidly mohou zcela zabranovat adsorpci bunéénych proteini nebo jsou
jejich mezimolekulové vazby velmi slabé. Naopak vysoce hydrofobni povrchy adsorbuji
bunécné proteiny v rigidni a denaturované formé zabraniujici bunééné adhezi. K optimalni
bunécné adhezi dochdzi na substratech s mirné hydrofilnimi vlastnostmi a kladnym
nabojem [48].

Funkéni .
unient Vlastnosti Vliv na buiiky
skupina
-CHjs Neutralni, hydrofobni Zvyseni adheze leukocytd a migrace fagocytl
-OH Neutralni, hydrofilni Zvyseni diferenciace osteoblastl

-COOH Negativni, hydrofilni Zvyseni adheze osteoblastl

e, , Zvyseni proliferace myoblastl a endotelidlnich
-NH; Positivni, hydrofilni yv p, Y, 4 Y . .
bunék, zvyseni diferenciace osteoblastil

-CH2NH; | Neutralni, hydrofilni Zvyseni adheze ovarialnich bunék ¢inského kiecka

Hydrofilita povrchu mize byt efektivné regulovana n¢kterymi fyzikalnimi Gpravami, jako
je napf. iontova implantace, plazmaticky vyboj, UV zafeni nebo y zafeni. Témito
modifikacemi dochézi k aktivovani povrchu polymerniho materialu, ktery muaze byt
nasledné funkcionalizovéan fadou biomolekul a nanoc¢éstic vhodnych pro dany bunécny
typ a efektivné regulujici bunécné funkce [48,51,52].
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6) Povrchova energie a { — potencial

Hydrofilni vlastnosti velmi tzce souvisi s hodnotou povrchové energie, ktera mize byt
pocitana napf. z kontaktniho uhlu kapalin s rGznou polaritou. K vypoctu povrchové
energie z hodnot kontaktniho thlu slouzi nékolik aproximacnich metod pouzivanych
Vv zavislosti na analyzovaném materidlu (planarni povrch, mikroc¢astice, atd.). Povrchova
energie materidlu mize byt také stanovena na zdkladé¢ povrchového { — potencidlu.
Z hodnoty povrchového naboje lze tedy urCit biomolekularni afinitu na povrchu
polymerniho implantatu. V zavislosti na zvySeni obsahu polarnich chemickych skupin,
resp. zvySeni hydrofility povrchu materidlu, dochazi ke zvyseni hodnoty { — potencialu
[48].

Material se zapornym
povrchovym potencidlem

SternQiv

potencial Elektrickd dvojvrstva

(-potencial

Obrazek 1_ Schematické znazornéni povrchového C-potencialu.

Polymerni vzorek je ponofen do vodného roztoku elektrolytu, kde je métena distribuce
kladn€ a zaporné nabitych iontl vyskytujicich se na hranici elektrické dvojvrstvy (viz
obrazek 1). Hodnota { — potencidlu je tedy zavisld na obsahu polarnich molekul na
povrchu polymerniho materialu a pH okolniho vodného prostfedi. Naptiklad £ — potencial
polymeru PCL je uvadén v zadpornych hodnotach napéti (mV) [53, 54].

Vhodna modifikace povrchového  — potencidlu polymernich NBN je dilezita vzhledem
K povrchovému naboji bunéénych membran kultivovanych bunék. Na povrchu bunééné
membrany jsou dominantni negativné nabité sulfatové proteoglykany, které ovliviuji
bunécnou proliferaci a migraci. Z hodnot povrchového ( — potencidlu Ize dale
predpokladat pribéh fagocytdzy polymernich Castic. Tento pifedpoklad miize byt vyuzit
U bioresorbovatelnych polymera (napi. PCL), jejichz polymerni fetézce se §t€pi na mensi
fragmenty, které jsou postupné uvoliiovany do okolni tkané [55]. Vliv { — potencidlu
nanovlakennych planarnich povrchi na biologické procesy prochazi v soucasné dobé

intenzivnim vyzkumem.

13



2.2.1 Interakce mezi buitkami a nanovldkennym bunéénym nosi¢em

Zakladnim pozadavkem na tkdnovy nosi¢ je umoznit buitkam dostate¢ny rozsah pevnych
adheznich vazeb. Tyto adhezni spoje zajistuji vazby mezi receptory bunééné adheze
a aktivnimi molekulami ECM. Rozsah a pevnost bunécné adheze hraji rozhodujici roli
pii regulaci aktivity bunécné proliferace a prepinani bunééného naprogramovani mezi
proliferaci, diferenciaci a dale ovliviiuji velikost plochy adherovanych bunék.

Nedostate¢na buné¢na adheze miize zpusobit apoptozu [48,60].

Bunéénad adheze k syntetickym materidlim je zavisla na fyzikdlné chemickych
vlastnostech povrchu materidlu. K bunééné adhezi dochazi diky adsorpci bunécnych
adheznich molekul (napf. vitronektin, fibronektin) s vyhodnou geometrickou konformaci,
kterd tvoifi specifické aminokyselinové sekvence piistupné bunéénym adheznim

receptorum (napf. integriny) [48,61].

Bunécna adheze probiha skrze integrinové receptory. Integriny se selektivné navazuji do
mist obsahujicich tripeptid arginin-glycin-asparagové kyseliny (RGD) [56,57]. Tato
vazebna mista jsou detekovana aktinovymi filopodiemi. Pti detekci RGD dochazi ke
zpétnému signalu z bunééného cytoskeletu obsahujiciho filopodia a naslednému navazani
bunéénych integrinovych receptori. Dochazi tedy k lokalizaci vétstho mnozstvi
integrinovych receptorti v této bunécné oblasti. Integriny také funguji jako signalni
snimace aktivované cestou intracelularnich signalli reagujicich na vazby s ECM. Buiika
pfijima signaly skrze integriny v zavislosti na bunééném ristu, proliferaci a diferenciaci
[58]. Maximalni proliferace, stejné¢ tak jako rychlosti migrace je dosazeno stiednim
rozsahem bunécného roztazeni a pevnosti adheze. Buiiky s velmi velkou adhezni plochou
a fokalni adhezni vrstvou maji zvySeny obsah specifickych adheznich molekul
a pridruzenych proteinii (paxillin, talin, vinculin, tensin). Bunky jsou obvykle méné
aktivni, pokud jde o migraci nebo proliferaci a naopak vice aktivni pokud jde o expresi
diferencia¢nich markert [48,62].

Po umisténi materialu do biologického prostiedi dochazi v pribéhu nanosekund k tvorbé
“vodniho plasté”. V nésledujicich sekundach az hodinach dochézi k pokryti vrstvou
adsorbovanych proteint, jako je fibronektin a vitronektin, plivodné ptfitomnych v ECM.
Ve treti fazi dochézi k interakci bunék a okolni tkan€ s implantovanym materidlem, skrze
adsorbovanou vrstvu proteint. K této fazi dochézi v priibéhu nékolika minut az dni po
implantaci. Rychlost pribéhu je ovlivnéna biologickymi molekulami, biofyzikalnimi
podminkami a povrchovymi vlastnostmi materialu [63,64].
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2.3 Fyzikalni modifikace biokompatibilnich polymeri

Polymery jsou malo reaktivnimi materidly, které maji obvykle nizkou povrchovou energii
a duasledkem toho 1 nedostatenou adhezi [69]. Nckteré piirodni/syntetické
biokompatibilni polymery, pouzivané¢ pro vyrobu nosnych tkanovych struktur, tak
nespliuji zcela pozadavky kladené pro biomedicinské aplikace. Z tohoto diivodu je ¢asto
pristupovano k modifikaci bud'to pfimo v pribéhu vyrobniho procesu (napiiklad
kopolymeraci) nebo dodatecnymi chemickymi ¢i fyzikdlnimi modifikacemi.
Dodatecnymi modifikacemi vznikaji kompozitni materialy obsahujici odlisné povrchové
a objemové vlastnosti [65]. Povrchové vlastnosti materidlu jsou velmi dulezité v prvni
fazi bunééné kultivace. Tyto vlastnosti ovliviiuji pocatecni bunéénou adhezi, proliferaci
a migraci poréznim materidlem. Velka cast studii, zabyvajicich se pripravou tkanovych
nosicl pro klinické aplikace, je proto orientovdna na vyvoj efektivniho zplisobu
modifikace polymernich povrchi [66].

Hlavnim cilem fyzikdlnich modifikaci polymert jsou zmény optickych, adheznich,
elektrickych, magnetickych, popft. tribologickych vlastnosti. Déle tyto modifikace mohou
ménit drsnost povrchu (velikost a hranice jednotlivych zrn) nebo pfimo krystalovou
strukturu polymeru. Prestoze neni hlavnim zamérem fyzikalnich metod zména
chemického slozeni povrchu, nékteré tyto modifikace mohou vést k chemickym zménadm
prostfednictvim odstranéni nebo ptidani novych prvkl [67, 89]. Z tohoto divodu se také
v nékterych ptipadech zahrnuji plazmatické modifikace do pfechodné skupiny, tzv.
chemicko-fyzikalnich metod [68].

2.3.1 Modifikace netermalnim plazmatem

Terminem plazma je oznaCovan kvazinetrualni plyn obsahujici nabité a neutralni ¢astice,
vykazujici kolektivni chovani [70].

Pojem ,,plazma* byl zaveden Tonksem a Langmuirem v roce 1928:

., Vyjma oblasti blizko elektrod, kde jsou vrstvy obsahujici velmi maly pocet elektronii, ionizovany
plyn zahrnuje ionty a elektrony v priblizné stejném mnozstvi coz zpuisobuje, Ze vysledny prostorovy
naboj je velmi maly. MiiZzeme uZit ndazev plazma k popisu této oblasti obsahujici vyrovnany naboj

iontii a elektronii. ““ [71]

Plazma vznika dodanim energie, ktera je danou latkou absorbovana, ¢imz se latka dostava
do excitovaného stavu. Cely systém se tak stavad nestabilnim a snazi se vratit zpét do
zakladniho stavu. Zaroven dochézi k pfenosu energie mezi ¢asticemi, vyzareni energie
nebo jeji pfeméné na teplo. Ke zméné stavu ¢astic dochdzi intenzivnim ohfivanim na
teploty vyssi, neZ jsou vazebné energie. Dochazi k rozpadu atomi na elektrony, zaporné
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a kladné¢ ionty, a tak ke vzniku ionizovaného plynu. Teplota vSech druhii Castic
obsazenych v plazmatu mtize byt stejna (izotermické plazma) nebo u nabitych ¢astic vyssi
(vybojové plazma). Pro vybojové plazma je velmi dilezitd intenzita elektrického pole,
které ve vyboji vznika privedenim napéti na elektrody. Tepelna rovnovaha znaci, ze je
teplota vSech Castic (elektronti, iontil, neutralnich a excitovanych ¢astic) stejna. Plazma
s velkou odchylkou od kinetické rovnovahy se oznacuje jako netermalni. Tento druh
plazmatu obsahuje elektrony s teplotou mnohem vys$i neZ je teplota iontti a neutralnich
castic [72].

a) Vysokoteplotni (rovnovazné neboli izotermické) plazma

V pfipadé¢ chemie termalniho plazmatu dochdzi primarné ke generovani tepelného
vykonu typicky v hodnotach kW — MW. Kviili vysoké teploté 10° — 10* K a vysoké
specifické entalpii dochazi k rozkladu chemickych slougenin, tzv. pyrolyze. Castice, které
plazma vytvaieji, maji stejnou kinetickou teplotu. Hovotime o tepelné rovnovaze. Pro

vysokoteplotni plazma je charakteristicky velmi vysoky stupeii ionizace [73].

b) Nizkoteplotni (nerovnovazné neboli neizotermické) plazma

Netermalni plazma ma nizsi vykon (napt. koronovy, doutnavy, bariérovy vyboj). Tento
druh plazmatu se vyznacuje vyrazné vyssi teplotou elektronti oproti ostatnim slozkdm
[74]. Teplota elektronti se typicky pohybuje v rozmezi Te= 1 — 10 eV (1 eV je roven
11 605 K) a koncentrace nosi¢ti naboje n =~ 104 - 10*° m23[75].

Plazma miiZe byt iniciovano pfiloZenim potencidlu na elektrody umisténé v dané plynné
atmosfére. Po prekroc¢eni prirazného napéti dochazi k zapaleni vyboje [76]. Elektrickymi
vyboji nazyvame vSechny déje, pii nichZ se plyn nebo para stavaji elektricky vodivymi.
Plyny jsou za normalnich podminek izolanty, ale roz$tépenim molekul plynu na jeden
nebo vice elektronti a kladny iont, ziskdme ionizovany plyn. Znamena to, ze v plynu nebo
V pafe jsou volné pohyblivé, elektricky nabité Castice (elektrony, ionty). Tyto Castice se
ve velkych mnozstvich vlivem elektrického a magnetického pole nebo difuze pohybuji
ve sméru pusobicich sil (kladné ionty ke katod€, zdporné k anod¢), ¢imzZ vznika elektricky
proud [72].

Podminky plazmatu [70, 72]:

1. Plazma musi spliiovat podminku kvazineutrality. Celkovy néboj kladnych
a zapornych elektrickych naboji tedy musi byt roven nule.

2. Linearni rozmér plazmatu (L) musi byt vyrazné vétsi nez Debyova délka (4p).
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Ap<<L.
Pokud je jeden z rozmért kratsi, dochdzi k naruSeni kvazineutrality a plazma nehofi.

Debyova délka je definovana vztahem

eoKT,\ Y2
Ap = ( ne? ) ’ (10)

kde K je Boltzmanova konstanta, Te je teplota elektrond a n je hustota plazmatu.

Ze vztahu (10) je vidét, ze s rostouci hustotou klesa Debyova délka a naopak
s rostouci termalni energii ¢astic (KT) se zvySuje. Debyova délka je definovana na
zaklad¢ teploty elektronti kvuli jejich vyssi mobilité. Zakladni charakteristikou
plazmatu je schopnost odstinéni ptilozeného elektrického potencidlu. Pravé pohyb
elektronti (vytvafreni nadbytku ¢i nedostatku negativniho naboje) zpisobuje odstinéni

potencialu.
3. Np>>1

Vztah (10) je platny v pfipadé dostatecného mnozstvi Castic, toto mnozstvi je

v Debyove sféte definovano jako

3
4 3 6TE

Np =ngmij =138-10°— (11)
n2

4, wt>1,

kde w predstavuje frekvenci oscilaci plazmatu a 7 stiedni dobu mezi srazkami

S neutrdlnimi atomy.

RF doutnavy vyboj

Radiofrekvencni doutnavy vyboj je jeden z nejvice vyuZzivanych zdroji plazmatu
vzhledem K jeho schopnosti vytvorit velky objem stabilniho plazmatu. Schéma typického
zatizeni RF doutnavého vyboje je zobrazeno na obrazku 2. V tomto vyboji je primarnim
zdrojem radiofrekvenéni pole (4 MHz - 13.56 MHz), které udrzuje plazma. Tlak plazmatu
pfi hoficim vyboji se pohybuje v rozmezi ca 10 az 100 torr. Elektronova hustota se
pohybuje mezi 10°a 10! cm™3, elektrony dosahuji teploty v jednotkach eV [76]. Oproti
klasickému (DC) doutnavému vyboji ma RF vyboj tu vyhodu, Ze je mozné v ném
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modifikovat nejen vzorky elektricky vodivé ale i nevodivé (sklo, polystyren). Modifikaci
doutnavym vybojem dochdzi k bombardovani povrchu materidlu pozitivné nabitymi
ionty. Modifikace nevodivych polymerid ov§em vyzaduje obnovovani mnozstvi elektronti
ztracenych pifi modifikaci/odpraseni povrchu materidlu. Tuto roli plni diky ptfivedenému
RF napéti elektroda, kterd v tomto ptipade (obrazek 2) slouzi zaroven jako nosny stolek.
Aplikace RF pole umoznuje bombardovani povrchu polymeru pozitivnimi ionty
a elektrony [77].

Procesni parametry [51]:

- Zaporné napéti (V),
- Pritok plynu (sccm),
- Vakuum (Pa),

- Doba modifikace (s),

- Druh plynu.
 — .
=-I_| Soustara
/’ ‘\\ pr
davkouin|
jalpriap g
= = : T - ==
Ly | |Vyrovravac | | Generator
pednalka F
sV | l

Obrazek 2_Schéma aparatury RF reaktoru (Prevac Sp.z.0.0); (UV — uzaviraci ventil; VA- vakuometr; SV — $krtici
ventil; V - vyvéva).

Poly-e—kaprolaktonové (PCL) nanovlakenné bunécné nosice (NBN), pouzité pro
experimentalni ¢ast této diplomové prace, byly plazmaticky modifikovany doutnavym
vybojem RF reaktoru (viz obrazek 2), ktery se sklada z vakuové komory s plazmovym
reaktorem ve tvaru valce (pramér = 345 mm, vySka = 360 mm), plnicim zaroven funkci
horni elektrody (anody). Ve stiedu dolni ¢asti vakuové komory je umistén stolek slouzici
pro uchyceni modifikovaného materialu (katoda). Katoda ma pramér d = 150 mm. Tento
rozmér zaroven udava maximalni velikost vzorki, které mohou byt pro danou aparaturu
pouzity. Dolni elektroda je spojena s generatorem elektrické energie vytvaiejicim napéti
o frekvenci 13,56 MHz s maximalnim vykonem 1200 W. Generator je pfipojen k pracovni
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elektrod¢ prostfednictvim impedanéni vyrovnavaci jednotky. Pfistroj je také vybaven
voltmetrem méficim potencial autopolarizace pracovni elektrody. Vakuovy systém
zajistuje rotacni vyvéva. Regulatory pro davkovani plynu jsou fizeny pomoci nezavisle
fungujicich mikroprocesorovych ovladact, které jsou rucné ovladatelné a umoziuji
nastaveni prutoku s presnosti 0,1%.

Netermalni plazma plisobi na polymerni substrat prostiednictvim excitacnich,
deionizacnich a disociacnich procesti vyvolanych ucinkem volnych radikald, které
vkladaji, vytvaii ¢i odebiraji funkéni skupiny na povrchu materidlu [78].

Reakce plazmatu s polymery mohou byt déleny nasledovné [79]:

1) Povrchové reakce — dochazi k reakci mezi slozkami plynné faze a povrchovymi
chemickymi skupinami polymeru. Tvoii se nové funkéni skupiny a dochazi k sitovani
povrchu. K témto reakcim dochazi napt. pii pouziti Ar, NHsz, CO, CO2, Hz, NO, H20.

2) Plazmaticka polymerizace — polymerizaci organickych monomert v plazmatu vznika
tenky film na povrchu polymeru. Zahrnuje reakce mezi plynnymi slozkami, plynnou
fazi a povrchem a také reakce v ramci povrchu materialu.

3) Leptani — fyzikalnim leptanim a chemickymi reakcemi za vzniku t€kavych produkti
dochazi k odstranéni malych ¢astic z povrchu polymerniho materialu. K naleptani
polymert se Casto vyuziva plazma obsahujici kyslik.

Netermalni plazma, obsahujici mix iontd, elektronti, neutront, fotont, volnych radikald,
metastabilnich excitovanych ¢astic, molekulovych a polymernich fragmentti, se pouziva
k tizené funkcionalizaci povrchu polymernich vlaken. Tloustka modifikované vrstvy
zavisi na délce a intenzité procesu. Cely proces probiha za pokojové teploty. Schéma
interakci plazmatu s povrchem NBN je také zndzornéno na obrazku 3. OSetfeni
kyslikovym plazmatem se Casto vyuZiva ke vnasSeni oxidovanych funkénich skupin na
povrch polymeru. Naptiklad CO2 se vyuziva k tvorbé karboxylovych chemickych skupin,
amoniak a dusik ke tvorbé aminovych skupin. VyuZivaji se i inertni plyny, které vytvareji
na povrchu polymeru radikaly vyuZitelné pro naslednou polymerizaci [51].

Pti modifikaci plazmatem dochazi k leptani vldken, coz zpisobuje jista omezeni. Timto
vlivem se snizuji praméry vlédken, zvySuje se porozita a modifikuje se povrchova
struktura vlakna. Vysoka intenzita plazmatu by mohla vést az k destrukci vldkenné vrstvy.
Procesni podminky plazmatu je mozné upravit dle poZadované intenzity naruSeni
nanovldkenné vrstvy. Modifikace tedy nemusi nutné vyvolat zménu objemovych
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vlastnosti. S ¢asem mirn¢ roste koncentrace chemickych skupin, ve kterych Oz a C sdili

dvojnou vazbu, zatimco hlavni vlakenna struktura ptetrvava [78].

/0.
H o
I . I
Cc Plasma Cc 0, c
P —— . - -
Scaffold
pore surface
He-
H R _OH
o o o] o] o (o]
S N AN o !
C—Cr— c c 2 ,— —‘
4—
F (in air)
Faktory ovliviiujici vybér parametri plazmatické modifikace [81]:
1) Rozsah modifikované vrstvy. VétSinou je zadouci jen tenkd povrchova

modifikace (napi. u nanovlakennych vrstev). U povrchovych modifikaci, které zasahuji
do vétsi hloubky, dochazi zarovein ke zméné mechanickych vlastnosti (vhodné napf.
u fizené degradace polymeru).

2) Musi byt zajisténa dostateéna atomarni a molekulova mobilita, aby mohly nastat
zmény povrchu v pfislusném casovém intervalu. Pro povrchové zmény je dulezita nizka
mezifdzova energie.

3) Zamezenim tvorby vratnych reakci by mélo byt dosazeno maximalni chemické
stability. Stability polymerni vrstvy mize byt dosazeno sitovanim anebo inkorporaci
objemnych ¢astic zabranujicim pohybu povrchové struktury.

4) V nékterych ptipadech je tfeba pracovat s transparentnimi buné¢nymi nosici, napf.
u optickych senzorti nebo o¢nich ¢ocek, které musi zlstat transparentni i po plazmatické
modifikaci.

5) V pribéhu celého procesu musi byt zajiSténa rovnomeérnost modifikace,
opakovatelnost procesu, stabilita modifikovaného povrchu, poZzadovana rychlost procesu,
kontrolovatelnost priitbéhu procesu a pfimétena cena.

6) Analyza funkénich skupin vznikajicich na povrchu polymeru je také velmi
dilezitym ukazatelem priibéhu modifikace. Tato oblast je prozatim jen velmi narocné
predikovatelnd. Na povrch polymeru se poji mnoho chemickych skupin, jako jsou napf-.:
hydroxylové, etherové, karbonylové, karboxylové a karbonatové skupiny.
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Vyhody plazmatickych modifikaci [76]:

» Fyzika a chemie plazmatu je Siroce zkoumanou oblasti, ve které jiz bylo dosazeno
rozsahlého teoretického popisu.

» Plazmatické modifikace jsou pomérné spolehlivé opakovatelné metody s relativné
nizkymi naklady. Jedna se o modifikace aplikovatelné¢ na rizné materialy (kovy,
polymery, keramika, kompozity) odliSnych velikosti. Plazmatické procesy lze
sledovat pomoci in-situ diagnostiky.

= QOsetieni plazmatem ma za nasledek zmény tady povrchovych chemickych,
elektrickych, mechanickych, biologickych aj. vlastnosti. Vhodna aplikace vytvari
kompaktni nanosy.

» Plazmatické oSetfeni mize vytvaret sterilni povrchy s moznym pouzitim i pro
pramyslové aplikace.

» Plazmatické modifika¢ni metody je mozné vyuzit s riznymi maskami pro vzorovani
povrchu.

Vliv plazmatické modifikace na PCL film

RF vyboj (v prostiedi O2 a N2) aplikovany na PCL film - vyrazné sniZeni kontaktniho
uhlu (H20) z pivodni hodnoty a = 80° (pted modifikaci), na o = 41°-65° (po modifikaci).
S nariistajicim ¢asovym intervalem byla prokézana ¢astecna vratnost vlivu plazmatického
oSetteni, Jokinen et al. [82].

RF vyboj (vzdusna atmosféra) aplikovany na PCL nanovldkennou vrstvu — Nar(st
koncentrace O a N na povrchu materialu. Modifikace neméla vliv na mechanické
vlastnosti. SniZzeni kontaktniho tthlu (H20). Ve 3. a 7. dni doslo ke zvySené proliferaci
a rozvinuti morfologie bun¢k hladké svaloviny. In vivo testy neprokéazaly zanétlivou
reakci, naopak byla prokazana rychlejsi tvorba nové tkang, de Valence et al. [83].

Dielektricky bariérovy vyboj (vzdusna atmosféra, helium, argon) - PCL film a 3D porézni
nosi¢. Snizeni kontaktniho uhlu, nejvice u modifikace vybojem buzenym v He atmosféte.
Vzorky modifikované v Ar a vzdusné atmosféte prokazaly nartst vyskytu O, u vzorkt
modifikovanych v He atmosféfe se projevil nartist O a N. Doslo ke zvySené adhezi
lidskych fibroblastli, bez vétSiho rozdilu mezi jednotlivymi modifikacemi, Jacobs et al.
[84].
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2.3.2 Modifikace implantaci svazkem urychlenych ionti

Urychlovace Castic byly ptivodné vyuzivany pro zakladni vyzkum v oblasti jaderné
a atomarni fyziky. S rozvojem technologie umoziujici produkci iontovych svazki
(obsahujicich ionty prvku velké ¢asti periodické soustavy) s energiemi az stovek keV, se
urychlovace staly dilezitym ndstrojem v materidlovém inzenyrstvi [85]. Pro specidlni
aplikace jako je napfiklad tvorba dlouhych iontovych drah v polymerech se pouzivaji
energie v fadech az jednotek GeV [86].

Vyuziti svazku urychlenych iontii k implantaci polymert pfedstavuje dalsi fyzikalni
metodu umoziujici modifikovat jak povrchové, tak castecné i objemové vlastnosti
biopolymernich bunécnych nosici. Polymerni materidl mize byt modifikovan do
hloubky desitek nm az set um. Uréeni penetracni hloubky je vSak ¢asto problematické.
Nizké implantacni davky je tézké zméfit, obzvlasteé v pfipadech kdy je implantovany
prvek soucasti zékladniho materialu. Je sice mozné penetrac¢ni hloubku/dolet teoreticky
uréit pomoci specializovanych programl jako je napi. SRIM [87], ale v piipade
nanovldkennych s obtizné stanovitelnou hustotu dané¢ho vyrobku, jsou hodnoty doletu

pouze orientacni.

Iontovy svazek obsahuje vysokoenergetické¢ ionty extrahované z iontového zdroje
a urychlené pomoci elektrického pole. Cely proces probiha v implanta¢ni komote za
vysokého vakua (101 — 10° Pa). Vysledna implanta¢ni davka iontd, je dana dobou
ozafovani a nabyvéa vétsinou hodnot 102 — 10 jonti/cm?. Pro biologické ucely se
vyuzivaji ionty kysliku, dusiku, halovych prvki, vzacnych plynti, popft. netoxickych kovii
(napt. Ti, Au) [48].

Vlivem implantace iontovym svazkem je mozné modifikovat fadu materidlovych
vlastnosti, napft. tvrdost, Youngtiv modul, tfeni, nasakavost a adhezi bun¢k. Tuto fyzikalni
modifikaci je mozné usp&$né pouzit i pro materialy vysoce odolné proti chemickému
oSetfeni [65].

Rozdéleni energie iontového svazku podle vyuZiti [86]:

= > 1 keV: ionty prakticky neprostupuji do materialu, pouziva se pro modifikaci
povrchu

= 1-100 keV: nizkoenergeticka implantace

= oblast MeV energii: hlubsi implantace

= az GeV: tvorba iontovych kanalt a drah v materialu
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Energetické ionty prostupujici materialem ztraceji svou ptvodni energii elastickymi
kolizemi s jadry atomt a neelastickymi kolizemi s elektrony v atomovém obalu
polymernich prvki. Uéinek téchto kolizi na polymerni material je mozné zobecnit tak, e
elastické procesy vedou k degradaci materidlu (St€peni polymernich fetézcl na kratsi
fragmenty) a neelastické k ionizaci a uvolnovani vodiku neboli dehydrogenaci. Vazby
narusené dehydrogenaci snadno vytvareji vazebné spoje mezi sousednimi polymernimi
fetézci a dochézi k tzv. sitovani polymeru [48,88]. Z 1D struktur se tak stavaji 3D
struktury se zvySenou tvrdosti a vy$$i hodnotou Youngova modulu [65,48]. Vlivem
dehydrogenace dochazi také ke zvysSeni koncentrace uhliku v modifikované vrstvé
materialu, zvlasté pii vyssich davkach. Tento proces se také oznacuje jako karbonizace

materialu a je provazen zménou barvy materialu a snizenim transparentnosti [48].

Degradované fragmenty polymernich makromolekul mohou reagovat s kyslikem
obsazenym v okolni atmosféte a vytvaret tak oxidované struktury (napi. karbonylové,
karboxylové, esterové skupiny) které zvysuji polaritu povrchu [48]. Stépeni polymernich
fetézcl, nasledné sitovani a konjugace vazeb se také vyuziva pro modifikaci vodivosti
materidlu. V zavislosti na parametrech implantace a typu polymeru je mozné vodivost
zvysit az o 20 tadd. lontova implantace se da dale pouzit i pro Upravu optickych,
magnetickych ¢i tribologickych vlastnosti [89].

Procesni parametry:

- Elektricky proud svazku (nA)

- Energie (eV)

- Naboj a druh implantovanych iontl
- Doba implantace (min)

Tandetron MC 4130

Poly-g—kaprolaktonové (PCL) nanovlakenné bunééné nosice (NBN), pouzité pro
experimentalni ¢ast této diplomové prace, byly implantovany energetickymi ionty
z urychlovace Tandetron (MC 4130, HVE Europa B. V.).

Tandetron m& moznost vyuzit 3 druhy iontovych zdroji. Dva iontové zdroje jsou
duoplazmatronového typu (produkce protont a a-Castic) a tteti je tzv. sputter umoziujici
produkeci iontii odprasenych z pevnych materialtt (napt. BN, Al.Os, TiH, Si, Au apod.)
bombardovanych Cs ionty o energii 5 keV.

Iontovy urychlova¢ Tandetron je elektrostaticky urychlova¢ tandemového typu. Nabité
¢astice prochazeji urychlovaci trubici Tandetronu, kterd je délena termindlovou elektrodu
na nizkoenergetickou a vysokoenergetickou ¢ast. V nizkoenergetické ¢asti jsou zaporné
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nabité ionty urychleny smérem k terminalové elektrod¢. Jedenkrat nabité ionty tak ziskaji
energii az 3 MeV. Na trovni terminalové elektrody je umistén tzv. stripper (4zky prostor
obsahujici dusik), kde zaporné nabité Castice ztraceji elektrony a stavaji se z nich kladné
nabité ionty. Rozsah energii ionti je ca 400 keV — 20 MeV. Energie takto urychleného
iontu lze vypocitat podle rovnice

E=(n+1).Ur, (12).

kde n predstavuje velikost iontového naboje a Ut terminalové napéti. Kationty s riznou
velikosti ndboje jsou dale urychleny ve vysokoenergetické ¢ésti urychlovaci trubice,
smérem od termindlové elektrody k separacnimu magnetu. Separacni magnet ma 5
vystupt pod thly 0°, + 10°, £ 30°. Zde se podle nastaveni magnetu vyberou ionty
pozadované energie a naboje a svazek se zavede do pracovni komory na jedné z tras.

Iontové urychlovace mohou byt pro modifikaci polymerti vyuzity dvojim zptsobem.
Pfimou modifikaci povrchové vrstvy materidlu anebo odprasovanim atomi/molekul
vstupniho materidlu a nanadsenim na povrch materialu.

Vliv iontového svazku na modifikovany polymer:

1) Dehydrogenace polymeru [48,88].

2) Sitovani polymeru a karbonizace povrchu [48,88].

3) Stépeni polymernich makromolekul, zména optickych vlastnosti [89].
4) Zvyseni elektrické vodivosti polymerni vrstvy [89].

5) Snizeni drsnosti povrchu a zména kontaktniho tthlu [90].

6) Zména Youngova modulu modifikovaného materialu [65].

7) Zména barvy a transparentnosti [48].

8) Zména chemického slozeni povrchu, vznik povrchovych domén [48].
9) Zvyseni proteinové adsorpce [91,94,95].

10) Zména bunécné diferenciace [92].

Faktory ovliviiujici vybér parametrli iontoveé implantace:

1) Hloubka modifikované vrstvy — pro modifikaci polymerii se vétSinou pouzivaji
iontové urychlovace nizkych az sttednich energii, podle hustoty materidlu a hloubky

modifikované vrstvy [87].

2) Implantaéni davka (po¢. iontli na cm?) — hustota iontd bombardujici povrch
polymerniho materialu je odvozena od intenzity a ¢asového intervalu piasobiciho
svazku. V zavislosti na chemickém slozeni a tloustce materialu, maze pii vysSich
davkach urychlenych ionti dojit az k degradaci polymeru [89].
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3) Hloubkovy profil implantovanych iont — hloubkovy rozsah implantovanych iontt je
mozné simulovat napiiklad pomoci softwaru SRIM. Tento program Ize vSak vyuzit

jen pro homogenni materialy S pfesn¢ definovanou hustotou [87].

4) Typ modifikovaného materialu — chemické slozeni a krystalinita polymeru [48].

Vyhody modifikace svazkem urychlenych iontt:

1) Implantace svazkem urychlenych iontt je velmi piesné fyzikalné charakterizovany
proces vedouci Kk rovnomérné a reprodukovatelné modifika¢ni metodé [86].

2) Pii pouziti vysokych energii 1ze implantovat ionty do velké hloubky [86,87].

3) Pro iontovou implantaci 1ze pouzit prvky velké ¢asti periodické tabulky [86].

Vliv iontové implantace na PCL film

Implantace iontovym svazkem Ar*, E = 50 keV (ddvka 10'° at/cm?) - Vyrazny tibytek
kysliku (22-34%), pokles mnozstvi COO™ vazeb a nartst C-O-C, C-OH a C=0 skupin.
SniZeni povrchové drsnosti z plivodnich 4,43 nm (RMS roughness) na 0,94 nm. Kontaktni
uhel PCL vzorku nebyl vyznamné zménén. Hodnoty -potencidlu se po implantaci
v rozsahu pH 4-8 prakticky nelisily, rozdil ukazuje pouze hodnota namétena pro pH 9
(- 40 mV bez modifikace, -36 mV po implantaci). Pro studium adsorpce RGD tripeptidi
byly vzorky PCL implantovany pies masku, pfiCemz doslo k navdzani pouze na
modifikovana mista PCL filmu, Satriano et al. [90].

Implantace iontovym svazkem Ar a He, E = 25 a 100 keV (davka 10'*at/cm?) - Obdobna
zména chemickych skupin pro oba typy ionta (-COO skupiny kaprolaktonu byly
pfeménény na C-(C=0)-C a O-C-0O). Zvyseni kontaktniho tihlu, z ptivodni hodnoty a =
75.7° az na o = 82.7°, pro implantaci Ar. (-potencial pro implantované vzorky vykazal
mirny narust, z {-potencial = (-33) mV pro pH =9, na (-37) mV po implantaci He. Pro
Ar byl trend vyrazngjsi, pti pH = 9 (-potencial = (-43) mV. Byla testovana adsorpce
proteintll pro vzorek implantovany Ar 25 keV. Byla naméfena dvojnasobné adsorpce BSA

(bovine serum albumin) ve srovnani s nemodifikovanym vzorkem, Manso et al. [91].

Implantace PCL filmu iontovym svazkem He*, E = 10 keV (davka 5-10%° at/cm?10'%) —
Ubytek 50% pavodniho mnozstvi kysliku. Mirné zvyseni kontaktniho Ghlu z a = 70° pro
nemodifikovany vzorek na a = 75°. Modifikovany bunéény nosi¢ byl osazen lidskymi
MSC. Po uplynuti 4 — 5 tydnli byla pozorovana diferenciace MSC na funk¢ni osteoblasty,
Marletta et al. [92].
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3  Experimentalni Cast

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo testovani zmén
materidlovych vlastnosti a ovéfeni biokompatibility poly-e—kaprolaktonovych
nanovlakennych bunéénych nosi¢t  (PCL-NBN) v zavislosti na dané fyzikalni
modifikaci. PCL-NBN byly modifikovany RF doutnavym vybojem (buzeném v prostiedi
O2, N2) a implantaci iontovym svazkem (O*, N*, C*).

Charakterizace materidlovych vlastnosti je zaméfena predev§$im na analyzu povrchu
modifikovaného materidlu. Chemické a fyzikalni vlastnosti povrchu bunéénych nosici
maji vyrazny vliv na adhezi proteinii a posléze bunécnou fyziologii. Tato diplomova
prace uvadi vysledky analyz chemického sloZzeni povrchu, hydrofilnich vlastnosti
materialu, distribuce iontii na povrchu materialu, zmény morfologie nanovldkenné vrstvy,
distribuce praméri vlaken, tloustky a plosné hmotnosti v zavislosti na typu a intenzité
fyzikalni modifikace

Biokompatibilita fyzikaln€ modifikovanych PCL-NBN byla ovéfena testy metabolické
aktivity (MTS) a kvantifikaci DNA (PicoGreen). Jako buné¢ny model byla pouzita linie
mySich 3T3 fibroblasti. Bunécénd proliferace je potvrzena také na snimcich

Z konfokalniho mikroskopu.

3.1 Materidl a ptistroje

Vliv fyzikalnich modifikaci na zménu povrchu PCL-NBN byl vyhodnocen
materidlovou analyzou povrchu a biologickymi testy metabolické aktivity a proliferace
mySich 3T3 fibroblastli. Materidl a pfistroje pouzivané v pribéhu experimentd jsou
uvedené v tabulce 3 a 4.

Nazev Katalogové Cislo Vyrobce
Dioc 6 (3) D 273 Invitrogen
DMEM L-. glutamin (Dulbecco’s modified D 6429 Sigma Aldrich
eagle” medium)
EDTA E5134 Sigma Aldrich
Etanol 02850-1 Penta
Fetal bovine sérum Al11-102 PAA
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Glycerol (85%) 14550-11000 Penta
Chloroform C7559 Sigma Aldrich
KCI 16150-11000 Penta
KH2PO4 12290-31000 Penta
MTS G3581 Promega
NaCl 7647-14-5 Penta
Na;HPO, 15120-31000 Penta
PCL (Mw =45 000) 704105-100G Sigma Aldrich
Penicilin/Streptomycin P11-010 PAA
PicoGreen Quant - iT ds DNA assay kit Q33120 Invitrogen
Propidium iodid P 4864 Sigma Aldrich
SDS L3771 Sigma Aldrich
Sodium deoxycholate 30970 Sigma Aldrich
Tris T1503 Sigma Aldrich
Triton X-100 T8787 Sigma Aldrich
Trypsin — EDTA L11-659 PAA
Pristroj Vyrobni nazev Vyrobce
Analytické vahy T5939 Kern
CO; inkubator MCO-17Al Sanyo
Fluorescen¢ni reader Infinite M 200 PRO | TECAN
Konfokalni mikroskop FV10i Olympus
Laboratorni nanospider NS 1WS500U Elmarco
Laminérni box MSC 12 Thermo Scientific
Magnetickd michacka MAG HS 7 Vitrum
Naprasovacka kovi/uhliku pro SEM/TEM Q 150R S Quorum
Opticky mikroskop TH4-200 Olympus

RF-Plazmaticka komora

Plazmaticka komora

Prevac Sp.z.0.0

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Vega3 SBU

Tescan
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Sterilizator SteriVac MAC

See system for surface energy measurement | See System E Advex Instruments

Tandetron MC 4130 HVE Europa B.V.

Termomechanicka analyza TMA PT 600LT LINSEIS

Tloustkomér Thickness lab - 1880 | MESDAN LAB

Vibro viscometer SV-10 A&D

Vodni lazen NB-301 BIOTEK

Vortex VX-200 Lab Vortex | Labnet

X-Ray photoemission spectrometry (XPS) Phoibos 100 Specs

Zetasizer — nano series ZS90 Malvern Instruments
3.2 Metodika

PCL-NBN byly vyrobeny technologii elektrostatického zvlaknovani. Tyto nanovlakenné
vrstvy byly dale modifikovany fyzikalnimi metodami a analyzovany z hlediska vlivu
dané fyzikalni modifikace.

3.2.1 Priprava PCL nanovlakenné vrtsvy

Pro vyrobu nanovldkenné vrstvy byl zvolen synteticky biopolymer PCL, ktery se
vyznacuje piedev§im velmi dobrymi biokompatibilnimi 1 mechanickymi vlastnostmi

a dlouhodobou degradaci polymernich fetézcii.

Nanovlakenna vrstva byla zvlaknéna z 24% roztoku poly-g-kaprolaktonu (Mw = 45 000,
Sigma Aldrich). Jako rozpoustédlo PCL byl pouzit roztok chloroform/etanol v poméru
9:1. Viskozita polymerniho roztoku # byla méfena na vibracnim viskozimetru (SV-10,
A&D) pfi teploté 20 — 50 °C.

Nanovlakenna vrstva byla zvlaknéna technologii elektrostatického zvlakinovani z roztoku
na laboratorni lince typu Nanospider (NS 1WS500U, Elmarco). Polymer byl nanasen na
ocelovou statickou strunovou elektrodu. Nanovldkennd vrstva byla vlivem
elektrostatickych sil nandSena na nosnou netkanou textilii Spunbond. Tato nosna textilie
byla umisténa pod uzemnénym kolektorem, ve vzdalenosti 180 mm nad strunovou
elektrodou. Zakladni procesni parametry ve zvldkinovaci komotfe byly nasledujici:
vzdusna vlhkost 40-60 %, teplota prostiedi 25 °C, napéti U = 50 - 60 kV.
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3.2.2 Plazmatickd modifikace

Plazmatickd modifikace PCL-NBN prob¢hla v nizkotlakém RF reaktoru (Prevac
Sp.z.0.0). Vzorky PCL-NBN byly umistény pifimo na elektrodu (nosny stolek)
a vystaveny RF doutnavému vyboji (vybuzeném v Oz nebo N2 atmosféie) po dobu 15 s.
Tlak v komote byl pro vsechny typy modifikaci konstantni p = 8 Pa. Rychlost prutoku
plynii vp = 10 sccm (standard cubic centimeters per minute). Plazmatickd modifikace byla
provedena pii napéti: U; = (-100V) a Uz = (-200V). Vsechny vzorky PCL-NBN byly

modifikovany oboustrann¢.

3.2.3 Jontova implantace

Kruhové vzorky PCL-NBN o priméru 5 cm byly uchyceny do drzaku a umistény do
implanta¢ni komory urychlovace Tandetron MC 4130. Tlak v komoie byl v prub¢hu
implantace snizen na hodnotu p = 5-10° mbar. Pro produkci ionti byl v Tandetronu
pouzit odprasovaci (sputter) iontovy zdroj. Zdrojovym materidlem pro anionty C, O a N
(viz niZe) byl nitrid bority smichany s grafitem (BN+C). Vzorky byly implantovany
iontovym svazkem o energii E = 800 keV. Implanta¢ni davka byla pro vSechny vzorky
konstantni, tj. D = 10'? at/cm? Cas implantace pro C*, O* a N* nutny pro dosaZeni
pozadované davky byl 23, 20 a 3 s, respektive. VSechny vzorky byly modifikovany

oboustranné.

3.2.4 Materialova analyza

Materidlovd analyza PCL nanovldkennych vrstev, modifikovanych RF doutnavym
vybojem a iontovym svazkem tandemového urychlovace, byla zaméfena na
charakterizaci vlivu téchto modifikaci na povrch nanovlakenného materialu. Zhodnoceni
vlivu dané fyzikalni modifikace na zménu materidlovych vlastnosti bylo analyzovano na
zaklad¢é: chemického slozeni povrchu materidlu pomoci X-ray Photoemision
Spectroscopy (XPS), povrchového { — potencidlu, kontaktniho uhlu (H20), snimk ze
skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) a zmény plosné hmotnosti
nanovldkenného materialu.

Primérna hodnota plo§né hmotnosti PCL nanovlakenné vrstvy byla uréena z hmotnosti 5
kruhovych vzorkl vyraZzenych raznici o priméru 15, 8 mm. K vazeni vzorki byly pouzity
analytické vahy (T5939, Kern).

Priméma hodnota tlouStky PCL nanovldkenné vrstvy byla méfena laboratornim
tloustkomérem (Thickness lab — 1880, MESDAN LAB). Uvedené hodnoty aritmetického
priméru a smerodatné odchylky byly poc€itani z deseti méfeni. Thickness lab - 1880 méii
hodnotu tloustky textilie za normovaného pfitlaku 1 kPa na 20 cm?.
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Vizualizace morfologickych zmén nanovldkenné vrstvy byla sledovana na snimcich ze
skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) (Vega3 SBU, Tescan).

Vzorky nanovlakennych vrstev byly pfilepeny na hlinikovy nosny ter¢ik a umistény do
vakuové komory naprasSovacky kovi/ uhliku (Quorum Q 150R S). Rezim napraSovani
byl nastaven na QT Timed Gold s procesnimi parametry p = 10" mBar, | = 20 mA. Na
vzorky byla v Ar atmosféfe nanesena tenka vrstva Au za ucelem zvodivéni povrchu
polymeru PCL. Zvodivénim povrchu polymerniho materidlu je zabranéno kumulaci
naboje vytvofené¢ho elektrony bombardujicimi povrch materidlu. Pozlacené targety
s nanovlakennymi vzorky byly ve SEM sledovany v moédu odrazenych elektronti
s konfiguraci optiky v modu Resolution, pfi napéti U =30 kV. Snimky byly potizeny pfi
zvétseni: 500x, 3000x a 30 000x. Tyto snimky byly déale pouzity k méfeni priméra
vlaken. Aritmeticky primér byl vyhodnocen z 300 naméfenych hodnot. K méfeni
praméra vlaken byl pouzit software NIS-Elements.

Zmeéna kontaktniho uhlu mezi testovaci kapalinou a nanovlakennou textilii byla métena
ptistrojem See System (Advex). Jako testovaci kapalina byla pouzita destilovana voda
(H20) s povrchovym napétim ¢ = 72,75 mN/m [10,11]. Na nanovlakennou textilii,
uchycenou na kovovém pomocném stolku, byly mikropipetou kapany kapky o objemu
5 pl. Hrot $picky pipety byl uchycen ve stabilni vzdalenosti 3 cm nad povrchem textilie.
Me¢fteni kontaktniho thlu bylo realizovano pfi teploté 25 °C.

Zaznam sekvence obrazu deformace kapaliny byl nastaven na Casovy interval 0,1 s.
Kontaktni tthel mezi kapalinou a povrchem textilie byl méfen softwarem See system.
Hodnota kontaktniho ihlu je vypoctena aritmetickym primérem z deseti méteni.

(-potencial byl méfen na pristroji Zeta sizer — nano series (ZS90, Malvern Instruments)
v modu Surface zeta potential pii teploté 25 °C. Zdrojem svétla tohoto pfistroje je He-
Ne laser o vlnové délce 633 nm. Mé&feni probihalo snimanim pfimého rozptylu svétla
V péti snimacich polohach se vzestupnou vzdalenosti od vzorku s intervalem 125 pm.
Casova prodleva mezi jednotlivymi méfenimi byla 20 s. {-potenciél rovinnych povrchii
je méfen na hranici elektrické dvojvrstvy (viz obrazek 1).

Nanovlakenny vzorek (4 x 7 mm) uchyceny v drzdku mezi dvéma elektrodami (ZEN
1020) byl ponotfen do polystyrenové kyvety (REF 67.754, SARSTEDT AG &Co)
obsahujici vodny pufr Zeta potential transfer standard (DTS1235, Malvern Instruments),

pH = 9. {-potencial Castic obsazenych v pufru je uveden v hodnotach (- 42 + 4,2) mV.
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Analyza chemického slozeni povrchu materialu byla provedena metodou X-Ray
photoemission spektrometry (XPS). Méteni XPS bylo provedeno pomoci hemisférického
analyzatoru Phoibos 100 (Specs GmbH) s uhlem vyzatrovani 90°. Elektronova emise byla
vyvolana monochromatickym zdrojem rentgenového zatenim XR-50 (Specs GmbH)
vyuzivajicim Al Ka spektralni linii (energie fotonli 1486.6 eV). Prvkové slozeni bylo
stanoveno z ptehledovych spekter emitovanych elektronti s energii (tzv. pass energy) 40
eV. K vyhodnoceni dat byl pouzit program CasaXPS.

3.2.5 Testy biokompatibility materialu

Biokompatibilni vlastnosti PCL-NBN byly testovany v priubéhu jedenactidenni kultivace
3T3 fibroblastii. Metabolicka aktivita téchto bun¢k byla ovéfena MTS testem. Pribéh
bunééné proliferace potvrzuji vysledky DNA kvantifikace. Vizualizace bunécné

proliferace byla porovnana na snimcich z konfokalniho mikroskopu.

3T3 fibroblasty byly kultivovany v médiu DMEM L- glutamin (Dulbecco’s modified
eagle” medium) + 10% FBS + 1% ATB. Konfluentni vrstva adherovanych 3T3
fibroblastd byla pfed pasazovanim oplachnuta PBS za ucelem odstranéni piebytecného
média. K preruseni bunééné adheze doslo ptisobenim 9% roztoku Trypsinu po dobu 3 min
Vv prostfedi CO2 Vv inkubatoru temperovaného na teplotu 37 °C. Po uvolnéni bunék ze dna

kultivacni lahvicky byl blokovan u¢inek Trypsinu pfidanim séra obsazeného v médiu.

PCL-NBN byly vyrazeny kruhovou raznici o priméru 6 mm. Pfed pouzitim k in vitro
kultivaci byly bunétné nosice sterilizovany etylenoxidem pfi teploté 37 °C. Sterilizace
prob&hla na Oddgleni centralnich opera¢nich salti a sterilizace, Ustfedni vojenské

nemocnice StieSovice, Praha.

Sterilni PCL-NBN byly v laminarnim boxu (MSC 12, Thermo Scientific) umistény do 96
— jamkovych titra¢nich desticek. Poté byla na PCL-NBN pfidana bunécna suspenze 3T3
fibroblastii v kultivaénim médiu. Objem bunécné suspenze odpovidal poctu piiblizné
4 000 bungk na jamku. Pocet bun¢k byl ur¢en pomoci Biirkerovy komirky. Po nasazeni
3T3 fibroblastii byly mikrotitraéni desticky vloZeny na 20 min do CO: inkubatoru, za
ucelem intenzivnéjs$i adheze k PCL nanovlakennému substratu. Do kazdé jamky bylo
pfiddno médium o objemu 250 pl. Kultivaéni médium bylo ménéno 4. a 7. den kultivace.

Metabolicka aktivita 3T3 fibroblastli byla vyhodnocena na zéklad¢ absorbance roztoku
bunécné suspenze a substratu MTS. Metoda stanoveni metabolické aktivity 3T3
fibroblastii pomoci MTS testu je zaloZena na schopnosti metabolicky aktivnich bunék

Stépit tetrazoliovou sill za vzniku formazanového barviva. Tato reakce probihd na
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mitochondrialni membran¢ zivych bunék. Pfeména MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) na formazanové
barvivo probiha ptisobenim dehydrogendz.

PCL-NBN urcené k analyze MTS testu byly sterilné vyjmuty z jamek mikrotitra¢ni
desticky a presunuty do novych jamek naplnénych 100 ul DMEM. Poté bylo do kazdé
jamky s bunéénym nosi¢em ptidano 20 pl roztoku MTS. Nasledné byly mikrotitra¢ni
desticky umistény po dobu 120 min do CO; inkubétoru.

Absorbance roztokli byla méfena fluorescenénim snimacem (Infinite M 200 PRO,
TECAN) pii vinové délce A =490 nm (referencni méteni pii vinové délce Ar = 690 nm).
Hodnoty aritmetického priméru absorbance byly pocitany ze tfi nezéavislych hodnot.
Vysledné hodnoty koreluji s mirou metabolické aktivity. MTS test byl opakovan v 1., 4.,
7. a 11. kultivaénim dnu.

Ke kvantifikaci DNA byla pouzita fluorescenni sonda PicoGreen (PG), kterd je
selektivné vazéna na dvouvldkennou DNA (dsDNA). Po interkalaci PG dochazi ke
zvyseni fluorescence v oblasti 500 — 600 nm. Fluorescence PG navazaného na dsDNA je
zvySena az tisickrat. Naopak v pfitomnosti proteinti, karbohydratt, jednovlakenné DNA
(ssSDNA), RNA nebo volnych nukleotidi k vyznamnému zvySeni intenzity fluorescence
nedochazi. Citlivost detekce dsDNA pomoci PG je niz§i nez 250 pg/ml. Chemicka
struktura PG je (2-(n-bis-(3-dimethylaminopropyl)-amino)-4-(2,3-dihydro-3-methyl-
(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-1-phenyl-quinolinium) [96].

PCL-NBN s adherovanymi mysimi 3T3 fibroblasty byly v daném kultivaénim dnu (1.,
4., 7., a 11) ptelozeny do roztoku lyza¢niho pufru. Tento pufr vlivem silného
detergen¢niho ucinku lyzuje a extrahuje cytoplazmatické, membranové a jaderné proteiny
z bunék savct [97]. PCL-NBN byly v lyza¢nim pufru tfikrat zamrazeny pii teploté (— 70)
°C arozmrazeny pii pokojové teploté. Po kazdém rozmrazeni byly vzorky vortexovany.

Pro méfeni fluorescence byly pouzity ¢erné 96 jamkové mikrotitracni desticky (kvili
zamezeni vzajemného vlivu fluorescence sousednich jamek) s transparentnim dnem.
Roztoky pro kvantifikaci dsDNA byly temperovany na pokojovou teplotu. Vzorky
analyzovaného roztoku S obsahem sledované dsDNA byly odebrany o objemu 20 ul
a poté byly ptfidany do jamek mikrotitracni desticky s pfedem pifipravenym roztokem PG
0 objemu 200 pul. Tyto vzorky byly pfipraveny v tripletu. Jako standard pro stanoveni
hmotnostniho mnoZzstvi dsDNA byl pouzit roztok obsahujici bakteriofdg lambda ve
stoupajici fad¢ 0 — 10 ng. Standardy byly pfipraveny v dubletu. Vzdy 10 pl standardniho
roztoku se znamou koncentraci dsDNA bylo smichano s 200 pl roztoku PG. Bunécna
suspenze charakterizujici obsah dSDNA na PCL-NBN o objemu 20 pl.
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Hodnota fluorescence PG byla méfena pii vinovych délkach excita¢niho (Aex) @ emisniho
(em) maxima Aex = 502 nm a Aem = 523 nm na fluorescenénim snimaci (Infinite M 200
PRO, TECAN). K vypoctu aritmetického primétu byly pouzity minimalné tfi nezavislé
hodnoty. Koncentrace dsDNA ve vzorcich byla pocitana regresni analyzou z hodnot
kalibracni ktivky.

3T3 fibroblasty byly fixovany na PCL-NBN mrazenym metanolem (- 20 °C) po dobu 10
min. Nasledné byly PCL-NBN inkubovany v roztoku 3,3’-dihexyloxacarbocyanin jodidu
(D 273, Invitrogen) o koncentraci 10 pg/ml, po dobu 45 min a poté v Propidium lodidu
(P 4864, Sigma Aldrich) o koncentraci 5 pg/ml, po dobu 5 min. Barveni probihalo pfi
pokojové teploté. Mezi jednotlivymi kroky byly PCL-NBN proplachovany v roztoku
PBS. 3T3 fibroblasty byly vizualizovany konfokdlnim mikroskopem (FV10i, Olympus)
v 1, 4., 7., a ll. dnu kultivace. Pro vizualizaci 3T3 fibroblasti byla pouzita dvé
fluorescen¢ni barviva: Propidium lodid (bunécné jadra) Aex = 560, Aem = 575-650 nm
a DIOC 6 (3) Aex = 488 nm, Aem = 505-550 nm (vnitini bunééné membrany).

Hodnoty absorbance (MTS) 1 fluorescence (PG) byly méfeny 1., 4., 7., a 11. den
experimentu. Statisticka vyznamnost naméfenych dat byla vyhodnocena v softwaru one-
way ANOVA. Signifikantni odchylky (p < 0,05) mezi jednotlivymi méfenimi byly
vyhodnoceny metodou Student-Newman-Keuls.
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4 Vysledky

Tato kapitola je rozd€lena na dvé ¢asti podle druhu pouzité fyzikalni modifikace poly-e—
kaprolaktonovych nanovlakennych bunéénych nosi¢t (PCL-NBN). V prvni ¢asti jsou
popsany vysledky analyz PCL-NBN modifikovanych RF doutnavym vybojem v Oz a No.
V druhé casti jsou uvedeny vysledky analyz PCL-NBN modifikovanych svazkem
urychlenych iont OF, N* a C* produkovanych na urychlovaéi Tandetron. Modifikace
povrchu byly v obou ptfipadech provedeny oboustranné. Samotné vysledky analyz jsou
Clenény na materialovou (chemicka analyza povrchu, kontaktni thel, { — potencial,
morfologické vlastnosti nanovlakenné vrstvy a samotnych vlaken, primeér vlaken, plosna
hmotnost) a biologickou (metabolicka aktivita, kvantifikace DNA, vizualizace na
konfokalnim mikroskopu) ¢ést. Cilem zvolenych fyzikalnich modifikaci bylo dosahnout
pfiznivé zmény povrchovych vlastnosti materialu tak, aby doslo ke zvySeni adheze
a proliferace 3T3 fibroblastt.

NBN jsou zvlaknéné technologii elektrostatického zvlaknovani z roztoku syntetického
biopolymeru PCL. Viskozita (1) 24% polymerniho roztoku PCL (viz graf 1) byla méfena
Vv zavislosti na stoupajici teploté (v rozsahu 20 — 50 °C) pfistrojem Vibro viscometer (SV-
10, A&D). Se zvysujici se teplotou dochazelo ke snizeni hodnoty viskozity. Pti teploté
polymerniho roztoku t = 20 °C byla namétfena hodnota viskozity # = 205,64 mPa-s.
Zvysenim teploty na t =50 °C doslo ke snizeni viskozity na # = 108,78 mPa-s. Polymerni
roztok byl zvlaknén ze statické strunové elektrody.

n (PCL 24%)
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S 200 o
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S
S 150
4
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Graf 1_Viskozita 24% PCL v zavislosti na teploté (t = 20 — 50 °C).
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4.1 Bunécéné nosice modifikované RF doutnavym vybojem

Plazmatickd modifikace PCL nanovladkennych vrstev byla provedena v nizkotlakém RF reaktoru
(Prevac Sp.z.0.0) pii zakladnich parametrech viz tabulka 5. RF doutnavy vyboj byl vybuzen v O,

a N, atmosfére. VSechny vzorky byly modifikovany oboustranné.

Tabulka 5_Zakladni parametry plazmatické modifikace.

Nazev vzorku | Tlak (Pa) Cas (s) Napéti (V) | Pritoku plynu (sccm)

02(-100V) 8 15 -100 10
02 (-200V) 8 15 -200 10
N2 (-100V) 8 15 -100 10
N2 (-200V) 8 15 -200 10

4.1.1 Materialové vlastnosti

Uvedené vysledky charakterizuji vliv velikosti zaporného napéti a typu pouzitého plynu
Vv prib¢hu plazmatické modifikace RF doutnavym vybojem na zménu morfologie a povrchovych

chemickych vlastnosti PCL nanovlakenné textilie.

Tabulka 6_Materialova charakterizace PCL nanovlikenné vrstvy.
Plo$na hmotnost | Tloust'’ka materialu Primér vldken
Vzorek X
(9/m?) (nm) (nm)

PCL-K 62,89 + 13,01 369 + 89 266 + 185
02(-100V) 194,90 + 17,13 274 + 34 231 + 166
02(-200V) 135,01 + 154,74 199 £27 255 + 250
N2 (-100V) 115,78 £ 11,45 164 £24 223 +172
N2 (-200V) 70,13+ 11,17 113+ 15 221 +137

a) Plosna hmotnost a tloustka

Modifikaci RF doutnavym vybojem v Oz a N2 atmosféfe doSlo k nartistu ploSné hmotnosti
ms a zménam v tloust’ce materialu hm (viz tabulka 6) oproti nemodifikovanému
kontrolnimu vzorku PCL-K s ms = 62,89 + 13,01 g/m?, hm = 265,71 + 184,91 pm.
U vzorku s oznagenim O, (-100V) ms = 194,90 + 17,13 g/m? je zarovei patrna nizsi
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tloust’ka nanovlakenného materialu hm = 274,96 + 34,71 um. V piipadé vyssiho napéti,
u vzorku O2 (-200V), byla zaznamenana vyznamné niz§i tloustka hm = 199,96 + 27,34
um a plogna hmotnost ms = 135,01 + 154,74 g/m? (viz tabulka 6). NejniZ§i hodnota plosné
hmotnosti u plazmaticky modifikovanych vzorki byla zaznamenana u vzorku N2 (-200V)
ms = 70,13 + 11,17 g/m?. U tohoto vzorku je uvedena i velmi nizka hodnota tloustky hm
= 113,35 £ 15,30 um. Plo$na hmotnost vzorku N2 (-100V) je pfiblizn¢ dvojnasobna ms
=115,78 + 11,45 g/m? oproti PCL-K.

Vysledky uvedené v tabulce 6 ukazuji, ze u vzorkd modifikovanych RF doutnavym
vybojem doslo k vyraznému zvySeni ploSné hmotnosti PCL nanovldkenného materialu.
Zaroven pii zvySeni zaporného napéti dochazi ke snizeni tloustky materilu.

b) Morfologické vlastnosti

Zmény morfologie povrchu nanovlakenného materialu byly sledovany pomoci snimkt ze
SEM. Zménu morfologie jednotlivych vlaken nelze na uvedenych snimcich urcit zcela
pfesné z divodu nanosu tenké vrstvy zlata na povrch materialu. Tato vrstva zakryva

nékteré méné vyrazné zmény na povrchu vlaken.

Vliv plazmatické modifikace na PCL nanovldkennou vrstvu byl dale charakterizovan
zménou primeért vldken, kterd byla vyhodnocena jako aritmeticky primér z 300 hodnot.
Me¢éfteni pramért vlaken bylo realizovano softwarem NIS — Element. Naméfené hodnoty
priméra vldken (viz tabulka 6) ukazuji zvySeni cetnosti nizSich primérd vlaken
U plazmaticky modifikovanych vrstev (viz ptiloha A, grafy 8-12). Vysoké hodnoty
smérodatnych odchylek ukazuji na Siroky rozsah distribuce priimérti nanovlaken.

V4 4 s KT (e > 3
WD: 11.45 mm VEGAS TESCAN| SEM HV: 30.0 kV WD: 11.52 mm i) VEGAS TESCAN. SEM HV: 30.0 kV WD: 11.51 mm VEGAS TESCAN|
Det: SE 100 ym BI: 11.00 Det: SE 20 ym BI: 11.00 Det: SE
SEM MAG: 505 x SEM MAG: 505 x. Performance In nanospace SEM MAG: 3.00 kx SEM MAG: 3.00 kx al SEM MAG: 30.0 kx SEM MAG: 30.0 kx Performance In nanospace

Obrazek 4_Snimky kontrolniho vzorku PCL nanovlakenného materialu (PCL-K) poFizené na SEM p¥i zvétSeni
500x, 3000x a 30 000x.
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SEM HV 300 kv WO 1142 mm SEM WV 30.0 &V WD: 11.47 mm. SEM WV 300 kv WO 11.44 mm | VEGA3 TESCAN|
55 11.00 Dot SE 190 Dat 5 BE 1100 Dot 5E 2pm
SEMMAG: 801 x  SEM MAG: 801 SEM MAG: 3.00 kx SEM MAG: 30,11 SEM MAG: 30.1 kx Performance In nanospace

e
SEM HV- 300KV WO 11,81 men | SEM HV. 30,0V WD: 11,57 mm r 1 VEGA3 TESCAN]  SEM WV 300 kv | VEGA3 TESCAM
81100 Dot SE B 1.0 Oet: 38 20 ym 8L 11.00 Dt 56
SEMMAG: 500X SEM MAG: 500 x SEM MAG: 301 kx  SEM MAG: 301 kx Perfomance in nancspece SEM MAG: 300k SEM MAG: 30.0 kx Pertormance in nanospace

D >
SEM HV- 300 &V WO 1174 men J VEGA3 TESCAN) SEM HV- 30.0 kV WD: 11.70 mm SEM HV. 300 kV WD: 11.69 mm VEGA3 TESCAN|
B 11.00 Det SE 100 pm Bt 11.00 Det: SE BL 11.00 3
SEM MAG: 800 x SEM MAG: 500 x Performance in nanospace SEM MAG: 3.01 kx SEM MAG: 3.01 kx SEM MAG: 30.7 kx SEM MAG: 30.7 kx Performance In nanospace

SEMMV.300W WD 114Smm i veoasTescanf] semwv.300w | wotiermm ||| | | |  vecasTescaw] sewwv.seowv  wottGmm | | VEGA3 TESCAN
8 11.00 Dt 5E B 1190 T B 1190 DetsE  2pm
SEMMAG: 498X SEM MAG: 495X Performance in nanospace || SEM MAG: 3.00 kx| SEM MAG: 300 kx Performance in nanospsce || SEM MAG: 30.2kx _ SEM MAG: 30.2 kx Pertormance In nanospace

Obrazek 5_Plazmaticky modifikované vzorky PCL nanovlikenného materialu. Sninky byky porizeny na SEM
Ppri zvétSeni 500x, 3000x a 30 000x.
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Charakteristickymi vlastnostmi PCL nanovldkenné vrstvy pouzité pro experimentalni
¢ast této diplomové prace jsou vyrazné rozdily ve velikosti primérii vlaken a spirdlovité
usporadani nékterych vlaken vétsich priméri. Mezi vldkny PCL nanovlakenné vrstvy se
obcasné vyskytuje perlickovy efekt, ktery je ¢astym doprovodnym jevem pii zvlaknovani
PCL.

Kontrolni nemodifikovany vzorek PCL-K na obrazku 4 je charakteristicky vétSimi
pruméry vlaken 265,71 + 184,91 nm (viz tabulka 6). Tento vzorek obsahuje vlakna
S nejvyssi ¢etnosti praméru (Cetnost > 30) v hodnotach 150 — 300 nm (viz ptiloha, graf
8).

Vliv plazmatick¢ modifikace RF doutnavym vybojem buzenym v O atmosféfe se
projevuje snizenim primérti vldken v fadu desitek nm. S vy$§i hodnotou pouzitého
zaporného napéti je pramér vldken nizsi. Vzorky modifikované v Oz atmosféfe obsahuji
S vyssi Cetnosti (> 30) vldkna o primérech 150 — 250 nm. Pti vét§im zvétSeni (30 000x)

SEM snimki je patrné destrukce povrchové vrstvy vldken (viz obrazek 5).

Plazmaticka modifikace RF doutnavym vybojem buzenym v N2 atmosféfe se projevuje
nejvyraznéj$Sim poklesem priméri vldken (viz tabulka 6). ZvySeni zaporného napéti
nema na prumér vlaken vyraznéjsi vliv. Vzorky modifikované v N2 atmosféfe obsahuji
vyssi ¢etnost (> 30) vlaken o praimérech 150 — 250 nm, priméry v hodnotach nad 400 nm
se vyskytuji jen omezené. Prfi vysSim zvétSeni (30 000x) je na SEM snimcich patrné
naleptani povrchu vlaken a popraskani vrchni vldkenné vrstvy (viz obrazek 5).

Z porovnani snimkii ze SEM vyplyva, ze plazmatickd modifikace RF doutnavym
vybojem v O atmosféie, se stoupajicim zapornym napétim zvysSuje nerovnomeérnost
vlakenného usporadani PCL nanovldkenné vrstvy. Naopak vlivem plazmatické
modifikace v N2 atmosféfe dochazi, v zavislosti na stoupajici zapornou hodnotu napéti,
ke zmenSeni priméri vlaken. Distribuce primeéri vlaken modifikované vrstvy se zda byt
naopak rovnomernéjsi oproti vzorku PCL-K.

Charakteristickymi vlastnostmi nemodifikované¢ PCL nanovlakenné vrstvy pouzité pro
experimentalni ¢ast této diplomové prace jsou vyrazné rozdily ve velikosti primeéri
vlaken a spirdlovité uspofadani nékterych vlaken vétSich primérd. Plazmatickou

modifikaci nedochazi k vyraznému poSkozeni nanovldkenné vrstvy.
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Nazev Chemické sloZeni Kontaktni uhel . | Doba absorpce

vzorku povrchu (% at .) ©) kapky (s) { — potencial (mV)
C1ls N1ls | O1ls
PCL K 66,04 | 0,85 | 3311 65+5 1,7+0,7 -51,4+1,5
02 (-100V) 57,45 0,25 | 42,30 19+1 04+0,1 -35,1+ 1,8
02 (-200V) 59,82 1,15 | 39,03 14+2 0,3+0,1 -372+ 1,8
N2 (-100V) 61,13 | 2,96 | 3591 20£2 0,8+0,2 27,6 1,9
N2 (-200V) 65,19 4,63 | 30,18 34+4 1,1+0,3 -31,0+ 1,3

€) Meéfeni kontaktniho thlu a doba absorpce kapky

Hydrofilni vlastnosti materialu byly testovany polarni kapalinou (H20). Hodnoty
kontaktniho tihlu jsou doplnény Casovym intervalem doby absorpce kapky (viz tabulka
7) o objemu 5 pl. Pro méfeni kontaktniho uhlu byla pouZzita destilovana voda
s povrchovym napétim o = 72,75 mN/m [10, 11]. Nejvyssi kontaktni uhel («) byl naméten
na kontrolnim vzorku PCL K o = (65 + 5)° s dobou absorpce kapky 1,7 s. Naopak nejnizsi
hodnota kontaktniho thlu byla naméfena u vzorku Oz (-200V) o = (14 + 2)° s dobou
absorpce kapky 0,3 s.

Hodnoty kontaktniho uhlu zavisi na vyskytu polarnich, resp. hydrofilnich chemickych
skupin na povrchu materidlu. Vysledky ukazuji, ze v disledku plazmatické modifikace
v O atmosféte dochazi k vyraznéjSimu zvyseni hydrofility, oproti modifikaci v N2
atmosfére. U obou typl plazmatickych modifikaci dochazi k vyznamnému navysSeni
prvkill polarnich skupin na povrchu materidlu a tim ke sniZeni kontaktniho thlu oproti
PCL-K. Hodnota kontaktniho thlu je zaroveil ovlivnéna morfologii povrchu, ktera maze
vneést do vysledkli odchylky nesouvisejici s chemickym slozenim povrchu materialu.

d) C- potencial

{ — potencial PCL nanovlakennych vrstev byl méfen na pfistroji Zetasizer — nano series
(ZS90, Malvern Instruments). { — potencial je méfen za hranici elektrické dvojvrstvy
vyskytujici se na rozhrani povrchu materialu a okolniho prostiedi [53,54]. Hodnoty C —
potencialu ovliviwiji interakci povrchu s polarnimi strukturami (napf. proteiny, polysacharidy).
Hodnoty ¢ — potencialu jsou zavislé na pH pouzitého roztoku.

Vysledky méfeni (viz tabulka 7) ukazuji vyrazné snizeni zapornych hodnot povrchového
€ — potencialu u plazmaticky modifikovanych vzorkdi oproti kontrolnimu
nemodifikovanému vzorku PCL-K { = (-51,4 + 1,5) mV. Zaroven je zde patrné mirné
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zvySeni zapornych hodnot povrchového ( — potencidlu u vzorkii plazmaticky
modifikovanych pfi vy$§im zaporném napéti (-200 V), napi. vzorek O2 (-200V) {=(-37,2
+ 1,8) mV, vzorek N2 (-200V) { = (-31,0 £+ 1,3) mV. Pti pouziti niz§iho zaporného napéti
(-100 V) byly naméfeny niz$i zaporné hodnoty povrchového { — potencialu. Pro vzorek
02 (-100V) £ =(-35,1 = 1,8) mV, vzorek N2 (-100V) { = (-27,6 + 1,9) mV.

Z analyzy prvkového slozeni povrchu nanovlakenného materialu vyplyva souvislost mezi
obsahem O 1s, N Is na povrchu materialu a hodnotou naméfeného povrchového { —
potencidlu. Se zvySujicim se obsahem O 1s, N 1s Ize pfedpokladat zvySeny vyskyt
polarnich skupin. U plazmaticky modifikovanych vzorkli dochéazi ke snizeni zapornych
hodnot povrchového { — potencialu.

e) Chemicka analyza povrchu

Chemicka analyza povrchu PCL (s chemickym vzorcem fO-CH2(CH2)3CH2-C=0}n)
nanovldkenného materidlu modifikovaného RF doutnavym vybojem (viz tabulka 7) byla
provedena metodou X-Ray photoemission spectrometry (XPS). Kromé uhliku a kysliku
daném piimo chemickym sloZzenim PCL, bylo u vSech vzorka véetné PCL-K zji§téno

I malé mnozstvi (< 4,7 %) dusiku, drasliku a fosforu (viz ptiloha, tabulka 11).

XPS analyzou kontrolniho vzorku PCL-K bylo ur¢eno nasledujici prvkové slozeni: C 1s
(63,99 %), N 1s (0,82 %) a O 1s (32,08 %). Analyza plazmaticky modifikovanych PCL
nanovldkennych vrstev potvrdila vyrazné zvyseni obsahu daného prvku v zavislosti na
plynu pouzitém pii vyboji. U vzorkli modifikovanych v kyslikové atmosféie doslo
K procentualnimu naristu obsahu tohoto prvku oproti PCL-K. Naptiklad u vzorku O3 (-
100V), O 1s (42,30 %), vlivem zvyseného napéti doslo k odpraseni ¢asti povrchu a tim
tedy ke snizeni procentualniho zastoupeni kysliku u vzorku, Oz (-200V) O 1s (39,03 %).
Procentualni nartist obsahu se projevil u vzorku N2 (-100V) N 1s (2,96 %) oproti vzorku
N2 (-200V) N 1s (4,63 %).

ZvySenim obsahu polarnich skupin obsahujicich N 1s a O 1s na povrchu materialu doslo
ke zvySeni hydrofility povrchu. Tento vysledek byl potvrzen hodnotami kontaktniho tthlu
(H20). Pfi zvySeném napéti je patrny narist C 1s u obou typt plazmatické modifikace.
Tyto hodnoty vSak neptevysily hodnotu obsahu C 1s u nemodifikovaného vzorku PCL-
K. Vzorky modifikované v kyslikové atmosféfe ukédzaly snizeni obsahu O 1s vlivem
odprasSeni pti vyssim aplikovaném napéti. Naopak u vzorkt modifikovanych v dusikové

atmosféfe doslo ke zvySeni obsahu N vlivem zvySeni zaporného napéti.
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4.1.2 Biologicka charakterizace ristu 3T3 fibroblasti

Metabolicka aktivita a proliferace 3T3 fibroblasti osazenych na plazmaticky
modifikované PCL-NBN v poctu 4000 bun¢k na jamku byla analyzovana MTS testem
a dsDNA kvantifikaci. Hodnoty absorbance i fluorescence byly méteny 1., 4., 7., a 11.
den experimentu. Statisticka vyznamnost naméfenych dat byla vyhodnocena v softwaru
one-way ANOVA. Signifikantni odchylky (p < 0,05) mezi jednotlivymi métenimi byly
vyhodnoceny metodou Student-Newman-Keuls.

a) MTS test metabolické aktivity
Vysledky MTS testu metabolické aktivity 3T3 fibroblastli osazenych na plazmaticky
modifikovanych PCL-NBN (viz graf 2) byly vyhodnoceny na zakladé nameétené

absorbance tfi navzajem nezavislych méfeni.

MTS
1,2
1 :[ I T
I
— 0,8 I I I m1.den
v = I
(8]
& 0,6 4. den
2
o T
3 0,4
Q ’
= 7.den
0,2 m1l.
den
0
PCL-K 0, (-100V) 0, (-200V) N,(-100V) N, (-200V)
Vzorek

Graf 2_MTS test metabolické aktivity 3T3 fibroblastii na plazmaticky modifikovanych PCL-NBN.

Vysledky MTS testu jsou signifikantné (p < 0,05) rozdilné jiz v 1. testovacim dnu.
Signifikantné nejvyssi hodnota absorbance byla v tomto testovacim dni prokdzana
u vzorku O2 100V (0,49 + 0,05). Ostatni vzorky nevykazuji signifikantni odchylku.

Ve 4. testovacim dnu mély vSechny plazmaticky modifikované vzorky signifikantné (p <
0,05) vyssi hodnotu absorbance nez PCL-K (0,45 + 0,01).

V 7. dnu bylo u vSech plazmaticky modifikovanych vzorkd dosazeno maxima
metabolické aktivity 3T3 fibroblasti a zaroven doslo k signifikantné vyS$imu nartistu
metabolické aktivity u vSech plazmaticky modifikovanych vzorkl oproti PCL-K. Toto
pozorovani ukazuje na vys$Si metabolickou aktivitu bunék v interakci s plazmaticky
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modifikovanymi nosi¢i a z toho vyplyvajici zvySenou biokompatibilitu plazmaticky
modifikovanych PCL-NBN.

Nejvyssi hodnota absorbance byla v sedmém dnu naméfena u vzorku N2 (-100V) (1,03 +
0,04), oproti tomu nejnizsi hodnota byla namétena u PCL-K (0,78 = 0,01).

Me¢fteni z 11. dne nevykazuje signifikantni vysledky u zaddného vzorku. Metabolicka
aktivita bun€k na nosi¢ich PCL-K dosahuje srovnatelnych hodnot jako plazmaticky
modifikované nosice.

Nameétené hodnoty absorbance ukazuji vyrazny nartist u plazmaticky modifikovanych
vzorkl v pribé¢hu 4. a 7. dne. V prib¢hu 11. dne doslo k vyrovnani hodnot metabolické
aktivity u plazmaticky modifikovanych vzorkd i PCL-K. Vysledky ze 4. dne ukazuji
zavislost vysSi metabolické aktivity 3T3 fibroblasth u vzorkli plazmaticky
modifikovanych pii vy$§im napéti. Vysledky ze 7. dne ukazuji opacny trend. Vysledek
MTS testu ukazuje rychlejsi zvySeni metabolické aktivity na plazmaticky
modifikovanych vzorcich.

b) dsDNA kvantifikace

Kvantifikace obsahu dsDNA na plazmaticky modifikovanych PCL-NBN (viz graf 3) byla
métena na zdkladé signdlu fluorescen¢ni sondy PicoGreen (PG) interkalované do dsDNA.
Hmotnost dsDNA (ng/ml) byla vypocitdna na zaklad¢ kalibracni kiivky, ktera byla
stanovena z hodnot dsDNA standardt podle dané fedici fady. Tato kvantifikacni metoda
dsDNA neumoziuje rozlisit zivé a mrtvé buiiky, tj. v uvedenych vysledcich je stanovena
celkova hmotnost dSDNA 3T3 fibroblastd, které byly uvolnény do bunécéné suspenze
z PCL-NBN.

Kvantifikace dsDNA
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Graf 3_ Kvantifikace dsDNA 3T3 fibroblastii na plazmaticky modifikovanych PCL-NBN.
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V 1. kultivacnim dnu 3T3 fibroblastii nebyly patrné signifikantni (p < 0,05) rozdily
v hmotnosti dsDNA. Tento vysledek ukazuje na homogenni nasazeni 3T3 fibroblastl

V poctu piiblizn€ 4000 bunék na jamku.

Z méieni obsahu dsDNA ve 4. testovacim dni vyplyva, ze doSlo k signifikantnimu
zvyseni hmotnosti DNA u vSech plazmaticky modifikovanych vzorkl oproti kontrolnimu
vzorku PCL-K (4,48 + 0,21 ng/ml). Signifikantné nejvyssi obsah dsDNA byl naméten
u vzorku Oz (-100V) (13,34 £ 0,65 ng/ml). Signifikantni rozdil neni patrny pouze pro
vzorky O2 (-200V) a N2 (-100V).

7. den byl opét naméfen signifikantni ndrGst hmotnosti dSDNA u vSech plazmaticky
modifikovanych vzorkt oproti PCL-K (5,77 + 0,40 ng/ml). Nejvyssi hodnoty byly
naméfeny u vzorki Oz (-200V) a N2 (-100V) mezi nimiz neni signifikantni rozdil.

V 11. dni ztstal zachovan trend z ptfedchozich testovacich dni, tedy vyrazny narast
dsDNA u plazmaticky modifikovanych vzorkd oproti PCL-K (8.25 + 0.35 ng/ml).
Nejvyssi hodnota byla naméfena u vzorku Oz (-100V) (12,37 + 0,78 ng/ml). Naopak
signifikantni rozdil nebyl naméfen u vzorkd Oz (-200V), N2 (-100V) a N2 (-200V).

Z namétenych hodnot (viz graf 3) je patrné vyrazné zvyseni hmotnosti dsDNA u vzorkt
S plazmatickou modifikaci oproti PCL-K.

Hmotnost dsDNA ptimo koreluje s poctem bun€k adherovanych na buné¢nych nosicich,
proto lze z vysledkii PG testu kvantifikace dSDNA sledovat priibéh bunécné proliferace.
Vysledkem je tedy vyssi proliferace 3T3 fibroblasti u PCL-NBN modifikovanych
plazmatem. Vysledky méfeni koncentrace dsDNA jsou v souladu s vysledky MTS testu.

€) Bunééna viabilita

Vyhodnoceni bunécné viability (viz graf 4) urCuje ptimou zavislost mezi metabolickou
aktivitou bunék a hmotnosti dsDNA.

V 1. testovacim dnu byly namé&feny signifikantné (p < 0,05) nejvyssi hodnoty u vzorku
O2 (-100V) (0,07 £ 0,01 abs/ng DNA), naopak nejnizsi hodnota byla namétena u vzorku
N2 (-100V) (0,04 £ 0,01).

cv v

O2 (-100V) (0.06 £+ 0.003 abs/ng DNA). Ostatni vzorky nemaji signifikantni odchylky.
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Bunécna viabilita
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Graf 4_Bunécna viabilita 3T3 fibroblasti na plazmaticky modifikovanych PCL-NBN.

7. Den byla naméfena signifikantné nejvyssi hodnota u vzorku N2 (-200V) (0,15 + 0,01
abs/ng DNA). Signifikantni rozdily nebyly 7. den naméteny u vzorka Oz (-100V), O2 (-
200V) a N2 (-100V).

V 11. testovacim dni byla naméfena signifikantné nejvyssi hodnota bunécéné viability
u vzorku PCL-K (0,11 £ 0,02 abs/ng DNA), naopak signifikantné nejniz§i hodnota
vychazi u vzorku O2 (-200V) (0,082 £ 0,007 abs/ng DNA).

Z vysledkt bunééné viability vyplyva, ze 3T3 fibroblasty na PCL-NBN bez modifikace
vykazovaly vys§i hodnoty metabolické aktivity neZ proliferace. Naopak na plazmaticky
modifikovanych PCL-NBN dochézelo k rychlejsi proliferaci. Analyza bunécné viability
V tomto piipad¢ ale prokazal nizsi primérnou metabolickou aktivitu.

4.1.3 Konfokalni mikroskop

Snimky z konfokalniho mikroskopu (FV10i, Olympus) vizualizuji prubéh adheze
a proliferace 3T3 fibroblastii k PCL-NBN plazmaticky modifikovanych RF doutnavym
vybojem (viz obrazek 6-10). 3T3 fibroblasty byly barveny fluorescen¢nimi barvivy DiOC
6 (3) a Propidium iodid.

Na snimcich kontrolniho vzorku PCL-NBN (PCL - K) z 1. dne je mozné porovnat
homogenitu nasazeni a pocatecni adhezi 3T3 fibroblasti. Bunky jsou pomérné
rovnomeérne rozmistény v celé ploSe PCL-NBN. Tvar bun€k je spiSe kulovity, buiiky jsou
stale svinuté mezi vldkny. Ve 4. dni zacinaji 3T3 fibroblasty proliferovat, od 4. dne maji
jiz rozvinuty tvar a dochdzi k lepsi vizualizaci bunécnych jader. Na snimcich ze 7. dne je
vytvofena téméf konfluentni vrstva pokryvajici povrch celého nosice. V 11. dni je
bunécna vrstva na PCL-NBN pln€ konfluentni. Snimky z konfokdlniho mikroskopu
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odpovidaji vysledkiim kvantifikace dsDNA (viz graf 3). Hmotnost dsDNA 3T3
fibroblastti na vzorku PCL-K dosahuje svého maxima v 11. dni.

Snimky plazmaticky modifikovaného PCL-NBN (O2 (-100V)) z 1. dne prokazuji Gspésné
nasazeni 3T3 fibroblastl. Buniky jsou centrovany spise do stfedu nanovlakenného nosice.
Jiz od 4. dne dochazi k velmi rychlé proliferaci a tvorbé konfluentni bunécné vrstvy.
Tento snimek potvrzuji vysledky dsDNA kvantifikace, kdy bylo dosazeno maxima
hmotnosti dsDNA pravé ve ¢tvrtém kultiva¢nim dnu. V prubéhu 7. dne doslo u vzorku
02 (-100V) k mirnému poklesu hmotnosti dsSDNA (viz graf 3). Snimek z konfokalniho
mikroskopu potvrzuje v nékterych mistech nizsi koncentraci bunék. V 11. dni je dosazeno
pomérné konfluentni vrstvy na povrchu celého nosice. Podle snimkd z konfokalniho
mikroskopu a zaroven podle vysledkt z grafu 2 lze hodnotit vzorek O> (-100V) jako
vzorek na kterém probihala od 4. kultivaéniho dne nejvyraznéjsi proliferace 3T3
fibroblastu.

Snimky PCL-NBN (O2 (-200V)) potvrzuji uspé$né nasazeni bun¢k 1. den. Jiz v prvnim
dni je mozné sledovat pomérné rozvinuté buiky adherujici na nanovlakenny povrch. Ve
4. dni dochazi k mirnému zvyseni proliferace a pomérn¢ fidkému pokryti necelé poloviny
PCL-NBN. 7. den je patrny vyS$si nartist poc¢tu bunék, hmotnost dsDNA dosahuje v tomto
dni u vzorku O2 (-200V) svého maxima. V 11. dni dochazi ke zcela zietelné vizualizaci
bunécnych jader. Pfiblizn¢ polovinu bunéného nosice pokryva konfluentni vrstva.

Snimky PCL-NBN (N2 (-100V)) v 1. dni po nasazeni potvrzuji Gispé$né nasazeni bunék
na nanovldkenny nosi¢. 3T3 fibroblasty jiz od 1. dne vykazuji podélnou smérovou
orientaci. Ve 4. dni je tato orientace se zvysSujicim se poctem bunck jeste¢ vyraznéjsi.
Dochézi k rovnomérnému pokryti bunééného nosice po celém jeho obvodu. 7. den
dochazi u tohoto vzorku k vyrazné proliferaci, ale nelze fici, ze by dochazelo k tvorbé
konflulentni vrstvy po celém nosi¢i. V pribéhu 11. dne dochéazi k nerovnomérnému
pokryti bunééného nosice. Zaroven dochdzi k mirnému poklesu dsDNA oproti
pfedchozimu dni.

Snimky PCL-NBN (N2 (-200V)) v 1. dni potvrzuji ispé$né nasazeni 3T3 fibroblastd. Tvar
bunéénych jader je ponckud deformovany do neptirozeného tvaru. 4. den dochazi
K rovnomérnému pokryti bunééného nosice a zvysené proliferci, potvrzené kvantifikaci
dsDNA. Bunécna jadra dosahuji typicky kulovitého tvaru. V prabéhu 7. dne dochazi ke
sniZeni poctu vizualizovanych bunéénych jader a zaroven ke snizeni hmotnosti sdDNA.
11. den se tvofi konfluentni vrstva na vice nez poloviné bunétného nosi¢e. Hmotnost

dsDNA je v tomto dni vyrazné vyssi.
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Obrazek 6_Kontrolni vzorek PCL — K: Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 4., 7. a 11. den kultivace. Barveni:
Propidium lodid a Dioc 6 (3)




Obrazek 7_0; (-100V): Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 4., 7. a 11. den kultivace. Barveni: Propidium lodid
a Dioc 6 (3)




Obrazek 8_0, (-200V): Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 4., 7. a 11. den kultivace. Barveni: Propidium lodid
a Dioc 6 (3)
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Obrazek 9_N, (-100V): Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 4., 7. a 11. den kultivace. Barveni: Propidium lodid
a Dioc 6 (3)




Obrazek 10_N; (-200V): Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 4., 7. a 11. den kultivace. Barveni: Propidium
lodid a Dioc 6 (3)




4. 4.2 Bunécné nosi¢e modifikované iontovou implantaci (C*, N*, O%)

Iontova implantace PCL nanovlakennych vrstev byla provedena iontovym urychlova¢em
Tandetron (MC 4130, HVE Europa B.V.) pii zakladnich parametrech uvedenych
v tabulce 8. Vsechny vzorky byly modifikovany oboustrann¢.

Tabulka 8_Zakladni parametry iontové implantace.

Vzorek Implantované | Doba implantace Energie Tlak v komofe | Implanta¢ni divka
ionty (s) (keV) (mbar) (at/ cm?)
C*10'2 at/cm? c* 23 800 5-10° 1012
N*10'2 at/cm? o* 20 800 5-10° 10%2
O*10*2 at/cm? N* 3 800 5-10® 10%2

4.2.1 Materialové vlastnosti

Charakterizace materidlovych vlastnosti byla zamétena na popis vlivu implantace daného

typu urychleného kationtu (C*, N*, O") na PCL nanovlidkennou vrstvu. Analyzy

materidlovych vlastnosti jsou zaméfeny na morfologické zmény a zménu chemického

slozeni povrchu PCL nanovlédkenné vrstvy.

Tabulka 9 _Materialova charakterizace PCL nanovlikenné vrstvy.

Plo$na hmotnost | Tlou$t’ka materialu Prumér vlaken
Vzorek X
(9/m?) (jum) (nm)
PCL-K 62,89 + 13,01 369 + 89 266 + 185
C*10%? at/cm? 52,02 + 6,41 326+ 36 211+ 104
N* 102 at/cm? 71,62 +4,71 429 + 34 340 + 202
O* 10 at/cm? 76,43 +1,94 446 + 40 212 +123

a) Plosna hmotnost a tloustka

Vysledky (viz tabulka 9) ukazuji zavislost mezi tloustkou (ms) a plosnou hmotnosti (hm)

PCL nanovlakenné textilie. Nejnizs§i hodnoty jsou uvedeny u vzorku implantovaného
iontovym svazkem C* ms = 52,02 + 6,41g/m? hm = 326,10 + 35,64 um. V piipadé
implantace N* a O" jsou hodnoty plo$né hmotnosti a tloustky naopak vyssi nez u PCL-
K ms= 62,89 £ 13,01 g/m? hm= 368,72 + 89,34 um. Nejvyssi hodnota plo§né hmotnosti

a tlouStky PCL nanovlakenného materidlu byla naméfena u nanovldkenného vzorku
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implantovaného O* ionty ms = 76,01 2,05 g/m? v zavislosti na zvyseni plo§né hmotnosti
byla zvysena i tloustka tohoto materialu hn = 445,65 + 39,58 um.

Vysledky plosné hmotnosti pomémné presné¢ odpovidaji zméndm tlouStky
nanovlakenného materialu. Vlivem implantace polarnich prvki doslo ke zvySeni plosné
hmotnosti. Vlivem implantace C* doslo naopak ke snizeni plo$né hmotnosti i tloustky.

b) Morfologické vlastnosti

Morfologické zmény PCL nanovlakenného materialu v zavislosti na iontové implantaci
byly porovnavéany na snimcich ze SEM (viz obrazek 11). Pozornost byla vice zaméifena
na zménu vldkenné struktury, nez na zmény povrchu jednotlivych vlaken. Nanovldkenna
vrstva byla pfed vlozenim do komory SEM pokryta tenkou vrstvou zlata, ¢imz doslo
k zakryti méné vyraznych defekti vyskytujicich se na povrchu vldken. Porovnanim
snimkli ze SEM byl také hodnocen vliv iontové implantace na zménu primeért vldken
(viz tabulka 9), kterd byla urena z aritmetického priméru 300 naméfenych hodnot
a distribuci praméra vldken (viz graf 8 a 13-15). Méfeni primért vldken bylo realizovano
softwarem NIS — Element.

Kontrolni nemodifikovany vzorek PCL-K je charakteristicky vys$§imi priméry vlaken
265,71 + 184,91 nm (viz tabulka 9). Vzorek PCL-K obsahuje vldkna s nejvyssi Cetnosti
praméru (¢etnost > 30) v hodnotach 150 — 300 nm.

U PCL nanovlakenné vrstvy implantované C* byla naméfena vyssi Getnost vlaken (> 30)
v rozsahu prumérd 150 — 300 nm, hodnota priméru vlédken je 211,27 + 103,67 nm.
Maximalni hodnota priméru vlaken tohoto vzorku je 1250 nm. Implantaci N* doslo
k posunu distribuce vlaken s vyssi ¢etnosti k hodnotam praméra 200 — 400 nm, pramér
vlaken je 340,32 + 152,15 nm. Tento vzorek obsahuje vlakna az do primért 1200 nm.
Implantaci O* byl rozsah nejéasté&jsich hodnot priméri vlaken posunut do rozmezi 160 —
220 nm, pramér vldken je 212,07 + 122,71 nm.

Charakteristickymi vlastnostmi nemodifikované PCL nanovlakenné vrstvy jsou rozdilné
velikosti praimért vldken. Usporadani neékterych vldken vétsich priimérti ma spiralovity
charakter. Na snimcich ze SEM s vétSim zvétSenim (30 000x) je mozné sledovat preruSeni
nékterych vlaken u vzorkt s implantovanymi O* a N* ionty. Porovnani snimkt ze SEM
ukazuje, Ze implantaci urychlenych iontd O" dochazi ke zmenSeni priméri vlaken
a narovnani pivodné spiralovitych vlaken vysSich primért oproti PCL-K. Povrch
nanovlakenné vrstvy se stava hlad$im. Implantaci urychlenych iontd C* dochazi ke
zmenSeni pramért vlaken, ale zaroven je patrné zvyseni vyskytu neuspoiadanych vlaken.
Tontovou implantaci N dochazi ke zvySeni aritmetického priméru hodnoty priméru
vlaken oproti PCL-K.
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Obrazek 11_PCL nanovlakenné vrstvy modifikované iontovou implantaci. Snimky byly pofizeny na SEM pfi zvétSeni
500x, 3000x a 30 000x.




Chemické sloZeni Kontaktni Doba absorpce £ — potencial
Vzorek povrchu (% at .) hel °) kapky (s) (mV)
C1ls N1s | O1ls
PCL-K 66,04 | 0,85 | 33,11 65+5 1,7+0,7 -51,4+£1,5
C*10%2at/cm? | 73,64 | 0,00 | 26,36 81+15 51,8+8,0 32,4422
N*10%? at/cm? | 74,17 | 0,00 | 25,83 90+6 118,5+8,0 -20,7+£2,4
O*10%at/cm? | 71,17 | 0,00 | 28,83 89+6 381,7+25,9 -373+£24

€) Me¢ieni kontaktniho uhlu a doba absorpce kapky

Charakterizace hydrofilnich vlastnosti povrchu materidlu byla hodnocena na zakladé
vysledk kontaktniho thlu polarni kapaliny (H20). Velikost kontaktniho uhlu je doplnéna
casovym intervalem doby absorpce kapky (viz tabulka 10) o objemu 5 pl. Pro méfeni
kontaktniho uhlu byla pouzita destilovana voda s povrchovym napétim o = 72,75 mN/m
[10, 11].

Kontaktni thel (a) byl naméfen u kontrolniho vzorku PCL-K o = (65 + 5)° s dobou
absorpce kapky (1,7 + 0,7) s. Nejvyssi kontaktni tihel («) byl naméten na vzorku PCL
nanovlakenné vrstvy implantované N* urychlenymi ionty o« = (90 + 6)° s dobou absorpce
(118,5 + 8,0) s. Priblizné stejna hodnota kontaktniho ihlu jako u vzorku implantovaného
N* urychlenymi ionty, byla naméfena u vzorku implantovaného O urychlenymi ionty o
= (89 + 6) °, ale doslo zde k n¢kolika nasobnému zvyseni doby absorpce kapky (381,7 +
25,9) s.

Implantaci urychlenych iontt (C*, N¥, O%) do PCL nanovlakenné vrstvy doslo ke zvySeni
kontaktniho uhlu a prodlouzeni doby absorpce kapky. Vysledky XPS analyzy ukézaly
nariist procentualniho zastoupeni Cls, z ¢ehoz lze odvodit nardst hydrofobnich
povrchovych chemickych skupin obsahujicich uhlik a nasledkem toho se snizila
hydrofilita materialu.

{ — potencial

Me¢fteni  — potencidlu PCL nanovlakennych vrstev probihalo na pfistroji Zetasizer — nano
series (ZS90, Malvern Instruments). { — potencial je méfen za hranici elektrické
dvojvrstvy [53,54]. Hodnoty { — potenciadlu maji vliv na interakci mezi povrchem
polymeru a proteiny nebo polysacharidy.

Z namétenych vysledki (viz tabulka 10) je patrné vyrazné snizeni zdpornych hodnot C —
potencialu u PCL nanovldkennych vzorkii modifikovanych iontovym svazkem
V porovnani s kontrolnim vzorkem PCL-K { = (-51,4) = 1,5 mV. Nejnizsi zapornou
hodnotu { — potencialu vykazuje vzorek implantovany kationty N* { = (-20,7) £ 2,4 mV.
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Vysledky XPS analyzy ukazuji u vzorkit modifikovanych iontovym svazkem absenci N
Is na povrchu materidlu. Z porovnanim vysledkti povrchového ( — potencidlu
a chemického slozeni povrchu PCL nanovldkenného materialu vyplyva, zZe se zvysujicim
se obsahem C 1s a naopak snizujicim se obsahem polarniho O 1s na povrchu materialu
dochdzi ke snizeni zaporné hodnoty povrchového ( — potencidlu. Pro piesngjsi
interpretaci vztahu mezi vysledky XPS analyzy a { — potencialem je nutné znat kromé
procentualniho prvkového zastoupeni i zastoupeni chemickych funkénich skupin
pfitomnych na povrchu nanovldkenného nosice. Tyto vysledky zaroven odpovidaji

zvySenému kontaktnimu thlu testovaci kapaliny H20.

d) Chemicka analyza povrchu

XPS analyza povrchovych chemickych skupin (viz tabulka 10) PCL (s chemickym
vzorcem fO—CH2(CH2)sCH2-C=0}n) nanovlakenného materidlu modifikovaného
iontovym svazkem byla vyhodnocena metodou X-Ray photoemission spectrometry
(XPS). XPS analyzou bylo na povrchu materidlu krom¢ uhliku a kysliku zjiSténo 1 malé
mnozstvi (< 2%) dusiku, drasliku, fosforu a sodiku (viz ptiloha, tabulka 12). U vzorki

modifikovanych iontovym svazkem byla zjisténa absence dusiku.

Pro obé fyzikalni modifikace (plazmatem i iontovym svazkem) byl pouzit stejny
kontrolni vzorek PCL - K s nasledujicim prvkovym slozenim povrchu nanovlakenné
vrstvy: C 1s (63,99 %), N 1s (0,82 %) a O 1s (32,08). Na povrchu PCL nanovlakennych
vzorki modifikovanych urychlenymi ionty (C*, N*, O%) nedochéazelo pii XPS analyze
Kk navyseni procentualniho zastoupeni implantovaného prvku. Procentudlni zména obsahu
implantovanych prvku pti energii 800 keV neni detekovatelna na povrchu, resp. v hloubce
do 10 nm. XPS analyza byla u téchto vzorkl zvolena s cilem porovnat vliv chemického
povrchového slozeni na biokompatibilitu a proliferaci 3T3 fibroblastti. Na povrchu PCL
nanovlakennych vzorkti modifikovanych iontovym svazkem (C*, N*, O") byly XPS
analyzou detekovany dvé hlavni skupiny prvki C 1s a O 1s. Modifikaci PCL
nanovldkennych vrstev iontovym svazkem vSak doSlo zcela k uvolnéni N 1s (0%)
z povrchu materialu. Vyskyt C 1s se pohybuje v rozmezi (71,17 - 74,17 %) a O 1s (25,83
- 28,83 %).

4.2.2 Biologicka charakterizace ristu 3T3 fibroblasti

Biologickd analyza metabolické aktivity a proliferace 3T3 fibroblasti na poly &—
kaprolaktonovych nanovldkennych bunéénych nosi¢ich (PCL-NBN) implantovanych
svazkem urychlenych iontt (C*, N*, O") byla vyhodnocena na zakladé vysledki MTS
testu a dsDNA kvantifikaci. Hodnoty absorbance a fluorescence byly méteny 1., 4., 7.,
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a 11. experimentalni den. Bunky byly osazeny na PCL-NBN v poc¢tu 4000 bun¢k na
jamku. K vyhodnoceni statistické vyznamnosti naméfenych dat byl pouzit software one-
way ANOVA. Signifikantni odchylky (p < 0,05) mezi jednotlivymi méfenimi byly
vyhodnoceny metodou Student-Newman-Keuls.

d) MTS test metabolické aktivity
Vysledné hodnoty MTS testu metabolické aktivity 3T3 fibroblastl osazenych na PCL-
NBN implantovanych iontovym svazkem (viz graf 5) byly vyhodnoceny na zakladé

namefené absorbance tii navzajem nezavislych méteni.
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Graf 5_ MTS test metabolické aktivity 3T3 fibroblasti PCL-NBN modifikovanych iontovym svazkem (C*, N*,
o).

Z vysledku 1. testovaciho dne vyplyva, Ze hodnoty absorbance MTS testu v tomto dnu
nejsou signifikantné (p < 0,05) rozdilné. Tento vysledek ukazuje na rovnomérnou
metabolickou aktivitu 3T3 fibroblastil mezi testovanymi jamkami.

V pribehu 4. testovaciho dne byly namétfeny signifikantn€ nejvyssi hodnoty absorbance
u PCL-K (1,30 + 0,04). U PCL nanovlakenych vzorki modifikovanych iontovym

svazkem nebyly naméteny signifikantni rozdily.

Vysledky ze 7. testovaciho dne ukazuji signifikantné¢ nejvyssi hodnotu metabolické
aktivity u vzorkti implantovanych C* (1,51 + 0,05). Vzorky implantované O* (1,29 + 0,03)
vykazuji signifikantné vys$si metabolickou aktivitu 3T3 fibroblasti nez PCL-K (1,21 +
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0,11) a vzorky s implantované N* (1,10 + 0,02). Absorbance PCL-K je signifikantné vyssi
nez u vzorki implantovanych N* (1,10 + 0,02).

Vw7

uvzorku PCL-K (0,85 + 0,17). Porovnani absorbance u vzorkt implantovanych iontovym

svazkem neni signifikantné rozdilna.

Nameétené hodnoty absorbance u vzorku PCL-K prudce vzrostly v pribéhu 4. dne, ale 7.
a 11. den dochazelo k postupnému poklesu. Metabolicka aktivita 3T3 fibroblasth
proliferujicich na vzorku implantovaném O% dosdhla svého maxima pfi hodnoté
absorbance (1,40 + 0,05) v 11. dnu. Buniky na tomto nosi¢i vykazovaly postupny narast
metabolické aktivity v prib&hu celého obdobi kultivace. Na vzorku implantovaném N
dochazelo k postupnému zvySovani metabolické aktivity v pribéhu celého kultiva¢niho
cyklu. Maximalni hodnota absorbance byla naméfena v 11. dni (1,36 + 0,09).
Nanovlakenny vzorek implantovany C* vykazal nejvyssi hodnotu absorbance (1,51 +
0,05) v 7. dni, v 11. dni zacala metabolicka aktivita klesat.

a) dsDNA kvantifikace

Hmotnost dSDNA 3T3 fibroblastii na PCL-NBN modifikovanych iontovym svazkem (C*,
N*, O") byla méfena (viz graf 6) detekci signalu fluorescenéni sondy PicoGreen (PG)
interkalované do dsDNA. Kvantifikace dsDNA (ng/ml) byla vypocitdna na zaklad¢
kalibracni kiivky stanovené z hodnot dsDNA standardd, jejiz koncentrace je zndma
Z hodnot fedici fady. Pouzitim PG sondy vSak nelze pii kvantifikaci rozlisit dsDNA
zivych a mrtvych bunék, vyslednou hodnotou je tedy soucet celkové dsDNA.

V prubehu 1. dne bunécné kultivace 3T3 fibroblastd na PCL-NBN modifikovanych
iontovym svazkem nebyly patrné signifikantni (p < 0,05) rozdily v hmotnosti dsDNA.
Tento vysledek ukazuje na homogenni nasazeni bun¢k 3T3 fibroblastii v poctu ptiblizné
4000 bungk na jamku.

cvwr

u vzorku modifikovaného N* (1,75 + 0,43 ng/ml).

Nameéifené hodnoty fluorescence PG sondy ukazaly 7. den kultivace opakované
signifikantné nejniz$i hodnotu obsahu dsDNA u vzorku modifikovaného N* (3,74 + 0,86
ng/ml). Naopak signifikantné nejvyssi hodnota byla naméfena u vzorku implantovaného
C* (5,48 + 0,46 ng/ml). Vzorek implantovany O (4,72 + 0,26 ng/ml) byl signifikantné
vyssi nez PCL-K (4,23 £ 0,51 ng/ml).
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Graf 6_Kvantifikace DNA 3T3 fibroblastti na PCL-NBN modifikovanych iontovym svazkem (C*, N*, O*).

11. den maji signifikantné nejvyssi hodnotu metabolické aktivity 3T3 fibroblasty
proliferujici na vzorcich implantovanych C* (6,50 + 0,2 ng/ml) a N* (6,49 + 0,10 ng/ml).
Mezi témito dvéma vzorky neni signifikantni rozdil. Vzorek PCL-K (5,28 + 0,09 ng/ml)

v

U vSech vzorkil, kromé vzorku modifikovaného svazkem N* iontii, dochazelo po celou
dobu jedenéacti denni kultivace k plynulému narastu bunécné dsDNA. Maximalni hodnoty

fluorescence byla naméfena 11. den na vzorcich modifikovanych implantaci C* a N*.

a) Bunécéna viabilita
Pfimou zavislosti mezi metabolickou aktivitou bunék a hmotnosti dSDNA (viz graf 7) je

ur¢ena bunécna viabilita neboli aktivita bunék.
V 1. testovacim dnu nebyly naméteny signifikantn€ vyznamné rozdily.

Ve 4. testovacim dnu byla stanovena signifikantné vyssi hodnota viability u vzorku
implantovaném N* (0,60 + 0,16 abs/ng dsDNA) a PCL-K (0,55 + 0,13 abs/ng dsDNA)
oproti vzorku s modifikaci O* (0,45 + 0,10 abs/ng dsDNA).

V 7. testovacim dni byla signifikantné nejvySs$i hodnota bunécéné viability u vzorku
s implantovanymi N* ionty. Bunééna viabilita vzorkti PCL-K (0,29 + 0,04 abs/ng dsDNA)
a vzorku s implantovanymi O (0,23 + 0,02 abs/ng dsDNA) je signifikantn& vyssi nez u
vzorku s implantovanymi C* (0,32 + 0,02 abs/ng dsDNA).

v

PCL-K (0,16 + 0,03 abs/ng dsDNA). Mezi ostatnimi vzorky neni signifikantni rozdil.
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Bunécéna viabilita 3T3 fibroblastii osazenych na PCL-NBN modifikovanych svazkem
urychlenych iontd ukazuje vyrazny narast metabolické aktivity oproti bunééné
proliferaci. V 7. a 11. testovacim dnu dochéazi naopak ke zvySeni bunécné proliferace.

Bunécna viabilita
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Graf 7_Bunécna viabilita 3T3 fibroblastt na PCL-NBN modifikovanych iontovym svazkem (C*, N*, O%).
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4.2.3 Konfokalni mikroskop

Vizualizace prub¢hu kultivace 3T3 fibroblastd (viz obrazek 12-15) na PCL-NBN

modifikovanych iontovym svazkem byla realizovana konfokalnim mikroskopem (FV10i,

Olympus). 3T3 fibroblasty byly barveny fluorescen¢nimi barvivy DiOC 6 (3)
a Propidium lodid.

Obrazek 12_PCL - kontrolni vzorek: Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 7. a 11. den kultivace. Barveni:
Propidium lodid a Dioc 6 (3)

Snimky 3T3 fibroblastt adherujicich na PCL-NBN (PCL-K) v 1. dni prokazuji aspésné
nasazeni a zaroven ukazuji tendenci k tvorbé bunéénych shlukd na povrchu vldkenného
nosice. Tato tendence se dale projevuje i ve 4. dni, ale za zvySené hmotnosti dsDNA. 11.
den kultivace bunky proliferuji na poloviné PCL-NBN. V prubéhu celého kultivaéniho
obdobi dochazi u vzorku PCL-K k rovnomérnému nartistu hmotnosti dsDNA.
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Obrazek 13_C* 10712: Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 7. a 11. den kultivace. Barveni: Propidium lodid
a Dioc 6 (3)

V 1. dni bylo u tohoto vzorku PCL-NBN s implantovanymi C* potvrzeno sp&sné
nasazeni 3T3 fibroblastti. Buitky maji jiz v prvnim dni dobfe viditelna jadra. 7. den
kultivace dochazi k vyraznému narist hmotnosti dSDNA (viz graf 6), bunky pokryvaji
ptiblizné polovinu buné¢ného nosice. V pribéhu 11. dne byl na PCL-NBN vytvoien
bunécny shluk pokryvajici témef ctvrtinu bunééného nosice.
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Obrazek 14_N* 10712: Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 7. a 11. den kultivace. Barveni: Propidium lodid
a Dioc 6 (3)

PCL-NBN modifikovany implantaci N* vykazuje na snimku z 1. dne pomé&rné nizky pocet
nepiili§ rovnomérné rozmisténych bunék. V 7. dni dochazi k naristu hmotnosti bunééné
dsDNA, bunécnd jadra maji deformovany tvar. Na povrchu PCL-NBN jsou tvoieny
koncentrované buné¢né shluky. V 11. dnu dochazi k tvorbé konfluentni vrstvy na povrchu
témet celého bunééného nosice. V tomto dni bylo dosaZzeno vyrazného navySeni
hmotnosti dsSDNA 3T3 fibroblastii.
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Obrazek 15_0* 10712: Snimky z konfokalniho mikroskopu 1., 7. a 11. den kultivace. Barveni: Propidium lodid
a Dioc 6 (3)

PCL-NBN modifikovany implantaci O na snimku z 1. dne potvrzuje nasazeni 3T3
fibroblastl. JiZ prvni den dochazi k pomérné ztetelné vizualizaci bunécnych jader. V 7.
kultivacnim dni dochdzi k vyraznému navySeni hmotnosti dsDNA. Bunky tvofi na
nanovladkenném nosi¢i nékolik vétSich agregathi, netvoii tedy rovnomérnou konfluentni
vrstvu. 11. den dochazi k pomérné rovnomérné proliferaci 3T3 fibroblasti po celém
povrchu PCL-NBN. Hmotnost dsDNA vykazuje v prubéhu celého kultiva¢niho obdobi
rovnomeérny narust.
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5 Diskuse vysledkt

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat vliv modifikace netermalnim plazmatem
(RF doutnavym vybojem v N2 a Oy) a implantaci iontovym svazkem (C*, N*, O*) na
povrch poly-g-kaprolaktonovych (PCL) nanovlakennych vrstev. PCL je biodegradabilni,
hydrofobni polyester vyznacujici se vynikajici biokompatibilitou, dlouhodobou
degradaci (v fadu né€kolika mésict az let) a velmi dobrymi mechanickymi vlastnostmi
[98,99,100]. Hydrofobni vlastnosti polyesterti a jejich nizka povrchova energie vedou ke
Spatné bunécné adhezi, rozvinuti a proliferaci. Proto je obvykle nutné modifikovat povrch
téchto materiali a priblizit se tak vlastnostem pfirodni extracelularni matrix, abychom

dosahli zvyseni bunééné adheze [101].

Povrchovd modifikace biomateriald mutze byt provedena nékolika fyzikalnimi
technologiemi zahrnujicimi napiiklad netermalni plazmatickou modifikaci, elektronovy
svazek, iontovy svazek, UV-, X-, y- zafeni. U¢inkem t&chto fyzikalnich modifika¢nich
technologii je aktivace povrchovou za Ucelem zvySeni obsahu polarnich chemickych

skupin, modifikace povrchového naboje a zvySeni volné povrchové energie [101,51].

Netermalni plazmatickda modifikace je jednou z efektivnich metod modifikace
povrchovych vlastnosti PCL neovlivilgjici cely objem materialu [51,52,102]. Vysledek
funkcionalizace polymerniho povrchu plazmatem je ovlivnén volbou plynného prostredi
(Ar, N2, Oz, H20O, CO2, NHz) [103]. Napiiklad modifikace plazmatickym vybojem
v atmosféfe kysliku, uhliku nebo oxidu uhli¢itém zplsobuje zvySeni karboxylovych
a hydroxylovych chemickych skupin na povrchu PCL [104]. Plynné prostiedi
plazmatického vyboje obsahujici amoniak nebo dusik zvySuje obsah aminovych skupin
[105].

V diplomové praci byl k plazmatické modifikaci vyuzivan RF doutnavy vyboj buzeny
Vv prostiedi Oz a N2. XPS analyza prvkového sloZeni povrchu PCL nanovlakennych vrstev
prokazuje zvySeni obsahu daného prvku v zavislosti na plynu, kterym byl povrch
modifikovan [52,102]. Prvkové slozeni PCL-K (C 1s 66,04%, N 1s 0,85%, O 1s 33,11%)
ukazuje nejvyssi procentudlni zastoupeni C 1s oproti plazmaticky modifikovanym
vzorkiim coz odpovida vysledkim prace Martins, et al. [52], Valence et al. [83].
Nedochazi tedy ke karbonizaci povrchu. Plazmaticka modifikace v N> a O atmosféte
ukazuje vyrazné zvysSeni téchto prvkii a zaroven zavislost na pouzitém napéti. Se
zvySuyjicim se zapornym napétim dochazi ke snizeni obsahu daného prvku, ktery je
obsaZen v plynné fazi v komote se zapalenym RF doutnavym vybojem.

Z vysledkt (viz tabulka 6) vyplyva, ze vlivem modifikace RF doutnavym vybojem
dochazi ke zvyseni ploSné hmotnosti, zplisobenému zvySenim hydrofilnich chemickych

skupin na povrchu materidlu a tim 1 zvySené sorpci vzdusné vlhkosti materidlu. Se
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zvySenim zaporného napéti zaroven dochéazi ke snizeni tloustky nanovlakenného
materidlu. Vlivem plazmatické modifikace dochazi ke snizeni velikosti priméra vlaken,
které je patrnéj$i u N2 plazmatické modifikace. Vysledky vlivu plazmatické modifikace
na prumér vldken vychdzi z porovnani snimki ze SEM. Naméiené hodnoty primért
vlaken jsou uvedeny v tabulce 6, potvrzeni téchto hodnot je patrné z grafu distribuce
vlaken (viz pfiloha A, graf 8-12).

Zvysenim obsahu polarnich chemickych skupin na povrchu polymeru dochazi ke zvySeni
hydrofility, které mtze byt charakterizovano kontaktnim tthlem H20 nebo hodnotou (-
potencialu. Kontaktni thel u PCL-K nanovlakennych buné¢nych nosi¢t (bez modifikace)
testovanych v této diplomové praci byl charakterizovan primérnou hodnotou (65 + 5)°
(viz tabulka 7). Naopak povrchy plazmaticky modifikovanych nosicti v Oz a N2 atmosfére
se stavaji vyrazné hydrofilngj$imi podobné, jako tomu bylo u vysledkt Bak, et al. [106]
a de Valence et al. [83]. Jokinen et al. [82] dale potvrdili, Ze plazmaticky vyboj plisobici
v O2 atmosféie zpusobuje intenzivnéj$i narast polarnich skupin na povrchu materialu, nez
je tomu u N2. Edlund, et al. [107] potvrzuje, ze nizky kontaktni uhel vede ke snizeni
proteinové adsorpce. Naopak velmi vysoky kontaktni uhel povrchu s nizkou povrchovou
energii se projevuje méné cCetnymi mezibunéénymi spoji a vlivem dominantnich
hydrofobnich interakci s povrchem nosi¢e mtize dochazet az k denaturaci proteinti [107].
Podle vysledkit dsDNA kvantifikace na PCL bunéénych nosicich (viz graf 3) dochazi ke

snizené proliferaci u vzorkil s nejniz§imi a nejvyssimi kontaktnimi thly.

Plazmaticka modifikace za ucelem zvySeni obsahu polarnich, resp. hydrofilnich
chemickych skupin na povrchu materidlu ma za nésledek zvySeni hodnoty {-potenciélu,
ktery je zavisly na n€kolika faktorech jako je napt. povrchova morfologie, chemické
sloZzeni a polarita polymerniho povrchu [101]. Byl potvrzen ptedpoklad vyrazného
sniZeni zdporné hodnoty, resp. zvyseni, {-potencidlu vlivem plazmatické modifikace (viz
nejvyssi zapornd hodnota C-potencidlu (-51,4 = 1,5 mV) a zaroven nejvyssi kontaktni
uhel. Nékteré vysledky kontaktniho thlu a {-potencidlu nejsou v piimé korelaci, coz

ukazuje na vyraznéjsi vliv povrchové drsnosti materialu oproti chemickému slozeni.

Zvyseni biokompatibility a bunééné proliferace na plazmaticky modifikovanych PCL
nanovlakennych bunéénych nosicich bylo prokazano testy metabolické aktivity a dsDNA
kvantifikace (viz graf 2 a 3) liniovych bun¢k 3T3 fibroblastt 1., 4., 7., a 11. den kultivace.
V obou pfipadech je uveden signifikantni (p < 0,05) narGst biokompatibility
u plazmaticky modifikovanych vzorku, tyto vysledky potvrzuje i de Valence et al. [83].
Nejvyssi hodnoty hmotnosti dsDNA jsou uvedeny u bunécénych nosici Oz (-100V).
Biokompatibilita byla déale prokdzana na snimcich z konfokalniho mikroskopu, kdy
dochdzelo v pribéhu 7. az 11. ke tvorb¢ konfluentni bunétné vrstvy na povrchu
bunééného nosice. Vysledky tedy dokazuji, ze plazmaticka modifikace v prostiedi Oz
a N2 je vhodnou modifika¢ni metodou pro zvyseni bunééné proliferace PCL-NBN.
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Ke zlepSeni bunééné adheze a biokompatibility nanovldkenného nosi¢e se kromé
plazmatické modifikace a jinych fyzikalnich metod pouziva také implantace
energetickymi iontovymi svazky. Pro biologické aplikace se pouZivaji ionty O, N*,
halogent a netoxickych uslechtilych kovi (napt. Ti, Au). V zéavislosti na molekulové
hmotnosti a energii zistavaji implantované ionty v polymerni vrstvé nebo ji opousti ihned
po implantaci. Iontova implantace vede ke $tépeni C-C a C-H vazeb, ¢imz dochazi
k odstépeni makromolekul a dehydrogenaci. V prubéhu polymerni dehydrogenace
dochazi k navySeni obsahu uhliku, neboli karbonizaci [48,108]. Implantace iontovym
svazkem lze pouzit k modifikaci silnych vrstev, nejedna se tedy pouze o povrchovou
modifikaci. Hlavnimi vyhodami této modifikacni metody je velmi dobra regulovatelnost
procesu a vysoka reprodukovatelnost ve srovnani s ostatnimi fyzikalnimi modifikacemi
jako napt. UV zafeni, elektronovy svazek a plazmaticka modifikace [109]. Naopak

nevyhodou je pomérné vysokd ekonomické narocnost.

Chemické slozeni povrchu vzorkli modifikovanych iontovou implantaci se vyznacuje
absenci dusiku. Podobné jako v praci Marlett et al. 2005 [110] doslo k rozdéleni
prvkového slozeni povrchu PCL do dvou vyraznych skupin obsahujicich O 1s a C 1s,
pti¢emz po implantaci iontovym svazkem dochazi ke zvysSeni obsahu C 1s oproti O 1s.
Modifikaci svazkem urychlenych iont dochézi k vyrazné karbonizaci povrchu polymeru
[48,108,110]. Vysledky dsDNA kvantifikace (viz graf 6) ukazuji v 11. dni vyrazné vyssi
proliferaci 3T3 fibroblastl u PCL nanovldkennych vzorkii modifikovanych iontovym
svazkem. Z porovnani vysledkd v jednotlivych dnech lze usoudit, Ze zvySeni bunééné
proliferace zavisi na procentudlnim zastoupeni C Is na povrchu materidlu. Iontova
implantace byla provedena pfi energii 800 keV, disledkem této vysoké energie nelze
analyzovat atomarni sloZzeni implantovaného prvku na povrchu materidlu detekovatelném
XPS. Implantované ionty se nachazi ve vétSich hloubkach nez 10 nm. Lze vSak velmi
dobfte analyzovat karbonizaci povrchu, ktera se u iontoveé implantovanych vzorkt vyrazné
projevila. Plosna hmotnost PCL nanovlakenného materidlu modifikovaného iontovym
svazkem neprochdzi tak vyraznymi zménami, jako u plazmaticky modifikovanych
vzorkll. Vzorky modifikované svazkem urychlenych iontd prokazaly odpovidajici
zavislosti mezi tlouStkou materidlu a ploSnou hmotnosti (viz tabulka 9). Primér vlaken
vzhledem k vysokym smérodatnym odchylkam neprochézi vyraznymi zménami, kromé
PCL nanovlakenného vzorku implantovaného N*, kde je nardst priméra vlaken potvrzen
I z grafu distribuce priméri vlaken (viz ptiloha A, graf 14). Rozdil mezi morfologickymi
vlastnostmi nanovlakenné vrstvy je dale patrny ze snimkti SEM (obrazek 11).

Hodnoty namétenych kontaktnich thla a doba absorpce kapky u nanovlakennych vzorkt
implantovanych iontovym svazkem, mély vyrazné zvySujici se tendenci (80 — 90°) oproti
kontaktnimu thlu naméfenému na nemodifikovanych vzorcich PCL-K (65 + 5)° (viz
tabulka 10). ZvySeni kontaktniho thlu vlivem 1ontové implantace a vyrazné prodlouzeni
doby absorpce kapky (viz tabulka 10) je pravdépodobné zptisobeno snizenim povrchové
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drsnosti zptisoben¢ iontovou implantaci podobné¢ jako v praci Marletta et al. 2005 [110].
Jisty vliv ma zaroven sniZeni prvkového zastoupeni O 1s a celkova absence dusiku, coz
ukazuje na snizeni polarnich skupin na povrchu materidlu. C-potencial PCL
nanovlakenného materidlu modifikovaného implantaci iontovym svazkem dosahl
vyrazného zvySeni, resp. snizeni zapornych hodnot u modifikovanych vzorki.
Z porovnanim vysledkt povrchového € — potencialu a chemického slozeni povrchu PCL
nanovlakenného materialu vyplyva, Ze se zvySujicim se obsahem C 1s na povrchu
materialu dochazi ke snizeni zaporné hodnoty povrchového { — potencialu. Tento
vysledek muze potvrdit zavislost povrchového { — potencialu na vyskytu COO™ skupin
(Manso, et al.) [91]. Na povrchu polymerniho materidlu nemizeme z divodu
dehydrogenace vlivem iontového svazku ocekavat vyznamné mnozstvi napt. CHz skupin
ani jinych chemickych skupin obsahujici vodik.

PCL nanovlakenné vzorky modifikované iontovym svazkem prokazaly signifikantni (p <
0,05) zvyseni biokompatibility zvySenim hmotnosti dsSDNA i metabolické aktivity 3T3
fibroblasti (viz graf 6 a 7) v prubé¢hu 11. dne. Vysledky zvySeni biokompatibility
polymernich vzorkti modifikovanych iontovym svazkem byly potvrzeny skupinami
Marletta et al. [110], Manso, et al.[91], Yotoriyama, et al. [94], Tanaka, et al. [109,111],
Roc¢kova-Hlavacova, et al. [112], Svoréik et al. [108]. Nejvyssi narist dsSDNA byl
prokazan v 11. dni u vzorkd modifikovanych C* a N*. Postupné zvySeni poctu bunék
v prubéhu kultivace je patrné i na snimcich z konfokalniho mikroskopu. U iontove
implantovanych PCL nanovlakennych bunéénych nosi¢t doslo k tvorbé konfluentni

vrstvy na povrchu celého nosice v pribéhu 11. den jen u vzorkl implantovanych N* a O*.

Vysledky experimentalni ¢asti diplomoveé prace prokazuji ptiznivy vliv obou testovanych
fyzikélnich modifikaci na metabolickou aktivitu a proliferaci mySich 3T3 fibroblastd.
Vysledky plazmaticky modifikovanych vzorkd (RF doutnavy vyboje v prostiedi N2 a O2)
prokézaly vyrazné zvySeni polarnich chemickych skupin na povrchu materilu. Vlivem
této modifikace doSlo k prokazatelnému zvySeni bunééné proliferace oproti
nemodifikovanému kontrolnimu vzorku PCL-K. Implantaci svazkem urychlenych iontt
(C*, N*, O") byly zvyseny naopak hydrofobni vlastnosti povrchu, ale zlstal zachovan
trend zvySené bunécné proliferace a metabolické aktivity oproti PCL-K. Vysledky XPS
analyzy ukazaly u iontov€ implantovanych vzorktli snizeny obsah chemickych polarnich
skupin a ¢asteénou karbonizaci povrchu. K nejvétsimu zvyseni bunééné proliferace 3T3
fibroblast doslo u obou typti modifikovanych vzorku v priabéhu 7. a 11. dne kultivace.
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6 Zaver

Cilem této diplomové prace bylo ovéteni biokompatibility a analyza materialovych zmén
fyzikéalné modifikovanych poly-e—kaprolaktonovych nanovlakennych bunécnych nosict
(PCL-NBN). Tyto nosi¢e byly modifikovany netermalnim plazmatem (RF doutnavym
vybojem v Oz, N2) a implantaci iontovym svazkem (O*, N*, C*).

Ob¢ fyzikalni metody byly Gspésné pouzity pro modifikaci PCL vzorka. Z vysledku
provedenych experimentti doslo k potvrzeni zakladnich piedpokladi vlivu na zménu
materialovych vlastnosti. Plazmatickou modifikaci PCL nanovlakennych vrstev byl
vyznamné snizen kontaktni tthel (H20), oproti kontrolnimu vzorku (PCL-K). lontovou
implantaci doslo naopak ke zvySeni hydrofobnich vlastnosti oproti PCL-K. Testy
biokompatibility neprokazaly velmi vyrazné zvySeni proliferace 3T3 fibroblasti, ale
pramérné vysledky u modifikovanych vzork dokazuji vzdy signifikantni (p < 0,05)
nartist bunéfné proliferace a metabolické aktivity 3T3 fibroblasti u fyzikdlné

modifikovanych vzork.

Zavérem této diplomové prace muze byt doporuceni pro ovéteni vlivu implantace
iontovym svazkem o riizné $kdle energii a riznymi druhy implantovanych iont. Tato
modifikace nanovldkennych materiali v soucasné dobé teprve zalind prochazet
védeckym vyzkumem. Jednd se proto o pomérné¢ neznamou oblast, ktera miize
vV budoucnu nabidnout velmi zajimavé vysledky. Implantacnimi metodami Ize ovlivnit
nékteré vlastnosti, jako je napiiklad: degradace, sitovani polymerd, zvyseni elektrické
vodivosti a jiné.

Obe¢ pouzité fyzikalni modifikace umoznuji tzv. vzorovani, neboli modifikaci povrchu ve
specifickém tvaru, ve kterém je pozadovana zvySena bunécéna adheze. Tuto moznost je
mozné pouzit u bun€k (napf. neurony) vyzadujicich rast orientovany do velmi uzkych

linii.

Dobré mechanické vlastnosti PCL, které nebyly pouzitymi fyzikalnimi modifikacemi
njjak vyrazné naruSeny, nabizeji potencidlni praktické vyuziti takto modifikovanych
PCL-NBN v oblasti krytti ran, kde je mozné vyhodné vyuzit jednostranné modifikace
nanovlakenného materidlu [113,114]. Dale mohou byt tyto bunéné nosice pouzity
k 1é¢bé hernie [115]. Pro tento piipad biomedicinské aplikace je mozné vyrobit
nanovlakenny material s odliSnym druhem modifikace na obou stranach nanovldkenné
VIstvy.
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Seznam terminu a zkratek

3T3 fibroblasty Transferovana bunééna linie embrionalnich mysich fibroblasta
dosahujicich po 3 denni kultivaci po¢tu 3-10° bunék na 20 cm?.

abs Absorbance

ATB Antibiotika

DiOC 6 (3) 3,3'-dihexyloxacarbocyanin jodid

DMEM Dulbecco’s modified eagle” medium

DNA Deoxyribonukleonova kyselina

dsDNA Dvou fetézcova deoxyribonukleonova kyselina
ECM Extracelularni matrix

EDTA Etylendiamid tetraoctova kyselina

FBS Fetélni bovinni sérum

FDA Food and Drug Administration

MTS Mitochondrial targeting sequence

PBS Fosfatovy pufr

PCL Poly-g-kaprolakton

PLA Kyselina polymlécna

PMMA Polymethylmethakrylat

PGA Kyselina polyglykolova

PCL-NBN Poly(e—kaprolaktonové) nanovldkenné bunécné nosice
PG Pico Green

Pl Propidium lodid

RF Radiofrekvencni

RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie

SSDNA Jedno fetézcova deoxyribonukleonova kyselina
Tris Tris (hydroxymethyl) aminometan

XPS Rentgenova fotoelektronova spektroskopie
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Graf 11_Distribuce cetnosti primért vidken vzorku N, (-100V).
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Graf 12_Distribuce éetnosti primért vliaken vzorku N, (-200V).
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Graf 13_Distribuce éetnosti priimért vlaken vzorku implantovaného C*.
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PCL_N*(10%? at/cm?, 800 KeV)

80
70
60
50
40
30
20
10

(-)

Cetnost

50

200 ———

250 I——
300 I
350 IEE—

400 IEEE——

450 .

500 =

100 |
150 1
550 .
600 m
650 m
700 |

Prameér vlakna (nm)

Graf 14_ Distribuce ¢etnosti priméria vliaken vzorku implantovaného N*.
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Graf 15_Distribuce cetnosti prtiimért viaken vzorku implantovaného O+.
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Ptiloha B: Atomarni koncentrace prvka (XPS)

Tabulka 11 _Tabulka atomarni koncentrace prvkového slozeni povrchu PCL nanovlakenného materialu po
plazmatické modifikaci ve srovnani S nemodifikovanym materialem.

XPS — atomarni koncentrace prvki (%)
Cls K2p N 1s O 1s P2p
PCL kontrola 63,99 1,21 0,82 32,08 1,89
02(-100V) 53,01 3,75 0,23 39,03 3,97
02(-200V) 57,91 0,87 1,11 37,79 2,31
N2 (-100V) 58,12 2,08 2,81 34,14 2,83
N2 (-200V) 63,25 0,85 4,49 29,28 2,13

Tabulka 12_Tabulka atomarni koncentrace prvkového sloZeni povrchu PCL nanovlakenného materialu po
iontové implantaci ve srovnani s nemodifikovanym materidlem.

XPS — atomarni koncentrace prvki (%)
Cls K 2p N 1s O 1s P2p Na 1s
PCL kontrola 63,99 1,21 0,82 32,08 1,89 0
C* 10*2 at/cm? 800 keV 72.9 0.3 0 26.1 0.7 0,5
N* 10%? at/cm? 800 keV 73.8 0.2 0 25.7 0.3 0,1
O*10'? at/cm? 800 keV 70.1 0.1 0 28.4 0.9 0
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