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Anotace

Tato préce popisuje vyrobu, testovani a charakterizaci biodegradabilnich
scaffoldi pro kostni tkané, které maji piesné poméry zastoupeni mikrovlaken tvoiené
technologii melt blown a nanovldken tvofené technologii elektrického zvladknovani.
V experimentu byly vyrobeny tii druhy materiald o stejné plosné hmotnosti
a s rozdilnym zastoupenim nano a mikro vlaken. Veskeré materialy byly vyrobeny
z polykaprolaktonu. Vsechny materialy se vyznaCovaly optimalni porézni strukturou
pro bunéénou proliferaci a materialy s vy$§im obsahem nanovlaken prokazovaly dobré
mechanické vlastnosti. Dilezité strukturni vlastnosti a homogenita kazdého materialu
byla analyzovana pomoci elektronového mikroskopu a obrazové analyzy. Vliv rizného
poméru nano a mikrovldken ve struktufe na adhezi a proliferaci bun¢k osteoblastii byl

posuzovan na zakladé in - vitro testovani.
Annotation

The paper describes the production process, testing and characterization of
biodegradable scaffolds for bone tissue, which have the exact ratio of representation of
microfibres formed by the melt blown technology and nanofibres formed by electric
fiber spinning. Three kinds of materials with the same square weight and different
representation of nanofibres and microfibres were produced in the experiment. All of
the materials were made out of polycaprolactone. The materials were characterized by
optimal porous structure for cellular poliferation and materials with higher content of
nanofibres indicated good mechanical attributes. The important structural attributes and
homogeneity of each material was analysed using the electron microscope and pictorial
analysis. The influence of various ratio of nanofibres and microfibres in the structure on
adhesion and poliferation of osteoblastic cells was evaluated on the basis of the in -

vitro testing.
Kli¢ova slova:

melt blown, elektrické zvldknovani, scaffold, nanovldkna, tkdnové inzenyrstvi,

polykaprolakton
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Seznam pouzitych symboli a zkratek)

kV kilovolt

ul objemova jednotka; mikrolitr; dle SI 1x107°1
mm délkova jednotka; milimetr; dle SI 1x10°m
um délkova jednotka; mikrometr; dle SI 1x10°m
nm délkova jednotka; nanometr; dle SI 1x10° m
g hmotnostni jednotka; gram; dle SI 1x10° kg
PCL polykaprolakton

PLA kyselina polyglykolova

PVB polyvinilbutyral

PVDF polyvinyliden fluorid

DMAC dimethylacetamid

SEM skenovaci elektronovy mikroskop

FM fluorescen¢ni mikroskop

ELS elektrostatické zvlaknovani

3D struktura v tfech dimenzich X x Y x Z

°C stupen celsia

Mn hmotnostné pocetni molekulovd hmotnost
Mh molekulova hmotnost

Mol latkové mnotstvi

Pa tlak [N/m]

f frekvence [ot./min]
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1 Uvod

Budoucnosti ve vyvoji v oblasti regenerativni mediciny kostni tkané jsou
objemové tkanové nosice, jez jsou tvoieny biodegradabilnimi materialy. Vyvoj téchto
tkanovych nosi¢i zaznamenal v poslednich letech velky progres a objevilo se mnoho
védeckych praci zabyvajicich se touto tématikou. Hlavni vyhodou oproti kostnim
nahradam z nebiodegradabilnich materialti, jako jsou naptiklad materidly na bazi
titanovych nebo sklokeramickych implantatd, je vyrazné snizeni nebo Uplné odstranéni
rizika spojeného s imunitni reakci systému pacienta. Toho je docileno vyuzitim
materiall, které se v téle bézné vyskytuji (kolagen, kyselina hyaluronova) a zaroven
jsou biodegradabilni. Diky této vlastnosti dochazi v téle pacienta k postupnému

rozpadani scaffoldu a jeho nahrazeni novou tkani.

Cilem diplomové prace je optimalizovat vyrobni proces kombinujici technologie
melt blown a elektrické zvlaknovani ve vztahu k tvorbé tkanovych nosic¢i s rozdilnym
zastoupenim nano a mikrovlaken tvotfenych z biodegradabilniho materialu. Dal§im
cilem je pomoci obrazové analyzy zjistit odlisné zastoupeni nano a mikrovlaken ve
struktufe vyrobenych materialt, dale proveést biologické testovani, které posuzuje
adhezi a proliferaci bunék na vyrobenych tkanovych nosi¢ich ve vztahu
k rozdilnému zastoupeni nano a mikrovlaken v jejich struktufe. Poslednim cilem je
posouzeni vhodnosti vytvofenych materiali pro vyuziti v regenerativni mediciné se

zameéfenim na kostni tkané.

Teoreticka ¢ast prace je vénovana popisu technologii melt blown a elektrického
zvlaknovani a popisu metod pro hodnoceni strukturnich a biologickych vlastnosti. Dale
je popsana morfologie kostni tkané, zakladni principy tkanového inzenyrstvi a posledni
kapitola je vé€novana tkanovym nosi¢im. Experimentalni ¢ast obsahuje popis vyroby
tkanovych nosici a nésledného in vitro testovani. Soucasti této pasaze je popis
optimalizace vyroby, piiprava scaffoldi, hodnoceni strukturnich a biologickych

vlastnosti vytvofenych materialu.
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2 TEORETICKA CAST

Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat vyrobni proces kombinujici melt
blown a elektrické zvlaknovani, nasledné¢ vytvofit biodegradabilni polymerni vlakenné
vrstvy, které by méli rozdilné zastoupeni pomérti nano a mirkovlaken ve své strukture.
Dalsim cilem bylo analyzovat strukturni a biologické vlastnosti takto vytvofenych
materidlil a na zaklad¢ analyzy pak urcit vhodnost vytvofenych materidlti pro vyuziti
Vv regenerativni medicin€ jako tkanovy nosi¢. Proto se teoretickd ¢ast bude vénovat
popisu vybranych technologii tvorby polymernich vlakennych vrstev. Budou piiblizeny
metody pro hodnoceni strukturnich a biologickych vlastnosti. Dale bude popsana
morfologie kostni tkané a zakladni principy tkanového inzenyrstvi. Zavérecna kapitola

bude vénovana tkanovym nosic¢iim.

2.1 Melt blown

V této kapitole bude pfiblizena jedna z technologii tvorby vldkennych vrstev
z polymerni taveniny. Jak uz z nazvu vyplyva, jednd se o metodu melt blown.
Z anglického piekladu do ¢estiny mizeme odvodit zakladni principy této metody, a to

melt = tavit a blown = foukat [1].

Typicky primér vyrobenych vlaken technologii melt blown se pohybuje mezi
2-4 um. Diky variabilité procesu lze vyrabét vldkna o daleko vétsich pramérech a to 10-
15 pm nebo naopak mensich, kdy mohou vldkna dosahovat priméru pouze 0,1 pm.

Vyrobena vlakna se vyznacuji velkym mérnym povrchem a jsou nahodné orientovana
[1].

V soucasné dobé nachazeji takto vyrobené textilie uplatnéni piredevsim
v prumyslu jako ochranné odévy, filtry nebo jako primyslové sorbenty pro zachytavani
ropnych latek. Dale pak ve zdravotnictvi, kde se jedna napiiklad o jednorazové odévy,

rousky a lozni pradlo [1].

2.1.1 Historie

Prvni vyroba mikrovlaken je spojena s rokem 1939 a jménem F. Carlton.
Carlton piedstavil spray gun jako proces, ve kterém se textilie formuje do tvaru
mikrovéken. Pocatkem roku 1940 americka spole¢nost American Viscose zkoumala

vyrobu mikrovlaken pomoci spray spinning technologie navrzené Carltonem a roku
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1950 postavila poloprovoz na vyrobu mikrovldken. Zaroven s timto vyzkumem
zkoumala spole¢nost Down Chemical Company moznost tvorby mikrovldken
z polystyrenu. V poloviné roku 1960 dalsi americka spole¢nost Chemstrad Company
takeé pracovala na vyvoji technologie spray spinning s moznosti vyuziti této technologie
pfi vyrobé¢ filtrd. Vzhledem k tomu, Ze American Viscose nikdy nepfedstavila zadny
vefejny produkt, spole¢nost Down Chemical Company nevidéla zadny potencial ve
vyzkumu vyroby mikrovlaken z polystyrenu a vliv spole¢nosti Chemstrad Company na

trhu v oblasti filtraci nebyl dostate¢né velky, byl vyzkum vsech tii spole¢nosti pferusen
[2].

Pocatkem roku 1950 americkda armada zahajila vyzkum vyuziti produktu
z mikrovlaken na sbirani radioaktivnich ¢astic v hornich ¢astech atmosféry. V poloviné

téhoz roku védecky tym V. A. Wenteho zaznamenal prvni uspé$ny pokus pii vyrobé

mikrovlaken. Tymu se podatilo vytvotit vlakna o praméru 10 um [2].

V roce 1960 americkd spolecnost Esso Research and Engineering Company
(nyni ExxonMobile Corp.) navazala na Wenteho projekt. Pod zastitou této firmy vedl
dalsi vyvoj R. Buntin a D. Lohkamp, kterym se o pét let pozdéji podatilo patentovat

prototyp zatizeni pro primyslovou vyrobu mikrovlaken [2].

Roku 1970 firma Exxon prodala licenci na vyrobu mikrovlaken a umoznila tim
vznik firem jako napiiklad Johnson and Johnson, Kymberley-Clark, WEb Dynamics,
Ergon Nonwoven a sama pokracovala s vyvojem postupu vyroby mikrovldken. V roce
1983 se Exxon spojil s University of Tennessee. Vznikla spoluprace se ukazala jako
velmi prospésna a firma do roku 2000 vyvinula a patentovala vétsinu vyrobnich

technologii systému melt blown [1].

Prvni vyrobni linka se u nés objevila roku 1992 a vlastnila ji mélnicka firma
Ecotherm. V soucasné dobé je na svéte pies 80 vyrobnich linek a jejich produkce je vice

nez 60 tisic tun za rok [1].

2.1.2 Popis technologie melt-blown

Jak jiz bylo zminéno v tvodu této kapitoly, jedna se o proces, pii kterém
dochazi k taveni polymeru a naslednému foukani vzniklé taveniny na kolektor, kde

dochéazi k tvorb¢ vlakenné vrstvy (Obrazek 1).
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nasypka
P sitovy kolektor

tavny zubové

. zvlaknovaci oyt
extrudér ¢erpadlo L
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rozvod horkého
vzduchu
TAVEN| DAVKOVANI FORMOVANI SBER NAVIN

VLAKEN
Obrazek 1:Schéma melt-blown zarizeni [45]

Prvni fazi procesu je taveni polymeru v extrudéru. Jedna se o vyhiivany valec,
jehoz hlavni funkei je roztavit polymer, ktery je vétSinou na pocatku ve formé granuli.
Pohyb polymerni taveniny extrudérem smérem k zvlakniovaci ¢asti zajistuje Snek, ktery
ma razné uhly stoupani zavitu. K taveni polymeru dochazi diky teplu dodavanému
nékolika ohfivaci, jejichZ teplota je nastavena v kumulativnim potadi, dale pak diky
smykovému tieni, Které vznika mechanickym ptsobenim $neku o stény valce. Nasledné

jiz roztaveny polymer mifi k zubovému éerpadlu [3].

Zubové Cerpadlo, ¢i také davkovaci Cerpadlo se sklada ze dvou protibéznych
ozubenych kol. Ugelem &erpadla je postupné dodavani roztaveného polymeru pod

konstantnim tlakem a teplotou do distribu¢niho systému zvlaknovaci hubice [3].

vvvvv

zakonCena vytlaénou casti, kterd obsahuje desitky az stovky zvlaknovacich otvord,
pfiCemz $ife vytlatné hubice odpovida vyrobni §ifi zafizeni. K zvlakiiovacim otvorim
je ptivadén z horni i spodni ¢asti horky vzduch, ktery strhava vytlatovanou taveninu
a formuje ji do tvaru vlaken, ktera jsou proudem vzduchu dlouzena. Pti dosazeni urcité
délky dojde k pretrzeni vldken a nésledné jsou proudem vzduchu zanesena az na

kolektor [3].

Kolektor je sbérny valec nebo pas, na jehoz povrchu dochazi k usazovani

vzniklych polymernich vlaken, vétsinou s nahodnou smérovou orientaci. Vzdalenost
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mezi kolektorem a zvlaknovaci hubici 1ze ménit, coz ma za nasledek zménu objemové

hmotnosti vlidken [1][3].

Podrobngjsi popis technologie melt-blown Ize najit na odkazech [1][3]. Zakladni

parametry vyroby a nékteré druhy zvldknovanych polymera jsou uvedeny v tabulkach

(Tabulka1la
Tabulka 2).

Tabulka 1 - Typické hodnoty pro polymery a podminky tvorby vidken [3]

Teplota (°C) Viskozita taveniny (Poise)
200 13000

280 3600

310 1400

Teplota taveniny 280-400°C

Teplota vzduchu 290-400°C

Rychlost proudéni vzduchu 100-500 m/s

Rychlost vytoku polymeru ca 1 g/min/otvor
Hmotnostni pomér vzduchu polymeru ca 100

Vzdalenost hubice od sbérného bubnu 02-05m

Tabulka 2 - Polymery pouzivané v Melt - blown procesu[1]

BéZné polymery Ostatni polymery

Polypropylen EVA, EMA, EVOH
Polystyren Polybutylen terephthalat
Polyester Polyphenylen sulfid

Polyurethan
Nylon 6, 66, 11 12
Polyethylen
Polycarbonat

Polymethylen pentene
Polyvinyl alcohol
Polytrifluorochloroethene
Polyethylen terephthalat

2.1.3 Vyroba nanovlaken technologii Melt-blown

Jak bylo zminéno na pocatku této kapitoly, nejbézné&ji se technologii melt-blown
tvofi vlakna o primérech 2-4 um. Avsak s postupujicim vyvojem této technologie se

objevila otdzka, zda by bylo mozné vytvaret vlakna o primérech v fadu nanometra.

Touto otdzkou se zafal roku 2007 zabyvat védecky tym chemického
inzenyrstvi na univerzit¢ v Minesoté, ktery piisel s myslenkou, ze diky snizeni
molekulové hmotnosti polymeru, snizeni hmotnostniho pritoku polymeru a zvySeni
tlaku vzduchu se mize docilit zmenseni praméra vlaken. Pro ovéfeni tohoto
ptedpokladu vyuzili tfi druhy polymert: polystyren (PS), polypropylen (PP)
a polybutylen terephthalat (PBT). K zvlaknovani vySe uvedenych polymert bylo

14 -
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pouzito zafizeni s tryskou o pruméru 0,2 mm, vzduchovymi pruduchy o priméru 1 mm
ve V-slotech vedle sebe s rozestupem 1,5 mm. Polymer byl zpracovavan pfi teploté
polymeru (T,) a hmotnostnim pratoku (mp) od 0,035 az do 0,35 g/min. Vzduch
v priduchu mél teplotu T,.(teplota vzduchu). Pro veskeré testovani v této studii se
teplota T,=T,. Kazdy test trval pfiblizn¢ 2 hodiny s pouzitim n¢kolika gramii polymeru.
Rychlost proudéni vzduchu byla mezi 4,5 az 10 ¢, (standardnich kubickych stop za
minutu, nebo-li SCFM). Veskeré ciselné hodnoty uvedenych parametri pro dany
polymer jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 3) Umisténi kolektoru bylo ve vzdalenosti
55cm od trysky. Déle pak byla provedena additivace polymeru PP peroxidem pro

snizeni jeho molekulové hmotnosti [4].

Dosazené vysledky byly ptiznivé, nebot’ ze vSech materidlti se podafilo ziskat
vlakna, ktera méla pruméry (da) mensi jak 0,5 pm (Tabulka 3). Tyto vysledky
poukazuji na fakt, Zze technologii melt-blown lze vyrabét vlakna o primérech v fadech
stovek nanometrti [4].

Tabulka 3: Vysledné hodnoty priuméri viaken pri rozdilnych parametrech vyroby a
rozdilnych materialech [4]

Run 1.D. T T n* at 1s7! m, ¢ r dy,
(“C) (Pas) (g/min)  (SCFM) (pum)
PS-1 180 23 0.053 8 9 1.61
PS-2 260 1.6 0.07 7.5 64 0.62
PS-3 280 1.1 0.07 8 6.8 0.38
PP-1 180 35 0.35 6 0.5 1.23
PP-2 180 35 0.035 8 13.6 0.45
PP-3 220 15 0.035 8 13.6 0.30
PBT-1 265 137 0.35 4.5 04 1.22
PBT-2 265 137 0.035 10 17 0.44

Dalsi zajimava studie na toto téma se objevila roku 2013. Zveftejnilo ji oddéleni
textilniho vyzkumu Shanghaiské univerzity v Donguah. Tato studie popisuje strukturu
a vzdu$nou propustnost nanovlakennych pavucin. Mimo jiné, byl pii této studii
sledovan vliv tlaku vzduchu na priméry vlaken. Pro tento experiment byly pouzity dvé
rozdilné trysky. Prvni s oznacenim AGR se 14 otvory na jeden centimetr a druha

s ozna¢enim Hills opatifena 24 otvory na jeden centimetr. Jako zvlaknovaci material
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byla pouzita polypropylenova pryskyfice, ktera byla zvlaknovana pomoci Ctyf
rozdilnych tlakd vzduchu: 0.034 MPa, 0.055 MPa, 0.069 MPa a 0.103 MPa [5].

Dosazené vysledky (viz. Graf 1) poukazuji na to, Ze zména tlaku vzduchu ma
vliv na zménu pramért vlaken. Hodnota tlaku uvedena v megapascalech (MPa) je
vynesena V dolni casti grafu a hodnota priméri vlaken v mikrometrech (um) je
vynesena v levé ¢asti grafu. Na pravém okraji grafu je zanesena standardni odchylka

pro priméry vlaken [5].
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Graf 1: Zmeéna priuméri vlaken pri rozdilnych tlakovych hodnotach [5]
2.1.4 Zvlaknovani biodegradabilnich polymeru

Studie na toto téma byla publikovdna v casopise international Nonwoven
Journal v bfeznu roku 2001 védci A. H. Muller a A. Krobjilowski z University of
Bremen. Tato prace se zabyvala popisem postupu zvlaknovani biodegradabilnich (tento
pojem bude blize vysvétlen v kapitole 2.4) polymert technologii melt-blown.
Konkrétné se jednalo o polymery uvedeneé v tabulce (Tabulka 4) spole¢né s parametry
jako je hustota (density), teplota pii zpracovani (processing temperature) a index toku

taveniny (melt flow rate) [6].
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Tabulka 4. Druhy testovanych polymeriu se zdkladnimi parametry testovani [6]

Density Processing Melt Flow Rate
Polymer Tradename [g/em®]  Temperature [°C] [cm?/10 min ,,42,0]
Polypropylene (PP) - 0.91 180...220 25
Polylactide (PLA) - 1.25 180...210 142.8 (180 °C)
Polyesteramide (PEA) BAK 1095 1.16 120...250 21
Polyvinylalcohol (PVAL) Mowiol 585 1.28 180...220 10.5
Cellulosediacetate (CDA) Bioceta 1,27 180...220 6
Polycaprolactone/
Thermoplastic Starch

PCL/TPS Bioplast GF 102/14 1.1 < 200 8.6

Experiment byl provadén na melt-blown lince na University of Tannessee pfi
standardni atmosféfe, vlhkosti vzduchu 65% a teploté okoli 20°C. VSechny materialy
byly pied zvlakinovanim vysouseny po dobu ¢ty hodin a pii teploté 40°C. Praméry
vléken byly nasledné vyhodnocovany pomoci Zellwanger OFDA (optical fiber diameter
analyzer). OFDA je metoda zalozena na obrazové analyze. Snimky pro tuto analyzu

byly potizovany pomoci elektronového mikroskopu [6].
Polypropylen - PP

Tento materidl se dafilo snadno zvlakinovat pii Sirokém rozsahu teplot a tvofil
pavucinu z jemnych vlaken. V tomto ptipadé se ovSsem nejednalo o biodegradabilni
polymer. PP byl vyuZivan jako kontrolni vzorek pro testovani ostatnich

biodegradabilnich polymert [6].
Polylactid - PLA

Stejné jako PP se dafil zvldknovat pifi Sirokém teplotnim rozsahu, avSak pfi
teploté nad 230°C se zacala na pavucing tvofit hnédd mista, coZ znamenalo tepelné
pfetizeni materialu. Vyrobena pavucina byla kiehka v ohybu [6].

Polyesteramide - PEA

Cisty PEA se ukézal jako velmi $patné zvldknitelny. Vyslednd vldkna méla
délku jen par milimetrti a nezachytavala se dobie na kolektor. Pro zlepSeni prutoku byl
pfidan glycerin (3%), coz vedlo k zfetelnému zlepSeni zvldknovani. Vysledna pavucina

meéla velmi vysokou kvalitu, pfirovnatelnou k pavuciné ziskané z PP [6].
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Polyvinylalcohol - PVAL

Materidl vyuzity pro toto testovani jiz obsahoval 10% glycerinu. Ukazalo se, Ze
PVAL v této formé¢ je pro zvldknovani nepouzitelny. Vldkna se tvofila jen o délce

nékolika milimetrt a nedoslo k Zadnému zachyceni na kolektor [6].
Cellulosediacetat - CDA

V prvnim kole byl testovan Cisty CDA bez jakychkoliv pfisad. Stejné jako
u PVAL doslo k tvorbé vlaken o délce jen nékolika milimetrti a nedoslo k zachyceni
zadnych vlaken na kolektor. V druhém kole testovani byl pfidan glycerin (10%), ale ani

to nepfineslo Zadné znatelné zlepseni zvlaknovaciho procesu [6].
Polycaprolacton/Thermoplastic Starch - PCL/TPS (Bioplats)

V tomto piipad¢ se testovala polymerni smés slozend z PCL a TPS v poméru
60:40. Z cisté smési se stejné jako z predeslych dvou polymertit PVAL a CDA nedafilo
zvlaknovat. Nasledn¢ byla testovana smés s pridanim glycerinu az do poméru 10%.
V tomto ptipad¢ doslo k mirnému zlepSovani. Pfi 10% obsahu glycerinu doslo dokonce
k zvldknovani, avSak vytvofend vldkna byla pfili§ velkd, méla nesoumérny primér
a velmi kratké délky. Vyrobena pavucina byla velmi lepkava a pii pokusech o sejmuti
pavuciny z kolektoru dochéazelo k trhani, coz znemoznilo dalsi ¢ast testovani pomoci

obrazové analyzy [6].

Zavérem je mozné konstatovat, Ze 1ze metodou melt blown zvlaknovat nékteré
biodegradabilni materialy a jejich vlastnosti jsou srovnatelné s tradi¢nimi polymery jako
napiiklad PP. Déle bylo poukdzédno na ekologickou vyhodnost téchto materiala
a vzhledem ke klesajici cené biodegradabilnich polymert také na velky potencial pro

jejich vyuziti v nékterych oblastech netkanych textilii [6].

2.2 Elektrické zvlaknovani

V této kapitole bude stru¢né piiblizena jedna z nejpouzivanéjSich metod tvorby
nanovlaken, kterd se nazyva elektrické zvlaknovani. "Elektrostatické zvlakiovani je
zaloZené na samo-organizovaném vzniku nanovldken z polymernich roztoku, na které
pusobi vnéjsi elektrické pole o vysoké hodnoté intenzity" [7]. Zafizeni vyuzivana
k elektrickému zvlakniovani jsou na rozdil od béznych textilnich technologii, jako je
napftiklad tkani, pleteni, ¢i pfedeni konstrukéné velmi jednoducha. Slozité strojové ¢asti

jsou zde nahrazeny fyzikalnimi jevy, jako je destabilizace volnych hladin polymernich
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roztokt nebo tavenin, které vedou k tvorbé polymerni trysky, bicovani polymerni trysky
nebo vypuzovani molekul rozpoustédla z polymerni trysky v disledku nartstu

chemického potencialu pii zmensovani poloméru trysky [7].

2.2.1 Historie

Historie spojend s elektrickym zvlaknovani se datuje jiz od roku 1600, kdy
anglicky fyzik, filozof a 1ékaf W. Gilbert uvetejnil svij vyzkum. Zde popisuje svij
experiment, pii kterém zelektrizoval jantarovou ty¢ tfenim a nasledné ji pfilozil ke
kulové kapce umisténé na suchém povrchu. Nasledkem toho se kapka deformovala do
konického tvaru (Obrézek 2) [8][9].

Obrazek 2: Znazorneéni zmeény tvaru kapky pri prilozeni elektricky nabité tycky [9]

Dalsi historické mezniky v oblasti elektrického zvldknovani déli bezmala 300
let. Roku 1902 J. W. Mortonem vynalezl pfistroj na vyrobu nanovlaken a zaroven si
svilj vynalez nechal patentovat. Tento pfistroj fungoval tak, ze polymerni roztok byl
z kladn¢ nabytého jiskiiSt€¢ dopravovan na zaporné nabyté jiskiiSté, k némuz byl
pfipevnén fetéz, jenz zde mél funkci kolektoru. V letech 1934 - 1944 se pak objevil
prvni pokus o primyslovou vyrobu nanovlaken, ktery je spojen se jménem A. Formhals.
Roku 1966 H. L. Simon si nechal patentovat piistroj na vyrobu ultratenkych
a ultralehkych nanovlékennych textilii. Roku 1971 se P. K. Baumgartenovi podafilo
elektricky zvlaknit akrylova vlakna, ktera dosahovala priuméru 0,05 - 1,1 mikrometra [9].
V roce 2003 vynalezl O. Jirsak a jeho tym na Technické Univerzité¢ v Liberci zpisob
vyroby nanovlaken v primyslovém métitku. Jednalo se o revolucni objev, nebot’ pfisel
s tim, Ze je mozné vytvofit tayloriv kuzel z volné hladiny kapaliny a ne jen z vrchu
kapilary jak tomu bylo doposud [10]. Elektrospining se nasledné stal jednou
zZ nejrozsifengjSich technologii, na jehoZ principu se pfipravuji materialy pro tkanové

inzenyrstvi, nosice pro fizené uvoliovani 1é¢iv, kryty ran, ¢i vysoce ucinné filtry [9].
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2.2.2 Princip a zpiisoby elektrického zvlaknovani

Podrobnéjsi popis principti elektrického zvlaknovani je uveden naptiklad
v dilech Principles of Electrospinning od D. Lukase [12], nebo v A review on polymer
nanofibers by electrospinning and their applications in nanocoposites od Z. Huang
[13].

Jako priklad pro stru¢né vysvétleni principu elektrického zvldknovani zde bude
popsana technologie el. zvlaknovani z trysky (Obrazek 3). Zakladni ¢asti nutné pro
proces el. zvlakinovani z trysky jsou zdroj vysokého napéti generujici nejcastéji
stejnosmérny proud, elektricky nabitd tryska ve formé kapilary, davkovaci ¢erpadlo,
které ma na starosti prubézné davkovani polymerniho roztoku a dale uzemnény nebo
opaéné nabity kolektor, na kterém se usazuji vznikla vldkna. Tvorba téchto vlaken je
zpusobena vlivem vysokého napéti a rozdilem elektrického potencidlu mezi
polymernim roztokem ¢i taveninou a kolektorem. Diky tomu na polymerni roztok
pusobi tii sily a to kapilarni, elektricka a povrchové napéti. Tyto sily maji za nasledek
formovani Taylorova kuzele. Se zvySujicim se el. napétim dojde k piekonani

povrchového napéti a k tvorbé trysky z Taylorova kuzele [11][12].

Kolektor
J ‘«.T’"

Polymerni roztok/tavenina

\

\

Tayloriv kuzel

% x Kapildra Zvlakiovaci
Davkovaci cerpadlo tryska

—

Zdroj vysokého napéti

Uzemnéni

Obrazek 3: Zdkladni schéma elektrického zviaknovani z trysky [12]

Proces mezi vznikem trysky a tvorbou vléken 1ze rozdélit na dvé ¢asti, a to na

stabilni a nestabilni (Obrézek 4). V prvni ¢asti putuje proud polymeru od elektrody
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smérem ke kolektoru pfimocate. Ve druhé Casti dochazi k bicovani a k odpatfovani
rozpoustédla. Zaroven v této ¢asti dochazi ke Stépeni a k tvorbé vldken jejichz primér
se nejcastéji pohybuje v rozmezi 100 - 500 nm. Nasledné vlakna dopadaji a usazuji se
na kolektoru, kde ztraci zbytkovy naboj a tvofi vldkennou vrstvu. Vznikla vlakenna
vrstva se Vv porovnadni s ostatnimi technologiemi pro tvorbu polymernich
nanovlakennych vrstev vyznacuje vysokou homogenitou, coz je ozna¢ovano jako jedna
z hlavnich vyhod tvorby nanovlakennych vrstev technologii elektrického zvlaknovani
[12][13].

Obrazek 4: Zdkladni schéma proudéni polymerniho roztoku pri tvorbé viakenné vrstvy
z trysky: 1- oblast stabilniho proudu, 2 oblast nestabilniho proudu, 3- tryska, 4-
Tayloriv kuzel, 5- uzemnény kolektor [1]

2.3 Elektronova mikroskopie

Historie elektronové mikroskopie spada pievazné do 20. stoleti, pficemz se
nejednalo o jednu velkou myslenku jednoho védce, ale postupné poskladavani celkové
mozaiky z mnoha myslenek a objevil, zaroven s postupnym technologickym postupem.
Zaklad této technologie byl polozen roku 1897 védcem J. J. Thompsonem, ktery jako
prvni objevil a popsal elektron. Objeveni elektronu souviselo se studiem elektrickych
vybojii v Geisslerove trubici. "Dalsim krokem vedoucim k pouziti elektronit k zobrazeni
mikrosveta byl poznatek, Ze rychle letici ¢astice maji nejen korpuskularni, ale i vinovy
charakter jako napr. viditelné svétlo." Tuto mySlenku publikoval roku 1925 Luis de

Broglie [14].

Elektronovd mikroskopie je metoda kterd nam umozZiuje zkoumani

mikrostruktur zvolenych objektd. "Mikrostruktura je studovana ve vakuu pomoci
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elektronové- ho svazku, ktery vznika emisi elektronii z katody, jez jsou ddle urychlovany
k anode. Svazek je fokusovan vhodné upravenym elektrickym, magnetickym nebo
elektromagnetickym polem, aby bylo dosazeno pozZadovaného zvétseni. Elektronovy
svazek vytvari obraz interakcemi s pozorovanym prepardatem”. Pro zvySeni kontrastu
obrazu pozorovaného preparatu se pied samotnym procesem mikroskopovani provadi

pokovovani povrchu vzorku tézkymi kovy (zlato, olovo,mangan apod.) [15].

Elektronova mikroskopie je rozdélend do dvou zakladnich skupin, a to na
transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) a skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM)

jejichz zakladni principy budou vysvétleny v nasledujicich kapitolach.

2.3.1 Transmisni elektronova mikroskopie

Prvni TEM byl sestaven roku 1931 na Vysoké skole technické v Berlingé roku
1931 E. Ruskou a jeho tehdejsim profesorem M. Knollem. Jeho maximalni zvétSeni
bylo pouze dvousetnasobné, coz bylo stejné jako u tehdejsich optickych mikroskopi.
Rusk vsak ve svém vyvoji pokracoval a za n¢kolik let se mu podaiilo TEM zdokonalit
natolik, ze byl schopny dosahnout tficetitisicového zvétSeni. Na konci tficatych let jiz
dosahovaly elektronové mikroskopy teoretického rozliSeni 10 nm (pro srovnani

teoretické rozliSeni svételného mikroskopu je 200 nm) [14][15].

Zakladnim principem transmisni elektronové mikroskopie je to, Ze elektrony
pronikaji skrz pozorovany objekt. VVzhledem k tomu musi byt pozorovany objekt
dostate¢né tenky (100 - 500 pum dle typu TEM). Prochéazejici elektrony interaguji
S pozorovanym objektem, ¢imz se odchyluji od ptivodniho sméru, jimz se pohyboval
hlavni elektronovy paprsek (nckdy oznacovan 1 jako elektronovy svazek). Tyto
odchylené elektrony jsou pomoci clony z elektronového svazku vylouceny.
Neodchylené elektrony dopadaji na zobrazovaci systém, diky némuz jsou

transformovany na vysledny obraz [15].

2.3.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

Prvnim impulsem k vyvoji SEM byl vynalez fotonasobice, jenz slouzil k detekci
sekundarnich elektroni. S timto vynalezem pfiSel roku 1938 V. Zvorykin, ktery byl
vedoucim vyzkumnikem v RCA laboratofich v Camden USA [14]. Jeho mikroskop
dosahoval osmitisicového zvétSeni a stabilniho obrazu, avSak konec¢na kvalita obrazu

nebyla piili§ vysoka a tak byl jeho program zastaven. V roce 1948 byl na strojni fakulté
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univerzity v Cambridge zaloZen Ph.D. program pod vedenim Ch. Oatleye. Oatley a jeho
prvni zak D. McMullan se zabyvali vyvojem a konstrukci SEM. O tfi roky pozdéji se
jim podafilo zkonstruovat prvni skenovaci elektronovy mikroskop, ktery dostal
oznaceni SEM1 [15].

Hlavnim rozdilem oproti TEM je to, ze u SEM elektrony neprochézi skrz
pozorovany objekt, ale jsou odrazeny zpét. Stejné jako u TEM se i zde tvoii elektronovy
paprsek. Tento paprsek se diky soustavé Cocek soustieduje do co nejmenSiho bodu
(pramér 5 - 10 nm), jenz dopadad na pozorovany objekt. Nasledn¢ elektronovy svazek
ptejizdi ptes povrch pozorovaného objektu, coz mu umoznuji vychylovaci civky.
Nésledkem dopadu elektronového paprsku na povrch jsou z objektu vyzareny
sekundarni elektrony. Tyto elektrony jsou nasledné pfitahovany k detektorim, kde
dopadaji na scintilator s fotonasobi¢em. "Elektricky signél z fotondsobice je zesilen
a urcuje intenzitu elektronového paprsku na obrazovce", kde je skladan do vysledného
obrazu [16].

zdroj svétla

kondenzorova
Ccocka

vzorek Cotka

objektiv objektivova
clona

objektiv

intermedialni
cocky

obrazovka

Obrazek 5: Zdkladni schéma TEM a SEM s popiskem jejich zdkladnich casti[16]
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2.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence jako jev byl definovan roku 1852 G. Stokesem, kery si v§iml, Ze
vyzafené fluorescencni svétlo ma delsi vlnovou délku nez prvotni exitaéni paprsek,
ktery byl na vzorek aplikovan. Na zdklad¢ Stokesovych poznatkli byl roku 1908
zkonstruovan prvni fluorescenéni mikroskop dvojici A. Kohler a H. Siedentopf.
Soucasna konstrukce fluorescencnich mikroskopt pochézi z roku 1932 a jejimz autorem

je E. Singera [17].

Fluorescen¢ni mikroskopii 1ze charakterizovat jako svételnou mikroskopii, jez
umoziuje pozorovani fluoreskujicich latek v organickych i anorganickych strukturach.
Toto je zpusobeno fluorofory, nebo-li latkami, které jsou po ozafeni svétlem schopny
absorbovat svétlo o uréitych vinovych délkach a nasledné vyzafit (emitovat) viditelné
svétlo o del8ich vinovych délkach. Pii tomto procesu dochazi k ozafeni atomu, kde za
béznych okolnosti obihaji elektrony kolem jadra ve vrstvach, nebo-li orbitalech,
suréitou energetickou hladinou. Tyto elektrony pii UV zafeni absorbuji energii
anasledné jsou excitovany do vyssi energetické hladiny. Ve vyssi hladin€ jsou vSak
elektrony nestabilni, coz vede k tomu, Ze jsou jadrem ptitahovany zpét do ptivodniho
stavu. Pfi navratu elektronti z vyssi energetické hladiny nésledné dochazi k vyzareni
fotonu. Tento jev se nazyva fluorescence, kterou lze dale rozdélit na dva zakladni typy

a to na primarni fluorescenci (autofluorescence) a sekundarni fluorescenci [18][19].
Primarni fluorescence

Tento typ fluorescence se vyskytuje pouze v nékterych bunkach jako jsou
napiiklad rostlinné buiniky nebo pletiva, dale u nékterych materiald jako je naptiklad
polycaprolacton (PCL). Vyskytuje se zde pojem autofluorescence, coz znamena, ze
dané bunky ¢i materidly jiz obsahuji fluorescenéni molekuly a neni potfeba ptidavat

fluorescen¢ni latky jako je tomu u sekundarni fluorescence [19][20].
Sekundarni fluorescence

V tomto typu fluorescence musi nejprve dojit k aplikovani fluorescencni latky
na zkoumanou strukturu, jez nam nasledné po ozafeni umozni jeji zobrazeni. Mezi
znamé fluorescen¢ni latky patii naptiklad 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI), ktery se
vaze na bunécnou DNA a slouzi k zobrazovani bunéénych jader, nebo phalloidin, ktery
se vyuziva k vizualizaci bunéénych membran. Dalsi ptiklady barviv i s jejich posunem

vinovych délek jsou zobrazeny na obrazku (Obrazek 6) [19][20].
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DAPI - interkaluje do struktury DNA
a RNA (modre)

GFP - zeleny fluorescencni protein

FITC - fluorescein isothiokyanat
(oblibeny fluorofor, snadno
kovalentné modifikujici napf.
protilatky)

e

Alexa 568 \>

580 nm Fluorescein - vyzaruje zelené svétlo,
kdyz je osvicen modrym

620 nm

e Cy3, Cy5 a Alexa 568 - fluorofory
A— vyvinuté specielné pro fluorescenéni
EREFRAER emisson  Mikroskopii, vysoce fotostabilni a s

vysokou ucinnosti fluorescence

Obréazek 6: Priklady nékterych fluorescencnich barviv [19]

2.4.1 Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskop je podobny klasickému svételnému mikroskopu, jenz
je rozsifeny o silny zdroj svétla a dva druhy filtrd. Jedna se o excitacni filtr a emisni filtr
nékdy téZ oznaCovany jako bariérovy filtr (Obrazek 7). Excita¢ni filtr se nachazi mezi
zdrojem svétla a vzorkem, Ktery umoznuje excitovat jednotlivé fluorofory svétlem
o0 ur¢itych vlnovych délkach. Emisni filtr je umistén mezi pozorovanym vzorkem
a okularem. Do okularu pronika pouze pozitivni emitovany signal na ¢erném pozadi,
coz ma za nasledek vyssi citlivost. Dalsi dulezitou ¢asti fluorescenéniho mikroskopu je
dichroické zrcadlo, které je nastaveno pod Uhlem 45° a pomaha excitaénimu a emisnimu
filtru odstranit nezadouci svétlo. Dal§imi ¢astmi je objektiv a detektor, ktery spole¢né
s vhodnym softwerem pro obrazovou analyzu umoZiiuje zpracovani obrazového

vystupu [19][20].
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Emisni filtr

Dichroické |  Excitaéni filtr
zrcadlo
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Zdroj svétla

Objektiv

Vzorek

Obrézek 7: Schéma fluorescencniho mikroskopu [19]

2.5 Tkanové inzenyrstvi

Nasledujici kapitola nebude podrobné vysvétlovat veskerou problematiku
tkanového inzenyrstvi, ale bude se snaZzit objasnit pojmy a principy z tkanového
inzenyrstvi vztahujici se k této diplomové praci. Bude zde ptiblizen zakladni princip
tkanového inzenyrstvi ve vztahu ke scaffoldim spole¢né se zakladnimi pojmy jako jsou

biodegradabilita a biokompatabilita.

2.5.1 Kultivace bunék na scaffoldech

Tkanové scaffoldy se vyuzivaji predevsim pro stimulaci rustu bun¢k, proto jsou
bunky umist'ovany na tkanové nosice, které maji vhodnou strukturu. Nasazovani bunék
na nosi¢ probiha in vitro, coZ znamend mimo teélo. Bunky pouzivané pro tento ucel
mohou byt autologni, tedy takové, které byly odebrany piimo z pacientovy vlastni
tkadn€. Hlavni vyhodou takto odebranych bunék je, Ze pti nasledné implantaci nosic¢e do
téla pacienta nedochazi k imunitni reakci. DalS$i moznosti je odbér alogennich bunék,
coz znamena od vhodného darce. U tohoto zptisobu se ovSem zvysuje riziko nasledného
odmitnuti nosi¢e pifi implantaci imunitnim systémem pacienta. Posledni moznosti je

odbér bunék heterolognich (xenogennich), coz znamena od jiného zivocisného
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druhu.Vyhodou vyuziti heterolognich bunék je jejich pomérné snadnd dostupnost.
Nevyhodou je imunitni reakce téla pacienta, nebot’ se nejednd o buiky télu vlastni.
Zakladni schéma postupu nasazeni bun¢k na tkafnovy nosi¢ je znazornén na obrazku

(Obréazek 8) [22].

Dalsi moznosti vyuzité tkdnového nosice je zavedeni do in vivo prosttedi (pfimo
do téla pacienta) bez predeslé bunééné in vitro kultivace. V tomto ptipadé slouzi
tkanovy nosi¢ jako nadhrada chybéjici extraceluldrni matrice a tim umoziuje tvorbu nové
tkdn€. Tkanovym nosi¢em prorustaji vlastni buiiky pacienta, ¢imZz odpadd hrozba

imunitni reakce [21].

2ivin
y Implanuce

rustove
faktory % \:dber vzorku tkané

fr
-ﬂ. <«

75' L
F
e\
/ %

e

kultivace bunék

bunééna proliferace

Obrézek 8: Zdkladni schéma procesu tkanového inZenyrstvi [26]

Biodegradabilita

Biodegradabilitu lze stru¢né¢ popsat jako schopnost materidlu se ve
fyziologickém prostiedi rozpadnout na derivaty télu vlastni, které nezpusobuji

nezadouci odezvu organismu [23].

Naptiklad rychlost biodegradability u PCL se obecné pohybuje mezi 1 az 4 roky
a je ovlivnéna jeho pocate¢ni molekulovou hmotnosti a mirou podilu krystalické faze. "
Degradace probiha rozkladem esterovych vazeb polymerniho retézce na karboxylové

a hydroxylové zbytky, které se dale rozpadaji na metabolity télu viastni " [35].
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Biokompatibilita

Pojmem biokompatabilita rozumime vzdjemnou interakci mezi neautogennim
(neptisobi sam na sebe) materidlem a vitalni biologickou tkani. Lze ji také definovat
jako schopnost materidlu, zafizeni ¢i systému plnit funkci bez klinicky vyznamné
odpovédi hostitele ve specifické aplikaci. U anorganickych material implantovanych
do zivého organismu posuzujeme mimo mechanicko-fyzikalnich a chemickych aspektt
také ucinky biologické, tedy reakci organismu s plochou umélého materidlu. Tento
kontakt mize vyvolat celou fadu naslednych reakci a projevu, které se souhrnné

oznacuji pojmem bioinkompatibilita [24].

2.5.2 Morfologie kostni tkané

Kost nebo latinsky os je organ, na jehoz stavbé se podili kostni tkan. Je jednou
z nejtvrdSich tkani v téle - jednd se o specializované pojivo, které je tvorené butikami,
osteocyty, kolagennimi vlakny a mineralizovanou mezibunécnou hmotou. Kost slouzi

jako ochrana vnitinich organti, opora téla a upinaji se na ni svaly a §lachy [27].

2.5.2.1 Kostni tkan

"Kostni tkan je mineralizovana, vysoce vaskularizovana, ziva a adaptabilni
pojivova tkan". Podobné jako jiné, tkan¢€ je kost tvofena buiikami a intercelularni matrix.
Piiblizné 40% hmotnosti dorostlé kosti je tvofeno organickou slozkou a to zejména
kolagenem, zbytek hmotnosti dopliiuji anorganické soli pievazné kalcium a fosfor. "Uvnitr
kosti vzdjemné anastomozuji cévni kanalky, které umoznuji nutrici buniek, osteocyti,
zalitych do kosti". Kanalky také umoziuji pohyb bunék jako osteoblastt (kost tvorici) nebo
osteoklastii (kost resorbujici). Vzhledem k tomu, Ze kost je Ziva a adaptabilni tkan, tak se
vyse popsané obecné znaku mohou v detailech lisit dle stupné vyvoje, mechanické zatéze
a metabolicke situace organismu. "Pevnost a pruznost kostni tkané jsou zavislé na zpisobu
uspordadani sloZek jeji matrix" [27]. Z tohoto divodu rozliSujeme organizaci kosti na dva

zasadné odlisné typy:
Kost primarni (vlaknitd)

Tato kost se u cloveka vyskytuje za ontogeneze, v dospélost napiiklad v mistech
drsnatin pfi Gponu svalt a vaza. "V kosti vlaknité jsou kolagenni vldkna i krystalky
mineralii mezi viakny usporadany nepravidelne”. Tenkéd vlakna se stiidaji s vldkny
silnymi a jejich vzhled pfipomind osnovu tkané textilie. Vlaknitad kost se v dospélosti

objevuje v mistech fraktur pii nepfimétené rychlé remodelaci a hojeni Kkosti.
- 28 -
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Primarni kost je tvofena vysoce aktivnimi osteoblasty v dobé vyvoje, v dospélosti mtize

byt jeji tvorba ovlivnéna frakturou, ristovymi faktory nebo prostaglandinem E2 [27].
Kost sekundarni (lamelérni, vrstvend, Haversova)

Kost sekundarni béhem vyvoje postupné nahrazuje kost primarni a tvofi vétSinu

dospélého skeletu. Lamelozni kost se v téle vyskytuje ve dvou formach:

e Kompakta - hutna kostni tkan, které tvoii plast’ kosti

e Spongiodza - kostni tkan houbovita, ktera tvofi vnitfek kosti

Z&kladni strukturni jednotku tvoti Haversovy systémy nebo také osteony. Odhaduje se,

ze v dospélém skeletu je piiblizné na 21 milioni osteonti [29].

2.5.2.2 Stavba kosti

Povrch kosti (mimo napiiklad intraartikularnich povrchti) tvoii periost, nebo-li
také okostice. Jedna se o tuhou blanu pokryvajici kost mimo kloubnich konci. Okostice
je tvofena kolagennimi vlakny a fibroblasty. Jejim z&sadnim vyznamem je vyziva kosti.
Periost je inervovan a zprostiedkovava vedeni kostni bolesti. Kost je dale tvoiena
vldkny zvanymi Sharpeyova. Tyto vlédkna vybihaji z wvnitini (kombinované) vrstvy

periostu a pronikaji do kostni matrix [29].

Lakuny s osteocyty Osteon

9 . Houbovita kostni

Osteon T v ¥ " y
(Havers(v R AR, ' Haversiv
PG it kanalek

systém)

Okostice

Volkmannuv kanalek

Obrazek 9: Priklad schématu kosti [30].

-20-



TECHNICKA UNIVERZITAV LIBERCI

2.6  Scaffoldy

Scaffold, nebo-li tkanovy nosi¢, ¢i leSeni je specialni struktura vyuzivana
v tkanovém inzenyrstvi pro podporu rastu bunck a tkani. Lze si ho piredstavit jako
houbovitou strukturu (Obrazek 10) vzhledem k jeho porovitosti, ktera je dulezita pro
spravny rust bunék a zasobovani téchto bunék potiebnymi Zivinami. Scaffoldy jsou
uspésné vyuzivany v medicing, kde slouzi k rekonstrukci nebo k nahrazeni poskozené
tkané ptimo v téle pacienta. Scaffoldy se daji ptipravit fadou postupd, jez lze rozdé€lit na
vlakenné technologie a technologie, které nevyuzivaji vldken jako stavebného prvku.
Do piiprava scaffoldi vlakennou technologii patii metody pleteni, tkani, netkanych
textilii, nebo kombinaci vySe zminénych zptsobti. Textilni materialy se vyuzivaji pro
jejich vSestranné a prizplsobivé vlastnosti. Do skupiny technologii, které nevyuzivaji
vldken jako stavebniho prvku, patii metody self-assembly, solvent casting, rapid
prototyping a laser-assisted bioprinting [29][28]. Hlavnim zamérem u vSech uvedenych
technologii je vyrobit scaffold, ktery by se co nejvice blizil svou strukturou ke struktuie

mezibunééné hmoty.

Obrazek 10: Priklady riznych struktur scaffoldii [39]

-30 -



TECHNICKA UNIVERZITAV LIBERCI

2.6.1 Priprava scaffaldi

,» Pripravované tkanové nosice musi pro jejich spravnou funkci splitovat celou
radu vlastnosti. Strukturou se blizi podobé extracelularni matrice, tedy mezibunécné
tkanove strukture tak, aby mohly bunky dostatecne proliferovat a popripadé
diferencovat. “ [31]. Téchto vlastnosti mizeme dosahnout vhodnou velikosti port
a jejich vzajemnou kontinuitou. VVzhledem k pfedpokladu implantace scaffoldu do téla
pacienta, musi byt tento nosi¢ biokompatibilni a biodegradabilni. Coz znamena, ze
nebude vyvolaval zddnou imunitni reakci v téle pacienta a dale se v priab&hu 1é¢ebného
procesu rozpadne Vv téle na derivaty t€lu vlastni. DalSimi dulezitymi vlastnostmi pfi
pripravé tkanového nosice jsou mechanické vlastnosti a specificky povrch, ktery bude

zajist'ovat dostate¢nou bunéc¢nou adhezi [32].

Materialy vyuzivané pro piipravu tkanovych nosi¢i mizeme rozdélit dle

puvodu na ptirodni a syntetické. Mezi ptirodni materialy patii naptiklad:
Kolagen

Kolagen je vlaknita ve vodé nerozpustna bilkovina, ktera tvoti zaklad pojivych
tkani (vaziv, chrupavek a kosti). V soucasné dob¢ je znamo minimaln¢ 27 rtiznych typa
jsou typy L, IL, 11, IV a V. NejrozsifengjSim typem je kolagen typu I, ktery predstavuje
ptiblizné¢ 90% ze vSech kolageni v organismu. Vyskytuje se v pokozce, Slachich

a kostech [33].
Zelatina

Zelatina se piipravuje z kolagenu denaturaci teplem nebo bazickou ¢&i acidickou
hydrolyzou. Je rozpustnd ve vodé a v fedénych organickych nebo mineralnich
kyselinach. Vzhledem k velmi dobrym biodegradabilnim a biokompatibilnim
vlastnostem maji vldkna tvofena ze Zelatiny dobré pifedpoklady pro vyuziti
V regenerativni medicin€. VEtSimu rozSifeni tvorby nanovlidken ze Zelatiny vSak brani

problémy s jejim sitovanim a vysoka hydrofilita [33]
Celuléza a jeji derivaty

Nanovlékna tvorend z celuldzy se v soucasné dob¢ dostavaji stale vic do poptedi
a to diky své dobré teplotni stabilité¢, chemické odolnosti a biodegradabilité. "Acetat

celulozy patri mezi zdakladni derivaty, které se vyuzivaji v tkanovém inZenyrstvi'.
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Zajimavym materialem je bakterialni nanocelul6za, ktera se produkuje pomoci
biosyntézy z bakterialniho kmene Gluconoacetobacter xylinus. Nanovlakna tvofena
Z tohoto materialu pak maji priméry pod 100 nm, coz umoziiuje velmi dobrou adhezi

eukaryotnich bun¢k [34].
Kyselina hyaluronovéa

Kyselina hyaluronovd je pfirozenou soucasti lidského téla. Zde slouzi
k hydrataci pokozky (nejvétsi mnozstvi je obsazeno v kizi) a je soucasti vaziva, oka,
kloubd, srdce, cév, mozku a dalSich télnich struktur. Déle se vyskytuje u novorozencli
(n€kolik dnti po porodu), kde slouzi k bezjizevnatému fetalnimu hojeni ran. Piedni
vlastnosti kyseliny hyaluronové je vysoka afinita k vodé. Této vlastnosti vyuziva
napiiklad produkt Hyiodine firmy CONTIPRO Pharma a. s. Jejich produkt obsahuje
vysoce kvalitni kyselinu hyaluronovou a jod v necytotoxické koncentraci 0,25%.
Kyselina hyaluronova nasava z okoli tkan¢ tekutinu s rastovymi faktory, ¢imz zajistuje
dostatecnou hydrataci a vyzivu mista kozniho defektu, coz vede ke zlepSeni procesu

hojeni [34].

Mezi hlavni vlastnosti vySe zminénych biomaterialti patii jejich velmi dobra
biokompatibilita a biodegradabilita. Nevyhodou je, ze nelze ovliviiovat jejich specifické
vlastnosti do takové miry, jako toho lze dosahnout u syntetickych biomateriald.
Z tohoto ditvodu se pfi vyrobé dava vétSinou prednost syntetickym biometeralim jako

napiiklad:
Kyselina polyglykolova (PGA) a jeji kopolymery

Jedna se o biokompatibilni a biodegradabilni material s velmi dobrymi
mechanickymi vlastnostmi a zvySenou odolnosti vi¢i vnéjSimu prostiedi. Teplotu tani
ma PGA 225-230 °C a jedna se o polymer s mnohostrannym vyuzitim v mediciné.
Nevyhodou PGA je, Ze pfi vysoké koncentraci mlize dojit vlivem poklesu pH v tkénich
ke vzniku zanétlivé reakce a tim k jejimu posSkozeni. "Konecnym rozpadovym
produktem je konverze na oxid uhlicity a vodu, které jsou z organismu vylouceny moci

a respiracnim systéemem" [34].
Polykaprolakton (PCL)

Jedna se o jeden z prvnich polymert syntetickych skupin, ktery byl objeven

roku 1930 skupinou Prof. Carathose. V soufasné dobé je PCL jednim
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Z nejpouzivangjSich polymertt v oblasti tkdnového inzenyrstvi. PCL je biologicky
odbouratelny polyester s nizkou teplotou tani 60°C, jenz patii do skupiny alifatickych
polyesteri. VyznaCuje se dobrou biodegradabilitou vzhledem k podobnosti jeho
chemické struktury s konstituci tukt a olejt, tedy ptirozenému prostiedi, které vyuzivaji
mikroorganismy jako zdroje uhliku. PCL je také vyznamny z hlediska biokompatibility
S zivymi organismy. | z tohoto divodu je jeho vyuziti sméfovano do oblasti mediciny

[35][36].

2.6.2 Scaffoldy pro kostni tkané

Transplantace bunck/tkani umisténych na tkanovych nosic¢ich je jednim
z nejslibngjsich technik u ortopedickych operaci a biomedicinského inzenyrstvi.
Lécebné koncepty zaloZené na téchto technikdch by méli odstranit problémy vzniklé

imunitni reakci pacienta, nebo ptenosem patogenu [37][38].

2.6.3 Zpusoby vyroby scaffoldi pro kostni tkané

V soucasné dobé¢ je znamo vice jak 10 technologii vyroby scaffoldd pro kostni
tkané. Vybér metody piipravy tkaiiovych nosicl zavisi na chemické struktufe materialu
a na poZzadovanych chemickych a fyzikalnich vlastnostech. V této kapitole jsou uvedeny

nckteré priklady metod ptipravy scaffoldil pro kostni tkané.
Pojeni vlaken (fibre bonding)

Princip této metody spociva v tom, Ze se nejprve vytvoii vlakenna vrstva z PGA
vlaken a soucasn¢ se vytvoti roztok PLA a rozpoustédla (methylen chlorid). Nasledné je
roztok nanesen na vldkennou vrstvu z PGA a rozpoustédlo je odstranéno pomoci
vakuového suSeni. Vznikly materidl je tvofen nepropojenou vrstvou vlaken PGA
zapusténych v matrici Z PLA. V dal$i fazi dojde k zahfivani vzniklého kompozitu na
teplotu tani PGA, ¢imZ dojde ke spojeni PGA vlaken. Poté nésleduje posledni krok

vyroby, ¢imz je opétovného aplikovani rozpoustédla a odstranéni PLA.

Takto vytvofeny scaffold ma velky mérny povrch a vysokou porovitost. To
napomaha snadnému uchyceni bunék na povrchu a naslednému §ifeni buné€k do vnitiku
scaffoldu. Nevyhodou je nedostate¢na ovlivnitelnost porovitosti, slozitost procesu

vyroby a toxicita pouzivaného rozpoustédla [37].
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Vymyvani ¢astic (particle leaching)

V metod¢ vymyvani ¢astic se vyuzivaji pro tvorbu porti porogeny, coZ mohou
byt naptiklad ¢astice soli, cukrii nebo voski. Porogeny pozadovanych tvart, rozmért a
vlastnosti jsou umistény do formy, v niz maji presné definované usporadani. Nasledné
se do formy nalije vhodny v rozpoustédle rozpustény polymer. V dal§im kroku je
odpateno rozpoustédlo, coz vede ke vzniku tuhého materialu slozeného z polymeru a

¢astic porogenu. Kone¢nym krokem je rozpusténi a vymyti ¢astic porogenu.

Hlavni vyhodou této metody je regulovatelnost velikosti, tvaru porit a jejich
propojeni. Diky tomu se jedna o velmi popularni metodu tvorby scaffolda v tkanovém
inzenyrstvi [39][40].

Obréazek 11: Ukazka finélni struktury povrchu scaffoldu - metoda vymyvani castic

Formovani taveniny (melt molding)

Jedna se o podobnou techniku jako vymyvani castic. Metoda zahrnuje smés
polymerniho prasku smichanou s zelatinovymi mikrokuli¢kami nebo s jinym vhodnym
porogenem, ktera je umisténa do formy s pozadovanym rozmérem a tvarem. Nasledné
je smés zahtata nad teplotu skelného prechodu pouzitého polymeru. Poslednim krokem

je odstranéni porogenu ze vzniklé kompozitni struktury vhodnym rozpoustédlem.

Vzhledem k vyuzivani zelatiny jako porogenu neni potieba aplikace Zadnych
toxickych rozpoustédel. Mensi nevyhodou je nutnost vytvoreni vyssi teploty pro
prekonani skelného ptechodu polymeru [39].

Ledové ¢astice jako porogen (ice particles as porogens)

V této metod¢ se vyuzivalo vody ve formé ledu jako castic k pozdéjSimu

vymyti. Voda se rozprasuje pies kapalny dusik, coz vede k okamzitému zmrznuti vody

a zachovani kulatého tvaru kapek. Takto zmrzlé kapky se promichaji se smési polymeru
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a rozpoustédla (chloroformu) pii okolni teplot¢ -20°C. Vznikla smés je nasledné
vystavena suSeni za mrazu (pfiblizné -80°C), pticemz dochazi k odstranéni/vymraZeni
chloroformu. Poté je vytvofena struktura umisténa do prostiedi o pokojové teploté
(okolo 25°C), coz vede k roztaveni doposud zmrzlych kapi¢ek vody a vzniku porézni

struktury (Obréazek 13).

Vyhodou této metody je pomérné snadna regulovatelnost velikosti poru a jejich

wewvr

Cold water

Liquid nitrogen

Ice particulates
Polymer solution i “

Aluminium mold
‘ Mixing

2

‘ Freezing
Liquid nitrogen EE

‘ Freeze-drying
T -

Ie— =1

Polymer sponge

Obrazek 12: Schéma procesu Obrazek 13: Ukézka finalni struktury
ice particles as porogens[39] povrchu scaffoldu - metoda ledovych éastic.
A) 70% zastoupeni ledovych Ccastic z
celkového objemu scaffoldu, B) 80%
zastoupen ledovych castic  z celkového

objmu scaffoldu [41]
Zpénovani plynem (gas foaming)

Metoda zpeénovani plynem byla vyvinuta se zadmérem vyhnout se pouzivani
toxickych rozpoustédel a pevnych porogenti. Namisto porogenti je zde vyuzivan plyn.
V prvni fazi je vytvofena struktura z vhodného polymeru. Jednou z moznosti je
napiiklad lisovani do vyhfivané formy. Nasledn¢ je vytvofend struktura umisténa do
specialni komory, kde na ni pod vysokym tlakem pisobi uréity plyn (bézn¢ CO,). Tlak

je postupné snizovan az na hodnotu atmosférickeho tlaku. V pribéhu tohoto procesu se
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postupné formuji péry az do vysledné struktury, které je dostateéné porovita (Obrézek
14).

Jak jiz bylo fe€eno v Uvodu vyhodou tohoto procesu je nepotieba vyuziti
toxickych rozpoustédel, dale zpracovani za normalni teploty, coz umoznuje inkorporaci
1é¢iv citlivych na vyssi teplotu. Zna¢nou vyhodou je také vysoka porozita (az 90%)
vzniklé struktury. Nevyhodou je omezené mnozstvi vyuzitelnych polymert vzhledem k
pottebé vysokého amorfniho podilu. Dalsi nevyhodou je, ze pouze 10-30% poért je

propojeno [42].

"’.,; ' 3 y L . i 4 . < v p
Obrazek 14: Ukézka finalni struktury Obrazek 15: Ukézka finalni
povrchu scaffoldu - metoda zpénovani struktury povrchu scaffoldu -
plynem [42] metoda separace fazi [37]

Separace fazi (phase separation)

Princip této metody je zaloZen na misitelnosti paru rozpoustédlo-nerozpoustédlo
pro pouzity polymer. Prvnim krokem procesu je rozpusténi polymeru ve vhodném
rozpoustédle a nasledné naliti vzniklého polymerniho roztoku do rezervoaru
s nerozpoustédlem. Diky tomu dojde k vysrdZeni polymeru a vzniku porézniho

scaffoldu (Obrazek 15).

Jako vyhody lze jmenovat snadnou ovlivnitelnost vysledné struktury a velikost
pora. Nevyhodou je citlivost metody na piesnost obsluhy a vlivy pouzZivanych

zatizeni[37].
Rapid prototyping

Na rozdil od vSech vySe zminénych metod, kdy se jednalo vice ¢i méné
0 ndhodné tvofeni a propojovani pora je tato metoda zalozena na presném

preddefinovani pozadovanych vlastnosti pfed samotnym procesem vyroby pomoci CAD
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systému (pocitatem podporovany design). To znameng, ze model (scaffold) je navrzen
pomoci pocitace a nasledné jsou data ptevedena do tiskarny pro trojrozmérny tisk, kde
dojde k vytisténi navrzeného modelu (Obrazek 16). Jako nejvétsi vyhody této metody
lze uvést Gsporu casu a financnich prostfedki potfebnych k vyvoji nového modelu

scaffoldu [43].

V soucasné dobé existuje nckolik metod zalozenych na technice rapid
prototyping. Jednd se napiiklad o stereolitografii, selektivni laserové spékani,
modelovani laminovanych objektii, modelovani ukladanim taveniny a trojrozmérny tisk

[39].

4 it - 8 o

Obrézek 16: Ukazka prikladu finélni struktury povrchu scaffoldu - metoda 3D tisk [43]
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3 Experimentalni Cast

Experimentalni ¢ast vychazi z poznatkti uvedenych v Diplomové praci J. Erbena
[31]. Ve zminéné praci se pro vyuziti v tkalovém inzZenyrstvi ve vztahu k regeneraci
kostni tkané jevil velmi slibné¢ material, ktery ve své struktufe obsahoval smés nano

a mikrovlaken.

Cilem experimentalni ¢asti bylo optimalizovat vyrobni proces kombinujici melt
blown a elektrického zvlaknovani. Nasledné vytvorit nékolik druht materiala
s rozdilnym zastoupenim nano a mikrovlaken ve své struktuie, dale ovéfit rozdilné
zastoupeni nano a mikrovlaken ve struktufe vyrobenych materialtt pomoci obrazové
analyzy. Poslednim bodem experimentalni ¢asti bylo biologické testovani, které
zkoumalo zivotaschopnost bunék na materidlech ve vztahu k rozdilnému zastoupeni
nano a mikrovladken a posouzeni vhodnosti vytvorenych materidld pro vyuziti

V regenerativni medicing.

Technologie vyroby pozadovanych struktur byla zalozena na kombinaci dvou
rozdilnych postupti pro vyrobu vlaken. Pro vyrobu mikrovlaken byla vyuzita
technologie melt blown, zatimco nanovlakna byla tvofena technologii elektrického
zvlaknovani. Pfedpokladem pro docileni rozdilného zastoupeni nano a mikrovlaken ve
struktuie byla zména rychlosti Sroubu extrudéru a tim ovlivnéné mnozZstvi tvorenych
mikrovldken. VIakenné vrstvy byly tvofeny z biodegradabilniho polymeru -
polycaprolactone (PCL).

Hodnoceni strukturnich vlastnosti materiali bylo provadéno pomoci SEM
a obrazové analyzy. Zamérem bylo zhodnotit strukturni vlastnosti vyrobenych materialt
ve vztahu k rozdilnym vyrobnim parametrim. Konkrétné bylo hodnoceno zastoupeni
nano a mikrovlaken, priméry vlaken a velikosti mezivlakennych prostor. Dalsim bodem
byl pokus o nalezeni vhodn&j$i metody pro hodnoceni zastoupeni nanovldken ve
vrstvach. Pro tyto ucely byly vytvoieny vrstvy z dvou rozdilnych materidlii. Jeden z
materiali slouzil k tvorbé mikrovlaken (PCL) a druhy k tvorbé nanovlaken
(PVB/PVDF).

Pro biologické testovani byly vyuzity buriky lidské nadorové linie kostnich
osteoblastli oznacCovanych jako MG63, jez byly nasazeny na vyrobené materialy.
Zamérem bylo pozorovat a vyhodnotit chovani a Zivotaschopnost bun¢k po dobu ctyt

tydnd, dale na zakladé ziskanych poznatkid posoudit vhodnost materiali pro vyuziti
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Vv regenerativni medicing. Konkrétné byla hodnocena viabilita bun¢k a schopnost bunék
Sifit se do vnitinich struktur testovanych materialt. Hodnoceni bylo provadéno pomoci

MTT testu, SEM a fluorescen¢ni mikroskopie.

3.1 Prubéh a optimalizace procesu vyroby objemnych mikro-

nanovlakennych vrstev s rozdilnym zastoupeni mikro a nanovlaken

Hlavni néplni této kapitoly byla snaha vytvofit stejnou vyrobni technologii tti
vldkenné matridly s riznym zastoupenim mikro a nanovlaken ve struktufe. Jednim
z téchto materiald byl zvolen material vyrabény a testovany v predchozim vyzkumu
[31]. U tohoto materidlu jsou znameé piesné technologické proménné pii vyrobé,
biologicka odezva na jeho strukturné, materidlové vlastnosti, struktura samotna
a pfedevsim objemovy podil nanovlaken ve struktufe dosahujici 1%. Material s touto
znamou strukturou bude tedy slouzit jako vychozi material, od kterého se bude odvijet

vyroba dalSich dvou materili, a také jako jisty srovndvaci element.

S ohledem na strukturni parametry vychoziho materialu bude snahou vyrobit
jeden material s objemovym podilem nanovlaken 0,5% a druhy s objemovym podilem
2%.

Jako hlavni vyrobni proménna, kterou bylo moZzno pii vyrobé regulovat pomér
mikro a nanovldken ve struktufe, byla regulace otdCek Sroubu extrudéru, tedy
v disledku objemu vytlacovaného polymeru a tim 1 mnozstvi tvofenych mikrovlaken
v zavislosti na ¢ase. Byl tedy stanoven predpoklad, ze snizenim otacek sroubu extrudéru
0 50 % oproti nastaveni pro vychozi materidl vytvofime material s objemovym
zastoupenim nanovlaken 0,5%. Naopak zvySenim otacek Sroubu o 100% vyrobime

material s objemovym zastoupenim nanovlaken 2%.

Cilem optimalizace bylo tedy stanoveni vyrobnich rychlosti v zavislosti na
nastaveni koeficientu rychlosti na samotném zafizeni, které nedovolovalo nastaveni
otaCek v jednotkdch ot/min ale pouze pres koeficient s nezndmym piepoctem. Tento

koeficient navic nevykazoval ptimy linearni dopad na udélené otacky Sroubu extrudéru.

3.1.1 Optimalizace parametri technologie melt - blown

Zatizeni vyuzivané k vyrobé vldkennych vrstev bylo umisténo v prostorach

poloprovozu Katedry netkanych textilii a nanovlakennych materialt. Jednalo se o plné
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funk¢ni laboratorni zafizeni melt-blown od firmy J & M LABORATORIES (Obrazek
17). Vzhledem ke stafi pfistroje (n€kolik desetileti), nebyla zachovana zadna technicka
dokumentace, proto prvnim bodem optimalizace bylo zjistit vztah otacek volitelnych na

pfistroji (pfes neznamy koeficient) ke skuteénym otackam Sroubu extrudéru za minutu.

Obréazek 17: Melt - blown zarizeni J & M LABORATORIES

Jako vychozi bod byl zvolen koeficient nastavitelny na pfistroji s hodnotou 100.
K méteni otacek Sroubu extrudéru byl vyuzit digitalni otackomér. Pro danou vychozi
rychlost bylo naméfeno 7,5 ot/min. Nasledné¢ byla hodnota koeficientu na pfistroji
sniZzena o polovinu na 50 za ucéelem zjisténi, zda dojde ke snizeni rychlosti Sroubu
extrudéru taktéz o polovinu. Po naméfeni rychlosti 2,3 ot/min bylo prokazano, ze zde
neni linearni vztah mezi hodnotou koeficientu nastavitelnou na pfistroji a otackami
Sroubu extrudéru. Vzhledem k tomuto faktu byly nésledné dikladné prométeny rychlosti
Sroubu extrudéru ve vztahu k nastavitelnym koeficientim na pfistroji (Tabulka 5). Zaroven
byly stanoveny pifesné hodnoty nastavitelného koeficientu na pfistroji tak, aby
odpovidaly pozadovanému snizeni 0 50% a zvySeni o 100% rychlosti otacek Sroubu
extrudéru. Pro tyto pozadavky odpovidaly hodnoty koeficientu na pfistroji 63,100
a 172 (Tabulka 6).

Tabulka 5: Naméiené rychlosti oticek Sroubu extrudéru vzhledem ke koeficientu
nastavitelnému na MB

Koeficient nastaveny na mb 40 |50 |60 |70 |80 |90 |100 |110
Rychlost §roubu extrudéru [ot/min] |14 |23 |31 |45 |56 |65 |75 |84

Koeficient nastaveny na mb 120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180
Rychlost $roubu extrudéru [ot/min] | 9,6 | 10,6 | 11,6 | 12,6 | 13,7 | 14,8 | 15,8
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Tabulka 6. Nastavené hodnoty koeficientu na MB v poméru se skutecnymi otackami
vyuzivané v pribéhu vyrobniho procesu

Koeficient nastaveny na mb 63 100 172
Rychlost Sroubu extrudéru [ot/min] 3,75 7,5 15

Vztah koeficientu nastaveného na MB k rychlostem Sroubu extrudéru
200

180

160 /
o //

: -~

80 /

" /
40

20

Koeficinet nastaveny naMB

1,40 2,30 3,10 4,50 5,00 5,60 6,50 7,50 8,40 9,60 10,60 11,60 12,60 13,70 14,80 15,80

Rychlost Sroubu extrudéru [ot/min)

Graf 2: Zobrazeni vztahu koeficientu nastaveného na MB k rychlostem Sroubu
extrudéru

Pfed samotnym procesem vyroby bylo dale zapotfebi nastavit teploty
jednotlivych vyhiivacich zén zatizeni (Obrazek 18). Tyto hodnoty byly pievzaty
v navaznosti na piedeslou diplomovou praci [31] a jevily se jako nejidealné&jsi pro dany
polymer.

a b (o d e I
Teploty [°F] 176 250 300 340 340 370

Obrazek 18: Schema nastaveni hodnot teplot v jednotlivych zénach extrudéru a trysky
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3.1.2 Optimalizace finidlniho usporadani pro kombinaci technologii MB a el.
zvlakiovani.

Pro zamér tvorby vlakennych vrstev s kombinaci nano a mikrovlaken bylo
zapotfebi zacClenit do vyrobniho procesu zafizeni na tvorbu nanovléken, jimz byl
strunovy spinner s moznosti regulace otacek. Spinner byl napojeny na kladné
polarizovany zdroj vysokého napéti. Kolmo proti spinneru ve vertikdlnim sméru byla
umisténa ojehlena protielektroda, ktera byla napojena na zaporné polarizovany zdroj
vysokého napéti. Toto zafizeni bylo umisténo mezi MB a kolektor. Vzdalenosti

vzajemného prostorového usporadani byly prevzaty z predeslé Diplomové prace [31].

iy

250

O 350

650

Obréazek 19: Schéma vzajemného usporadani jednotlivych komponentii vyrobnich
technologii MB a ELS s uvedenymi vzajemnymi rozmery [31]

3.1.3 Vyroba vrstev z PCL kombinaci technologii melt - blown a elektrického

zvlaknovani

Pro vyrobu vrstev kombinaci technologii melt blown a elektrického zvlakfovani
byl vyuzit princip unaSeni nanovldken vzduchem, ktery byl detailné¢ popsan
v Bakalarské praci J. Erbena [44]. Podstatou procesu bylo strhavani nanovlaken (jenz
byly tvofeny mezi elektrodami) proudem vzduchu, ktery jiz unasel mikrovlakna tvorena

melt blown zafizenim.

Pro proces elektrického zvldknovani byl pouzit polymerni roztok 16% PCL
Mn = 45 000 - Sigma Aldrich. Dany polymer byl rozpustén v rozpoustédlovém systému
chloroform - etanol v poméru 9:1. K procesu rozpousténi bylo vyuzito mechanické

michani pomoci michatka, které bylo umisténo do nadoby s polymernim
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roztokem. Nasledné se nadoba umistila na michacku. Michacka byla nastavena na 200

ot/min. Proces trval tak dlouho, dokud nedoslo k uplnému rozpusténi PCL.

Vyrobni proces byl zahajen nastavenim teplot na MB zafizeni. Po 10 min
ohfevu byl zapnut pohon a pies nasypku dopraven do zatfizeni PCL ve form¢ granuli.
Rychlost Sroubu extrudéru byla nastavena na 2,5 ot/min po dobu 10min, aby doslo
k dtikladnému roztaveni PCL. Nasledné byla rychlost zvySena na vyrobni (Tabulka 6).
Soucasné byl vlit piipraveny polymerni roztok do zasobniku, v némz rotoval strunovy
spinner rychlosti 30 ot/min v protisméru hodinovych rucicek. Smér rotace byl zvolen
Cisté z diivodu usnadnéni pozdéjsiho dolévani polymerniho roztoku do zasobniku a na
samotny proces vyroby nemél vliv. Nasledné byly pustény zdroje vysokého napéti. Jako
startovni napéti bylo nastaveno -20 kV a +15 kV. Toto napéti se v pribéhu procesu
postupné meénilo az na hodnoty -35 kV a +20 kV z divodu zmény viskozity
polymerniho roztoku vlivem postupného odpafovani rozpoustédlového systému do
ovzdusi. Z divodu potieby dopliiovani polymerniho roztoku do zasobniku, musela byt
vyroba pferusovana apolymerni roztok dopliovan. Nutnost pferuSovani byla
posuzovana vizualné (struny spinneru se piestaly smacet v polymernim roztoku) a to
ptiblizn¢ kazdych 10min. V dob& preruseni byla zahrazena drdha mezi MB
a kolektorem, aby nedochazelo k nafoukavani pouze mikrovlaken, dale k vypnuti zdroji
vysokého napéti a manualnimu oc€iSténi strun na strunovém spinneru. Po doplnéni
polymerniho roztoku nasledovalo opétovné navraceni piedeslych vyrobnich podminek.
Vyrobni proces trval 120 min pii koeficientu 63, 60min pii koeficientu 100 a 30min pti
koeficientu 172. Vyroba probihala pfi okolni teploté 21,4 °C a vlhkosti vzduchu 29,3%.

Po dokonéeni vyrobniho procesu (Obrazek 20) byly vrstvy odebrany
z kolektoru. Velikost vyrobenych vrstev byla ptiblizné velikost formatu A4 o tloustce
cca 5mm (Obrazek 21).

Pro veskera nasledna testovani v této Diplomové praci je vyuZito oznacovani
vzorkll na zakladé nastavené hodnoty koeficientu u MB zafizeni a to ME63,ME100
aMEL172. Zkratka ME oznaCuje kombinaci technologii melt-blown a elektrického

zvlaknovani.
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Obréazek 20: Vyrobend vrstva pired Obrazek 21: Ostrizend vrstva
odebranim z kolektoru

Vzhledem k ziskanym poznatkii béhem vyrobniho procesu byl vytvoien navrh
pro inovaci vyrobniho zafizeni. Na schématu (Obrdzek 22) jsou znazornény moznosti
vylepSeni ¢asti oproti plivodnimu zafizeni, na kterém byl provadén vyrobni proces.
Konkrétné by mohlo dojit k nahrazeni strunového spinneru fadou jehel do kterych by se
piivadél polymer za pomoci ¢cerpadel. Pfredpokladem takto navrzenych zmén je zlepSeni

plynulosti vyroby a zjednodusSeni obsluhy zafizeni.

Obrazek 22: Schématické zndazornéni usporadini zarizeni MB v kombinaci s el.
zvlakiiovanim: 1 - kolektor, 2 - vlakennd vrstva, 3 - jehlovy kolektor, 4 - proud vzduchu
s vlakny, 5 - ojehlend protielektroda, 6 - melt-blown zarizeni, 7 - cerpadia, 8 - extrudér,
9 - zdroje vysokého napéti, 10 - nasypka, 11 - prevodovka, 12 - motor

3.1.4 Ovéieni objemového zastoupeni nanovlaken ve vyrobenych vrstvach

Tato cast experimentu byla provadéna pro ovéfeni cile vyrobit materialy
S objemovym zastoupenim nanovlaken 0,5%, 1% a 2%. Za timto t¢elem byly vyrobeny

tfi vlakenné vrstvy pouze s vyuzitim technologie melt blown a tfi vlakenné vrstvy
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kombinaci technologii melt blown a elektrického zvlaknovani. Postup vyroby a vyrobni
parametry byly stejné jako v kapitole 3.1.3. Zménén byl pouze ¢as vyroby na 30 min

pro vSechny vyrabéné vlakenné vrstvy.

Z kazdého vyrobeného materidlu se odebraly 4 vzorky o rozméru 50 x 50 mm.
Vzorky byly separovany z vrstvy alespont 20mm od kraju, které byly tenéi a zkreslovaly

by plosnou hmotnost. Nasledné byly vzorky na digitalni vaze zvazeny.

Vysledné hodnoty byly ziskany vzajemnym odectenim vah vzorkd vyrobenych
MB od vzorkl vyrobenych kombinaci MB a ELS pro stejné rychlosti vyroby. Ziskané
hodnoty byly pievedeny na procenta, ktera signalizovala objemové zastoupeni
nanovlaken v danych vrstvach. Konkrétné 0,5% pro ME63, 1% pro ME100 a 2% pro
ME 172. Tim byl potvrzen pivodni piedpoklad pro vyrobu vlakennych vrstev s

rozdilnym objemovym zastoupenim nano a mikrovlaken.

3.2 Méreni strukturnich vlastnosti materialu ME63, ME100 a
ME172

Nasledujici kapitola se bude vénovat hodnoceni strukturnich vlastnosti
vyrobenych vldkennych vrstev se zaméfenim na pramérd vldken a velikosti
mezivlakennych prostor. K tomuto uéelu byl vyuzit rastrovaci elektronovy mikroskop
a pocitacovy program pro obrazovou analyzu NIS Elements. Takto provedena méfeni
m¢éla za ucel zjistit, zda se vytvorené vlakenné vrstvy strukturné podobaji extracelularni
tkanové matrici a jaky vliv ma zména vyrobni rychlosti Sroubu extrudéru na zastoupeni

mikro/nanovldken a velikost pora.

3.2.1 Nasnimani povrchu a tvorba obrazu

K tomuto ukolu byl vyuzit rastrovaci elektronovy mikroskop TESCAN VEGA
TS 530 s rozliSenim 3 nm, zvétSenim 20 - 50000x, urychlovacim napétim 0,2 - 30 kV
a dosahovanym podtlakem 5x107 Pa, ktery byl propojen se stolnim po¢itaem, jenz byl
doplnén o softwere umozZiujici zaznamendvani a ukladani ziskanych obrazii ve
standardnim obrazovém formatu (napi. JPEG). Takto uloZené obrazy mohly byt dale
zpracovavany Vv jinych grafickych programech. Dale pak zlaticka Q150R - Quorum.
Veskera vyuzivana zafizeni byla umisténa v laboratofich pro biologické testovani

katedry netkanych textilii (KNT).
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Obrazek 23: Elektronovy mikroskop Obrazek 24: Zlaticka Quorum
TESCAN

Postup

Z kazdého analyzovaného materidlu byly odebrany vzorky z pfedni strany, zadni
strany a ze stiedu o velikosti nékolik mm?. Vzorky se nalepily na kovové terdiky
o prum&ru 30 mm. Nasledné se terCiky postupné umistovaly do zlaticky, kde se na
jejich povrch nanasela vrstva zlata o tloustce 5 nm (Obrazek 25). Takto ptipravené
ter¢iky byly umistovany do komory elektronového mikroskopu, kterd byla nasledné
uzaviena a doslo k od¢erpani vzduchu. Tato procedura zabrala nékolik minut a poté

bylo mozné zahdjit potfizovani snimkt vzorkli v pozadovaném zvétSeni.

Obrazek 25: Pozlaceny tercik se vzorky uréenymi pro elektronovou mikroskopii

Vysledky

| O
b N -
M n
| QY -
| \ 3 S \ Al ‘ h
SEMHV: 30.0kV | SEMMAG: 102 kx VEGA3 TESCAN SEMMHV: 300KV | SEM MAG: 1.00 ke

WD: 7.22 mm Det: SE WD: 7.49 mm Det: SE 50 ym

Obrazek 26: MEG63 spodni strana, stied a vrchni strana - zvétseni 1000x
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WD: 7.75 mm Det: SE 50 ym FT TUL Liberec View fieid: 214 pm _ Date{midly): 04122115 FTTUL Liberec WD: 7.37 mm Det: SE 50 ym FT TUL Liberec]

Obrézek 28: ME172 spodni strana, stied a vrchni strana - zvétseni 1000x

Z potizenych snimkl 1ze pomérné snadno vypozorovat, ze vyrobené vlakenné
vrstvy se strukturné podobaji extracelularni tkanové matrici. Tim padem vsechny tii
materiadly splnily zakladni podminku pro pozdéjsi biologické testovani. Déle
z potizenych snimkt 1ze odhadnout zastoupeni nano a mikrovlaken. Jako vzorek
S nejveétSim zastoupenim nanovldken ve své struktuie se jevil vzorek oznaceny MEG3,
onéco méné nanovldken bylo obsazeno ve vzorku MEIO0 a nejméné jich bylo
pozorovano ve vzorku MEL172. Pro potvrzeni této domnénky byla vyuZita obrazova

analyza.

3.2.2 Obrazova analyza

Me¢fteni strukturnich parametri probihalo pomoci programu pro obrazovou
analyzu NIS Elements AR 3.0 dostupného v laboratofich pro biologické testovani KNT.
M¢éteni se provadelo pro materidly ME63, ME100 a ME172. Zjistovanymi parametry
byly priméry vlaken a z toho plynouci zastoupeni nano/mikrovlaken, dale pak

primérné velikosti mezivlakennych prostor.
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Postup méreni pruméru vliken

Me¢éteni bylo zahdjeno spusténim programu NIS Elements a néslednou importaci
snimka ziskanych z ptedeslé elektronové mikroskopie. Déle bylo zapotiebi provést
kalibraci (u kazdého snimku), kterd pfifazuje snimkim realny rozmér stanovenim
jednotky. Ta se provedla pravym kliknutim mysi na zvoleny snimek a poté se vybrala
funkce kalibrovat dokument. Dal§im krokem bylo vybrani vhodného stylu méfeni
praméru vldken. Pro tento piipad byl zvolen zplisob dvou bodl spojenych useckou.
Zpusob méfeni pak probihal tak, Ze se oznalil jeden okraj vldkna a spojil se
s protilehlym okrajem, pifi¢emz bylo dbano na to, aby oba zvolené body na okrajich
vldken byly vzdjemné co nejkolméji a nedochazelo tim ke zkreslovani vysledku. Pro
velkou Cetnost vlaken ve snimcich z SEM a piesnéjsi statistickou hodnotu byla vybirana
vlakna, ktera protinala pomyslnou piimku v uhlopii¢éném sméru (levy horni roh - pravy
dolni roh). Pro kazdou stranu (vrchni, spodni, stied) materiali ME63 a ME100 se
provadélo 5 méfeni po 50 zvolenych vlaknech. U materidlu ME172 doSlo ke snizeni
Cetnosti meétitelnych vldken v uhlopfiéném sméru, coz vedlo k drobnému sniZeni
po¢tu méfenych vlaken, 1 pfes tento fakt byl zpiisob méfeni vzhledem k predeSlym
dvéma materialim zachovan. Veskera méfeni byla realizovana ze snimki z SEM

0 zvétSeni 1000X.
Postup méfeni priitméri mezivlikennych prostor

Me¢ieni bylo zahdjeno obdobné jako u méfeni primérd vlaken spusSténim
programu NIS Elements, importaci snimkd a kalibraci obrazu. Déle bylo provedeno
ofiznuti obrazu tak, aby na snimku byla pouze plocha s vldkny. Nasledné se snimek
ptevedl do binarni podoby a byly nastaveny hodnoty prahovani (Obrazek 29).
Nastavené hodnoty prahovani byly zvoleny na zaklad¢ piedeslé Diplomové prace [31].

Posléze byl jiz program schopny sam dokoncit méfeni a ¢iselné hodnoty exportovat do

Excelu.
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Obrazek 29: Nastavené hodnoty prahovani

~48-



TECHNICKA UNIVERZITAV LIBERCI

V prubéhu méfeni byly pozorovany nedostatky programu vzhledem k ziskavani
pfesnych hodnot praméri mezivlakennych prostor nami vyrobenych materialti a to
z diivodu znacné Elenitosti povrchu. Tento jev vedl k tomu, Ze program v rdmci
nastaveného prahovani vytvarel neexistujici pory na povrchu vlaken (Obrazek 30).
Nasledna zména prahovani (zejména hodnoty pro horni mez) nebyla uspé$na, nebot’
kdyz se podaftilo odstranit neexistujici pory z povrchu ptivodniho vldkna, tak se objevily
pory na jiném vldknu, nebo se zacala do vysledki promitat vldkna, kterd program
doposud nezahrnoval (Obréazek 31). Proto bylo pro v§echna méfeni zachovano ptivodni
nastaveni prahovani. Méfeni se provadélo 5x pro kazdou stranu vsSech tfi materiali.

Veskera méfeni byla pofizovana ze snimku z SEM o zvétseni 1000X.

~ , ' . d P o~
Obrézek 30: Pivodni snimek z SEM (vlevo) a ukdzka vytvorenych neexistujicth porii na
povrchu vldken po prahovani (vpravo)

Vo4 '~ 2% =* -
Obréazek 31: Ukdzka piivodniho prahovani 65 (vl ani na 45
(vpravo)

Vysledky - priméry vlaken

Ke zpracovani ziskanych vysledka byl vyuzit program Microsoft Office Excel
2007. Priméry vldken byly rozdéleny do tiid. Z pocatku pro lepsi transparentnost byl

zvolen postup mezi tfidami o hodnotu 0,5, coz znamenalo 0-0,5 um a 0,51-1 pm.
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Nasledné byl zvolen postup o hodnotu 3, tudiz 1,01-4 pm, 4,01-7 pm, atd. az do

hodnoty 50 pum. Do vysledného grafu se promitly jen ty priméry, které v konecné sumé

ptesahovaly Cetnost vice jak 10 a to vzhledem k tomu, ze mensi ¢etnosti byly z pohledu

statistiky shledany bezvyznamnymi.

Priméry vliken ME63

Tabulka 7. Namerené hodnoty primeéri vidken - ME63

Pramér St.odchylka Minimum Maximum Procento
[um] [pm] [um] [um] nanovlaken
[%]
2,634 3,782 0,22 31,96 53
Histogram - priiméry viaken ME63
250
200
2 150
c
@ 100
e}
< I |
0 || _——
0.5 1 4 7 10 13
Tridy [um]

Graf 3: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid priméri vidken - ME63
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Priméry vliken ME100

Tabulka 8: Namérené hodnoty priimérii vldken - ME100

Tridy [um]

Pramér St.odchylka Minimum Maximum Procento
[um] [pm] [um] [um] nanovlaken
[%]
3,378 5,014 0,2 58,58 48
Histogram - praméry vlaken ME100
250
200
2 150 I
f=4
@ 100 E.
QO
50 -
. . H =
0.5 1 4 7 10 13 16

Graf 4: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid prizméri vidken - ME100

Priuméry vlaken ME172

Tabulka 9: Nameérené hodnoty primeérii vidiken - ME100

Pramér St.odchylka Minimum Maximum Procento
[um] [um] [um] [um] nanovlaken
[%]
4,484 6,163 0,23 45,6 40
Histogram - priiméry viaken ME172

200
. 150
£ 100
S

. B

0 - . | I —
0.5 1 4 7 10 13 16 19
Tridy [um]

Graf 5: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid priméri vidken - ME172
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Z uvedenych vysledkl je jasné patrna zména zastoupeni nano/mikro vladken ve
vrstvach vlivem zmény rychlosti $roubu extrudéru. Cim byla rychlost extrudéru nizsi,
tim bylo zastoupeni nanovldken ve vyrobené vldkenné vrstvé vyssi. NejveEtsi zastoupeni

nanovldken ve své struktufe mél materiall ME63 a to 53%, naopak nejmensi mél

material ME172 s 40%.

Vysledky - priméry mezivlakennych prostor

Ke zpracovani ziskanych vysledku byl vyuzit program Microsoft Office Excel
2007. Priméry mezivlakennych prostor byly rozdéleny do tfid s postupem o hodnotu
30, mimo prvni tfidu, které byla navysSena o hodnotu 20 tedy: 0-20 pm, 20,01-50 pm,
50,01 - 80 pum atd. az do hodnoty 590. Stejn¢ jako u priméru vlaken se zapocitaly jen ty

primeéry, které presahly hodnotu Cetnosti 10.

Priuméry mezivlakennych prostor ME63

Tabulka 10: Nameérené hodnoty priuméri mezivlakennych prostor- ME63

Pramér [pm] St.odchylka [pum]

Minimum [pum]

Maximum [pum]

48,149 141,732

0,5

3451,01

3000

Histogram - priméry mezivlakennych prostor ME63

2500

2000 -

1500 -

Cetnost

1000 -

500 -

0 - [

Tridy [um]

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470

Graf 6: Cetnost zastoupenti jednotlivych tiid priimérii meziviakennych prostor - ME63
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Priméry mezivlikennych prostor ME100

Tabulka 11: Namérené hodnoty priimérii mezividkennych prostor- ME100

Primér [pm]

St.odchylka [pm]

Minimum [um]

Maximum [pum]

35,550

90,227

0,56

1844,22

4000

Histogram - priméry mezivlakennych prostor ME100
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Tridy [um]
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Graf 7: Cetnost zastoupeni jednotlivych tiid primérii mezivldkennych prostor - ME100

Priméry mezivlikennych prostor ME172

Tabulka 12: Nameérené hodnoty priuméri mezivlakennych prostor- ME172

Primér [pm]

St.odchylka [pum]

Minimum [pum]

Maximum [pum]

87,929

293,489

0,36

5763,37

Histogram - praméry mezivlakennych prostor ME172
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Graf 8 Cetnost zastoupenti jednotlivych tiid priméri mezividkennych prostor - ME172
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Z uvedenych vysledki je patrné, Ze materidl ME100 mél nejmensi namétenou
primérnou velikost mezivlakennych prostor. Naopak material ME172 mél namétenou
pramérnou velikost mezivldkennych prostor nejvyssi. SpoleCnym rysem pro vSechny

materidly je zna¢nd prevaha velikosti pora do 20 pm.

Na zaklad¢ vyse specifikovaného problému pii méfeni se tato metoda nejevi
jako zcela ptesna. Namétem na dals$i zkoumani by mohlo byt nalezeni vhodnéjsi metody
pro hodnoceni velikosti mezivlakennych prostor u takto ¢lenitych povrchii. Bylo by
zajimave sledovat, zda by vysledky ukazovaly podobné hodnoty a nebo by doslo

ke zméné a napiiklad material ME63 by vzhledem k nejvys$imu obsahu nanovlaken ve

A4

3.3 OdliSeni a vizualizace vlaken z riznych technologii

Cilem této experimentalni ¢asti bylo pomoci materidlové analyzy vizualizovat
aodlisit ve vytvofeném kompozitu nanovldkna vyrobend metodou -elektrického

zvlaknovani a mikrovladkna vyrobena metodou melt blown.

Vysledky tohoto experimentu maji slouZit jako dikaz pfitomnosti vldken z obou
technologii a predev§im pro vyvinuti metodiky vizualizace jednotlivych druhti vlaken
tak, aby se dalo v dalsim vyzkumu kvantitativné studovat zastoupeni vlaken

z jednotlivych technologii a homogenita zastoupeni.

Jako metoda provedeni byla vybrana vizualizace elektrostaticky zvlaknénych
nanovlaken pies obsazeny specificky prvek pomoci rastrovaci materidlové analyzy EDS
spojeného spolu s SEM. Zastoupeni mikrovlaken z technologie melt blown bylo jak po
materidlové tak po technologické strance totozné, jako pii vyrob€ materiald pro

biologické testovani.

e EDS analyzator: slouzi k detekci charakteristického RTG zafeni, jenz se
vyuziva pro analyzu chemického slozeni vzorkl. Metoda dokaze zjistit, jaké

prvky a v jakém mnozstvi se nachdzeji ve vzorku

Podle doporuceni byly pro realizaci experimentu vybrany dva prvky které EDS

analyze na SEM snimcich velmi dobie kontrastuji.

1. Prvnim prvkem byl Jod - tento prvek byl inkorporovan do nanovlaken
z polyvinylbutyralu (PVB) ve formé bézné dostupné jodové tinktury, ktera

ma s timto polymerem spole¢ny rozpoustédlovy systém v podobé ethanolu.
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Bylo tedy mozné takto pfipraveny roztok prevést v elektrostatickém poli do
podoby nanovlaken.

2. Druhym prvkem byl fluor - jako nosi¢ tohoto prvku byl vyuzit
polyvinylidenfluorid (PVDF), ktery obsahuje kontrastni fluor jiz pfimo ve
své molekuldrni struktufe. Navic byl tento materidl jiz diive uspéSné

zvlaknovan v elektrostatickém poli.

3.3.1 Vyroba kompozitnich vrstev

Vyroba vrstev probihala na stejném principu kombinace melt blown
a elektrického zvlakinovani jako u materidli pro biologické testovani. Pro proces

elektrického zvlaknovani byli ptipraveny dva druhy polymernich roztoki:

e PVB 10% - ptipraveno 50 ml roztoku v kombinaci 5g PVB a 45g jodoveé
tinktury

e PVDF 20% - ptipraveno 50 ml roztoku v kombinaci 10g PVDF a 40g
DMAC (dimethylacetamid)

Ptipravené smési byly umistény na michacku a nastaveno 200 ot/min. Doba michani
nebyla nikterak stanovena a michani probihalo dokud nedos$lo k Gplnému rozmichani
PVB/PVDF.

Vyrobni proces byl zahajen nastavenim teplot na MB zatizeni. Po 10min ohfevu
byl zapnut pohon a ptes nasypku dopraven do zafizeni PCL ve formé granuli. Rychlost
Sroubu extrudéru byla sniZzena na 2,3 ot/min po dobu 10min, aby doslo k dikladnému
roztaveni PCL, nasledné byla rychlost zvySena na 7,5 ot/min. Zaroven s nastavenim
vyrobni rychlosti byl vlit pfipraveny polymerni roztok (PVB/PVDF) do zasobniku.
Otacky strunového spinneru byly nastaveny na 30 ot/min ve sméru proti hodinovym
ru¢ickam. Jako startovni napéti pro oba materialu bylo nastaveno -20 kV a +15 kV.
Toto napéti se v priabéhu procesu postupné ménilo az na hodnoty -35 kV a +20 kV.
Z diivodu potieby dopliiovani polymerniho roztoku do zisobniku musela byt vyroba
pferusovéana stejné¢ jako u materidlli piipravy materidlli pro biologické testovani.
Vyrobni proces trval 30 min pro oba roztoky. Vyroba probihala pfi okolni teploté
21,6 °C a vlhkosti vzduchu 29,1%.
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Po dokonceni vyroby byly vrstvy sejmuty z kolektoru a pfemistény k dalSimu
testovani. Vrstvy po odstfizeni okraji mély pfiblizné rozméry 200 x 200 mm o tloust’ce

cca 3mm.

3.3.2 Priprava vzorkiu a postup méreni

Z obou piipravenych materiali byly odebrany vzorky o velikosti n&kolika mm?,
jenz se nalepily na kovovy ter¢ik o priméru 30 mm. Teréik se nasledn¢ umistil do
zlaticky, kde se na jejich povrch nanesla vrstva zlata o tloustce 5 nm. Pozlaceny tercik
byl umistén do komory elektronového mikroskopu, ktera byla uzaviena a doslo k

odcerpani vzduchu. Po odsati vzduchu bylo mozné zahajit méfent.

3.3.3 Vysledky méreni

U PVB v kombinaci s jodisolem vlakna na snimcich vyrazné kontrastuji
(Obrazek 32). Ztoho vyplyva, ze piitomnost jodu je jasné prokazatelnd a zamér
pozorovat rozdilné slozeni kompozitni vldkenné struktury byl splnén. Kviili tloust’ce
materidlu (vice vrstev nad sebou), nebyl elektronovy paprsek schopny proniknout do
celé struktury daného materialu a pti hodnoceni nebylo mozné piesné urcit zastoupeni
vlaken obsahujicich jod. Vzhledem k tomuto problému byla z pivodniho materialu
sejmuta tenka vrstva a podrobena stejné analyze. Ani v tomto piipadé vSak neslo jasné

urcit pomoci EDS analyzy, Ze by se jod objevoval pouze v nanovlaknech.

Dil¢im tspéchem u této metody byla mozZnost jasné pozorovat pii dostate¢ném
zvétseni (1000x a vice) jednotlivd nanovldkna obsahujici jod. Nanovldkna vyrazné
kontrastovala oproti mikrovlakniim bez obsahu jodu. Zaroven tim bylo potvrzeno, Ze se

v daném kompozitu kombinuji vldkna z obou vyrobnich technologii.

Obrazek 32: Ukdzka snimkii z SEM - material s obsahem PVB - zvétseni 500x, 1000x a 2000x

U materidlu obsahujiciho PVDF v kombinaci s DMAC nebylo mozné pozorovat
ani naméfit téméf zadné hodnoty. Jako pravdépodobné piicina se jevi malé zastoupeni
vlaken obsahujicich PVDF.
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3.4 Biologické testovani materiali ME63, ME100 a ME172

Cilem biologického testovani bylo u vyrobenych materiala ME63, ME100
a ME172 analyzovat vlastnosti, na zakladé¢ kterych Ize vyhodnotit vhodnost vyrobenych
materiald k vyuziti jako tkanovy nosi¢ pro regenerativni medicinu. Mezi testované
vlastnosti patfila mira viability (zivotaschopnosti) bun¢k na piipravenych tkanovych
nosi¢ich, mira bunécné adheze na povrch jednotlivych materidlti a schopnost bun¢k
proliferovat do vnitinich struktur testovanych materiali. Hodnoceni bylo provadéno

pomoci MTT testu, SEM a fluorescenc¢ni mikroskopie.

3.4.1 Priprava vzorki

Z pivodni vrstvy bylo vyfezano pro kazdy material 60 vzorkl ve formé valecka
(disklt) o priméru 15 mm a vySce cca 0,5 mm. Primér 15 mm byl zvolen z divodu
usnadnéni pozd¢jsi manipulace pii biologickém testovani a dale, aby bylo mozné

vzorky umistit do 24 jamkové kultivaéni desky.

U materialu ME172 se pii vyfezavani zjistilo, ze vnitini struktura neni zcela
kompaktni jako tomu bylo u zbylych dvou materialti. Pravdépodobné v dusledku
prerusovani vyrobniho procesu z divodu dopliiovani polymeru pro proces elektrického
zvlaknovani (viz kapitola: 3.1.3), pficemz dochazelo k zasychani vrstvy na kolektoru

a nasledné pii obnoveni procesu nedoslo k Uplnému napojeni vrstev.

&
\
|

Obréazek 33: Priprava vzorki

Nasledné byly vzorky umistény do zkumavek a odeslany na sterilizaci ethylen-

oxidem do Ustfedni vojenské nemocnice v Praze.
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3.4.2 Nasazovani a kultivace bunék

Pro biologické testovani byly vyuzity buiky lidské nadorové linie kostnich
osteoblastii oznaCovanych jako MG63. Kazdy vzorek (mimo negativnich kontrol) byl
osazen buitkami v celkovém podtu 1x10° bundk na vzorek. Manipulace se vzorky

Vv pribéhu biologického testovani byla provadéna ve Flow Boxu - Teslar bio - Il - A.
Roztoky

PBS - fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (Ptiloha 1)

EMEM - kultiva¢ni medium (Piiloha 1)

FBS - fetalni teleci sérum (Ptiloha 1)

ATB - antibiotika
Postup

Sterilni vzorky byly umistény do kultiva¢nich 24 jamkovych desek a byl k nim
napipetovan 1 ml media, jez se skladalo z 89% EMEM, 10% PBS a 1% ATB. Takto
pfipravené¢ medium se vyuzivalo po celou dobu experimentu. Nasledn¢ se vzorky
vlozily na 24 hodin do inkubéatoru (37°C a 5% obsah oxidu uhli¢itého). Nastaveni

inkubatoru bylo taktéz po celou dobu experimentu neménné.

Po 24 hodindch bylo pozorovano, ze u vzorki ME172 doslo k minimalnimu
vsaknuti média a vzorky plavaly. Pravdépodobné z divodu nejvétSich mezivlakennych
prostor atim padem mensich kapilarnich sil, které napomahaji priniku media do
struktury. Naopak u vzorki ME63 doslo k uplnému vsaknuti media. U ME100 se ve
vétsiné piipadi medium zcela vsaklo, jen ojedinéle bylo pozorovano minimalni

mnozstvi nevsaklého media na dné jamky.

Pomoci pipet bylo odsato nevsaklé medium. Nasledné byly vzorky osazeny
buitkami ptidanim 1 ml media s obsahem 1x10° bun&k na vzorek. U negativnich kontrol
(NC) se do jamek se vzorky piidalo pouze medium. Pozitivni kontroly (PC) byly
provadény bez materialu osazenim dna kultiva¢ni desky bunkami. Veskeré vzorky byly

oznaceny a opét vloZeny do inkubatoru.

e Negativni kontrola slouzila k pfipadnému odhaleni kontaminace testovanych vzorki

a dale k porovnani strukturnich zmén testovanych materidli vzniklych vlivem

kultiva¢niho prostredi.
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e Pozitivni kontrola slouzila k uréeni procenta bun¢k, které adherovaly na vzorek

V porovnani s dnem kultiva¢ni jamky (povrch dna jamky je piijiman jako idedlni
povrch pro adhezi bun€k). Z pravidla byva béhem prvnich testovacich dnii hodnota
absorbance u PC vys$$i nez-1i u vzorki s testovanym materialem. Tato hodnota je

zavisla na specifickém povrchu daného materialu.

Vymeéna média se provadéla pravidelné kazdy 3. den u vSech vzorka véetné NC.
Po 7 dnech byly zbylé vzorky ptemistény do 12 jamkové kultivacni desky a obsah
média se navysil na 3 ml. Tato zména byla provedena z divodu zlepsSeni vyzivy
vzhledem K nartstajicimu poctu bunék. Vzorky byly odebirany 1., 7., 14., 21. a 28. den
po nasazeni pro fluorescenéni mikroskopii (2 vzorky), SEM (1 vzorek + NC)
a MTT (4+NC + PC).

3.4.3 Testovani viability bunék - MTT test

V nésledné kapitole bude popsano testovani a nasledné hodnoceni buné¢né
viability (biologicka aktivita bunétné kultury na vzorcich v zavislosti na ¢ase) pomoci
MTT testu. K testovani byly vyuzity ptistroje: spektrofometr BioTek ELX a laboratorni
centrifuga LMC 4200R Biosan.

Roztoky
Roztok MTT
IPA (Piiloha 1)
PBS - fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (Ptiloha 1)
EMEM - kultiva¢ni medium (Ptiloha 1)
Teorie MTT

Tato metoda je zalozena na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-

yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (fialové krystalky).

/© mitochondrial

reductase

"Y/\/f @A’Y\/;/

Obrazek 34: Redukce MTT na formazan mitochondrialni reduktazou
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Reakce probihd na mitochondridlni membrané zivych bunck. Formazan se
rozpusti pfidanim  okyseleného isopropanolu a zabarveni se vyhodnocuje
spektrofotometricky pii vlnové délce 570 nm (referen¢ni vinova délka 650 nm).
Hodnota absorbance roztoku odpovida mnozstvi zivych bun¢k, ¢im tmavsi barva a tedy

vyssi absorbance, tim vys$si procento zivych bunék (Obrazek 35).

Obréazek 35: Ukdzka zmény odstinu roztoku v zavislosti na procentu zivych bunék

Postup

Testované vzorky byly nejprve premistény do novych sterilnich jamek, aby
nedoslo k ovlivnéni vysledkd viability buikami adherovanymi na povrchu plvodni
kultivaéni jamky. Do jamek k pfemisténym vzorkim bylo pfidano 250 pl MTT a 750
pl média EMEM. Nasledné byly vzorky umistény na 3 hodiny do inkubatoru (37°C,
5% CO,). Poté byl roztok odsan a nahrazen 1000 ul IPA. Vzorky byly v IPA nékolikrat
proplachnuty nasatim a zpétnym vypusténim roztoku z pipety. Proplachovani se
provadélo z divodu celkového vyplaveni rozpusténého formazanu ze struktur vzorkt
pro zptesnéni dosazenych vysledku. Poté bylo od kazdého vzorku odsato pipetou 600 pl
roztoku, jenz byl napipetovan do eppendorfovych zkumavek. Zkumavky byly umistény
do centrifugy a centrifugovany po dobu 6min pii 1600 RPM. Po dokonceni bylo ze
zkumavek odsato 250 pl IPA a vloZzeno do 96 jamkové kultivaéni desticky. Desticka
byla nasledn¢ umisténa do spektrofometru, kde se zméftila absorbance pii vinové délce

570 a 650 nm.
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Vysledky

Namétené hodnoty z spektrofometru byly importovany a zpracovany v
programu Microsoft Office Excel 2007. Vysledny graf (Graf 9) srovnava hodnoty
bunééné viability (vypovida o poctu a metabolické aktivit¢ bunék) pro testované

materialy v jednotlivych testovacich dnech.

MTT test
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Graf 9: Hodnoty absorbance pii 570 - 650 nm vinové délce v zavislosti na case

Testy provadéné 24 hodin po nasazeni bunék vypovidaji o schopnosti bunék
adherovat na testované materidly. Hodnoty absorbance u MTT testu jsou u prvniho dne
srovnatelné pro vSechny testované materidly. Na zdkladé toho lze konstatovat, Ze

rozdilna struktura testovanych meteriald nema vliv na miru bunééné adheze.

Mira bunécné proliferace byla sledovana v pribéhu 4 tydnii od nasazeni bunék.
Z namétenych hodnot absorbance je ziejmy nartst 7. a 14. den po nasazeni osteoblastt
a to srovnatelné u vSech testovanych materidlti. Od 21 dne dochdzi k poklesu hodnot
absorbance, coz indukuje bunéénou smrt. Ke snizeni poctu zivych bun¢k na testovanych
materialech od 21 dne doslo zfejmé ze dvou divodi, a to diky dosazeni maximalni
konfluence bunék na povrchu materialu, kdy kontaktni inhibice zpisobi zastaveni dalsi
déleni bun¢k. Drohym diivodem mohla byt neschopnost bun¢k proliferovat dale do

vnitini struktury testovanych materiali.

Vysledky MTT testu byly u vSech materiali srovnatelné, pouzité poméry nano a

mikrovlakenné slozky tedy podporuji bunéénou proliferaci na podobné tirovni.
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3.4.4 Hodnoceni adheze a proliferace bunék - Fluorescen¢ni mikroskopie

V této Kkapitole bude popséno testovani vzorkti pomoci fluorescenéni

mikroskopie, ktera nam umozni pozorovat a zhodnotit miru relaxace jednotlivych bunék

v zévislosti na jejich tvaru a vnitini struktufe. K tomuto ucelu byl vyuzit invertorovy

fluorescen¢ni mikroskop Eclipse Ti Nikon a fluorescenéni aktivni latky DAPT a PI.

Roztoky

Pl - propidium iodid (Ptiloha 1)

DAPI

PBS - fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (Ptiloha 1)
Phalloidin

Vymrazeny methanol - Lach - Ner

Postup

Vzorky byly vyjmuty z ptivodnich kultivaénich desticek s mediem a premistény

do novych kultivacnich desticek. Nasledn¢ byl do jamek ke kazdému vzorku piidan

vymrazeny methanol (0,5 ml) tak, aby vzorky byly zcela ponoifené. Poté byly vzorky

vloZeny do lednice kde byly uchovany po dobu 30min pii 4°C. Timto zplisobem se

docililo fixace (usmrceni) bunék.

Pl: Po dokonceni procesu fixace byly vzorky 2x proplachnuty PBS, poté byl ke
vzorktim ptidan PI, ktery se vaze na bunéénou DNA. Nasledné se vzorky zakryly
alobalem tak, aby nedoslo k vyzareni fluorescen¢niho barviva a nechaly se 15 min
inkubovat pfi bézné pokojové teploté. Po inkubaci byly vzorky 6x proplachnuty
PBS, umistény do temného prostiedi (pfenosny box s vikem), aby se co nejvice
zamezilo vyzafeni barviva a premistény k méfeni na fluorescenénim mikroskopu.

DAPI: Po dokonéeni procesu fixace byly vzorky 2x proplachnuty PBS, poté byl ke
vzorktim pfidan Phalloidin a plsobil 30 minut pifi pokojové teploté. Nasledné byly
vzorky opé€t 2x proplachnuty PBS a ke vzorkiim bylo pfiddno DAPI. Vzorky byly
zakryty alobalem a nechaly se 5 min inkubovat pfi bézné pokojové teploté. Po
inkubaci byly vzorky 6x proplachnuty PBS, umistény do temného prostiedi

a prepraveny k méfeni na fluorescen¢nim mikroskopu.
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Na fluorescencnim mikroskopu byly vzorky postupné analyzovany z ptedni

strany, zadni strany a stfedu.
Vysledky

V prvni sadé¢ obrazku (Obrazek 36) lze vidét barveni bunéénych jader PI.
Snimky monitoruji vrchni vrstvy materiald v jednotlivych testovacich dnech po
nasazeni bunék. Radky reprezentuji jednotlivé materidly (ME63, ME100 a ME172),
sloupce pak jednotlivé testovaci dny (1., 7., 14., 21. a 28.). Uvedené snimky jsou

pofizeny pii 100x zvétSeni.

Obrézek 36: Snimky fluorescencni mikroskopie - vrchni vrstva-barvivo Pl - zvétseni
100x

V druhé sadé obrazka (Obrézek 37) lze vidét barveni bunéénych jader PL
Snimky monitoruji stfedni vrstvy materiali v jednotlivych testovacich dnech po
nasazeni bunék. Radky reprezentuji jednotlivé materialy (ME63, ME100 a ME172),
sloupce pak jednotlivé testovaci dny (1., 7., 14., 21. a 28.). Uvedené snimky jsou

potizeny pii1 40x zvétSeni.
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Obrazek 37: Snimky fluorescencni mikroskopie - stiedni vrstva-barvivo Pl - zvétseni
40x

Ve tieti sadé obrazku (Obrazek 38) lze vidét barveni bunénych jader DAPI.
Snimky monitoruji stfedni vrstvy materiald v jednotlivych testovacich dnech po
nasazeni bunék. Radky reprezentuji jednotlivé materialy (ME63, ME100 a ME172),
sloupce pak jednotlivé testovaci dny (1., 7., 14., 21. a 28.). Uvedené snimky jsou

poftizeny pii 40x zvétSent.

"
| ----
| ----

Obrazek 38: Snimky fluorescencni mikroskopie - stiedni vrstva-barvivo DAPI - zvétseni
40x
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3.4.5 Hodnoceni adheze a proliferace bunék - Elektronova mikroskopie

V této kapitole bude popsana metoda hodnoceni bunééné adheze a bunécné
proliferace do vnitinich struktur materiald pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie.
Na rozdil od MTT testu elektronova mikroskopie umoziuje vizualni hodnoceni a dava
moznost analyzovat vlastnosti danych materiald z jiné perspektivy. K tomuto hodnoceni

byla vyuzita stejna zafizeni jako v kapitole 0.

Roztoky
Ethanol absolutni - Penta - koncentrace 60, 70, 80, 90, 96, 100%
PBS - fosfatovy pufr PBS pH 7,4 (Ptiloha 1)
Glutaraldehyd (Ptiloha 1)

Postup

Vzorky byly vyjmuty z ptuvodnich kultiva¢nich desti¢ek s mediem a premistény
do novych desticek. Nasledn¢ byl do kultivaénich desti¢ek se vzorky piidan roztok
glutaraldehydu (0,5 ml) tak, aby vzorky byly zcela ponofené. Nasledné byly vzorky
vlozeny na 30 min do lednice. Timto zptisobem se docililo fixace (usmrceni) bunék. Po
dokonceni procesu fixace byly vzorky vysuSeny ethanolovou fadou. Do desticek ke
vzorkiim byl postupné piidavan 60, 70, 80, 90, 96, 100% absolutni ethanol (tak aby
doslo k Uplnému ponotfeni vzorku), ktery se nechal plsobit 15 min pro kazdou
koncentraci. Po dokoncéeni ethanolové fady byly vzorky piemistény na laboratorni

parafilm a vloZeny na 24 hodin do inkubétoru.

Po vyjmuti z inkubatoru byly z kazdého analyzovaného materidlu odebrany
vzorky z predni strany, zadni strany a ze stiedu o velikosti ndkolik mm?. Vzorky se
nalepily na kovové ter¢iky 0 praméru 30 mm. Nasledné se ter¢iky postupné umistovaly
do zlaticky, kde se na jejich povrch nanasela vrstva zlata o tloustce 5 nm. Takto
pfipravené ter¢iky byly umistovany do komory elektronového mikroskopu, kterd byla
uzaviena a doslo k odcerpani vzduchu. Tato procedura zabrala nékolik minut a poté

bylo moZzné zah4jit potizovani snimkl vzorkl o poZadovaném zvétSeni.
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Vysledky

Prvni sada obrazkt (Obrazek 39) dokumentuje vrchni stranu materiala
1.a21. den po nasazeni MG-63 osteoblastii. Radky reprezentuji jednotlivé materialy
(ME63, ME100 a ME172). V prvnim sloupci jsou prezentovany negativni kontroly se
zvétSenim 1000x. V druhém a tietim sloupku jsou zobrazeny snimky potizené 1. den po
nasazeni bun¢k se zvétsenim 1000x a 500x. Ve ¢tvrtém a patém sloupku jsou zobrazeny

snimky potizené 21 den po nasazeni buné€k se zvétSenim 1000x a 500x.

v-21d 1000x

Obréazek 39: Snimky SEM - vrchni vrstva - zvétseni 500x a 1000x
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Druhd sada obrazku (Obrazek 40) dokumentuje spodni stranu materiald
1.a21.den po nasazeni MG-63 osteoblasti. Radky reprezentuji jednotlivé materialy
(ME63, ME100 a ME172). V prvnim sloupci jsou prezentovany negativni kontroly se
zvétSenim 1000x. V druhém a téetim sloupku jsou zobrazeny snimky potizené 1. den po
nasazeni bun¢k se zvétSenim 500x a 1000x. Ve ¢tvrtém a patém sloupku jsou zobrazeny

snimky pofizené 21. den po nasazeni bunck se zvétSenim 200x a 500x.

Obrazek 40: Snimky SEM - spodni vrstva - zvétseni 200x, 500x a 1000x
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Treti sada obrazku (Obréazek 40) dokumentuje stfedni stranu materiall
1.a21. den po nasazeni MG-63 osteoblasti. Radky reprezentuji jednotlivé materialy
(ME63, ME100 a ME172). V prvnim sloupci jsou prezentovany negativni kontroly se
zvétSenim 1000x. V druhém a téetim sloupku jsou zobrazeny snimky potizené 1. den po
nasazeni bun¢k se zvétSenim 500x a 1000x. Ve ¢tvrtém a patém sloupku jsou zobrazeny

snimky pofizené 21. den po nasazeni bunck se zvétSenim 200x a 500x.

A1 5000 x21d300%
N £ T L/
SN

\/
£

Obrazek 41: Snimky SEM - stiedni vrstva - zvétseni 200x, 500x a 1000x

Fluorescen¢ni mikroskopie potvrdila ptivodni tvrzeni z MTT testovani a to, ze
struktura testovanych materialii nema vliv na miru buné¢né adheze. U vSech materiala

byla bunééna jadra vidét ve srovnatelné hustoté (Obrézek 36).

Snimky z fluorescenéni mikroskopie potvrdily pokles absorbance od 21. dne,
kdy bylo mozné vidét vzristajici pocet bunck s fragmentovanym jadrem signalizujici
bunécnou smrt. Ke snizeni poctu zivych bunék na testovanych materidlech od 21. dne
doslo pravdépodobné ze dvou divodi. Prvnim diivodem bylo dosazeni maximalni

konfluence bunék na povrchu materialu po 14. dnu (Obrazek 36), kdy kontaktni
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inhibice zpusobila zastaveni dal$iho déleni bunék. Druhym divodem byla neschopnost
bunék proliferovat dale do vnitinich struktur scaffoldu (Obrézek 37 a Obrazek 38).

Chovani bunék na testovanych materidlech velmi piehledné dokumentuji
snimky pofizené elektronovou mikroskopii (Obrazek 39, Obrazek 40 a Obrazek 41). Na
povrchu (Obrazek 39) vidime na vSech materialech 21. testovaci den buiiky ve formé
kompaktnich povlaki. Nanovlakenny povrch umozioval buiice se rozprosttit a jedina
bunika byla v kontaktu s nékolik nanovladkny zaroven. Podobné se chovaly i spodni
vrstvy testovanych materialt (Obrazek 40), které ovSem prorastaly od okraju (bunky
byly nasazeny pouze na vrchni stranu materiali). Snimky stfednich vrstev (Obrazek 41),
kdy mtzeme pozorovat rozristani bun¢k od okraje materiali smérem do vnitinich
vrstev. Bunky se rozprostiraji po nanovladknech, zatimco mikrovldkna udrzuji porozitu

materiala.

Nabizi se otazka, zda by rychlejsi proliferaci nepodpoftila jest¢ vice porézni
struktura material. Nutno zminit, Ze pokud byla testovana vrstva tésné pod vrchni
vrstvou, bylo nalezeno jen velmi malo bunék - z ¢ehoz lze odvodit, Ze vrchni vrstva
svym obsahem nanovldken plisobi zarovenl jako bariéra pro prorastani bunck do

vnitinich struktur.

Morfologicky lze vidét na materialech obohacenych nanovlakny buiiky ve formé
povlaki, kde jsou buniky rozprostieny ptes fadu jednotlivych nanovldken, zatimco
u mikrovlakennych struktur buniky pouze prorustaji (obaluji) jednotlivd vlakna.
Nanovlakenny povrch umoziuje buiice rozprosttit se a jedina burka je v kontaktu s vice

nanovlakny zaroven.

V pribchu testovani byly materidly tvarové stdle, vyjimkou byl material
ME172, ktery se v prub&hu testovani zacal samovolné rozpadat na jednotlivé vrstvy.
Pravdépodobné v disledku prerusovaného procesu vyroby (viz kapitola 3.1.3), kdy bylo
nutné dopliiovat polymerni smés pro elektrické zvlaknovani. Tim padem dochazelo k
zasychani vytvorené vldkenné vrstvy na kolektoru a pii zpétném obnoveni vyrobniho
procesu nedoslo k Gplnému napojeni. Proto jsou nékteré vysledky u tohoto materidlu
zavadéjici. Zejména snimky dokumentujici proliferaci do vnitinich struktur (Obrazek
41) jsou timto problémem ovlivnény, nebot’ diky odd€lenéjSim vrstvam bunky snadnéji

Yoowrwe

prorustaly do vnitinich struktur. Bunky se v podstaté Sifily do vnitinich struktur po
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"povrchu™ materialu. Navic spodni vrstva u tohoto materialu vykazovala velké mnoZzstvi

rozsahlych defekti neznamého puvodu (Obréazek 40).
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4 Vysledky a Diskuse

Viechny tfi testované vzorky mély stejnou plosnou hmotnost - 250 gm?
tloustku - 5 mm a pdérovitost - 95%. Morfologie materiali (praméry vlaken a praméry
mezivlakennych prostor) byla analyzovdna pomoci SEM a obrazove analyzy.
Objemovy podil nanovlaken v jednotlivych materialech (postupné pro ME63, ME100
aME172) byl 2%, 1% a 05% z celkového objemu materiala. Ciselny pomér
nanovlaken oproti mikrovlakniim byl 53%, 48% a 40%.

V Prubéhu testovani materidly ME63 a ME100 prokazovaly velmi dobrou
integritu, naopak struktura materialu ME172 se v prub&hu testovani zac¢ala rozpadat, na

zaklad¢ ¢ehoz nebyl shledan vhodnym vzhledem k mechanickym vlastnostem.

Vysledky materialové analyzy pomoci EDS jasné prokazaly obsah mikrovlaken
(melt blown) a nanovlaken (elektrického zvlaknovani) ve vyrobenych kompozitnich
vrstvach. Timto bylo prokazano, ze se v danych kompozitnich vrstvach kombinuji

vlékna z obou technologii.

Biologicke testovani probihalo celkové 28 dni s testovacimi dny 1., 7., 14., 21.
a 28. Test bunétné adheze byla provadén po 24 hodinach od nasazeni bunck
a objasnioval schopnost bun€k adherovat na povrch jednotlivych materialt. Vysledky
byly u vSech materialt srovnatelné, ¢imz poukazovaly na to, ze rozdilna struktura nema

vliv na miru bunééné adheze.

Test bunécné proliferace byl provadén po dobu 28 dni od nasazeni bunck ve
stanovenych testovacich dnech. Z naméfenych hodnot absorbance byl patrny narast 7.
a 14. den po nasazeni osteoblastii a to shodné u vSech testovanych materiald. Od 21. dne
dochazelo k poklesu hodnot absorbance, coz naznacovalo buné¢nou smrt. Ke snizeni
poctu zivych bun€k doslo pravdépodobné ze dvou divodd. Prvnim divodem bylo
nejspiSe dosazeni maximalni konfluence bun€k na povrchu materidlli, kdy kontaktni
inhibice zpusobila zastaveni dal§iho bunécného déleni. Druhym divodem byla ziejmé

neschopnost buné€k proliferovat dale do vnitini struktury testovanych materialti.

Vysledky MTT testu byly u vsech sledovanych materialii srovnatelné, pouzité
poméry nano a mikrovlakenné slozky tedy podporuji bunétnou proliferaci na stejné

arovni.

-71-



TECHNICKA UNIVERZITAV LIBERCI

Na povrchu vSech materiald buiky 21. testovaci den vytvotily kompaktni
povlak, coz bylo zpiisobeno diky obsahu nanovlaken v dané strukture. Nanovladkenny
povrch zpusobil, Ze buiitka méla moznost se rozprosttit diky kontaktu s nckolika
nanovlakny zaroven. Podobné se buriky chovaly i na spodnich strandch testovanych
materialt jen s tim rozdilem, Ze se §ifily od okraje, protoze byly nasazovany pouze na
vrchni strany vzorkl. Zajimavé bylo pozorovéani stfednich vrstev, kde dochéazelo
struktury bunky vyuzivaly nanovlédken, zatimco mikrovlédkna slouzila k udrzeni porozity

materiala.

V pribéhu testovani se u materidlu ME172 projevovaly jeho Spatné mechanické
vlastnosti, proto mohou byt nékteré jeho vysledky zavadéjici. Zejména pak vysledky
proliferace do vnitini struktury, protoze burniky neprorustaly, ale Sifily se po povrchu
v disledku rozpadu materidlu na jednotlivé vrstvy. DalSim negativnim aspektem u
tohoto materidlu byla jeho spodni strana, na které bylo pozorovano velké mnozstvi
defekta.

Namétem na dal§i smér vyvoje je, zda by rychlejsi a snazsi proliferaci
nepodpofila jesté vice porézni vnitini struktura materialu. Pokud byla testovana vrstva
tésné pod vrchni vrstvou, bylo nalezeno jen velmi malo bunék z ¢ehoz se zda, Ze vrchni
vrstva svym obsahem nanovlaken pusobila zaroven jako bariéra pro prorustani bunék do
vnitinich struktur. Vzhledem k tomu by bylo zajimavé pozorovat proristani bunék
materidlem, jenz by mél horni a spodni vrstvu tvoifenou z kombinace mikro

a nanovlaken a stfed scaffoldu by tvofila pouze mikrovlakna.

Dalsi alternativou pro feSeni tohoto problému by mohla byt modifikace
(funkcionalizace) materialu vhodnymi biologicky aktivnimi molekulami, které by dale

stimulovaly buné¢nou proliferaci - naptiklad ristové faktory.
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S5 Zavér

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat vyrobni proces kombinujici melt
blown a elektrického zvlaknovéani. Nasledné¢ bylo zdmérem vytvofit nékolik druht
tkanovych nosi¢t s rozdilnym zastoupenim nano a mikrovlaken ve své struktufe.
Dalsim cilem bylo ovéfit rozdilné zastoupeni nano a mikrovlaken ve struktuie
vyrobenych scaffoldd pomoci obrazové analyzy. Poslednim bodem bylo biologické
testovani, které mélo posoudit adhezi a proliferaci bun¢k na scaffoldech ve vztahu k
rozdilnému zastoupeni nano - mikrovldken a zhodnotit vyuzitelnost vytvofenych

tkanovych nosi¢t pro aplikaci v regenerativni mediciné se zaméfenim na kostni tkang.

Vyrobni proces se podafilo optimalizovat a béhem vyroby vlakennych struktur
nebyly zaznamenany zadné zavazné problémy. Vyrobni proces se bez problému datilo
opakovat a materidly vykazovaly podobné strukturni parametry. Men§im nedostatkem
byla nutnost pieruSovani vyroby kvuli potfebé doplnéni polymerniho roztoku do
zasobniku a oc€isténi strun spinneru. Na zdkladé téchto nedostatkli byla navrzena
vylepSeni v oblasti davkovani polymerniho roztoku a nahrazenim strunového spinneru

ojehlenou proti elektrodou u technologie elektrického zvlaknovani.

Regulaci otafek Sroubu extrudéru se uspéSné podafilo vytvofit tfi druhy
tkanovych nosici oznaCenych ME63, ME100 a MEI172. Pozd¢jsi analyza SEM
potvrdila rozdilné zastoupeni nano a mikrovlaken v jejich strukturach. Konkrétni ¢iselné
poméry nanovlaken byly u materidlu ME63 53%, u materidlu ME100 48% a u materialu
ME172 40%.

Biologické testovani prokazalo z hlediska bunééné adheze srovnatelné vysledky
u vSech tii typd tkanovych nosict a urcilo, ze rozdilnd struktura nemé vliv na miru

adheze osteoblastu.

Mira bunécné proliferace byla sledovana v priibéhu 4 tydnd od nasazeni bunék.
Z hodnot absorbance MTT testu a snimkl z fluorescencni a elektronové mikroskopie
lze fici, ze u vSech testovanych materiali byl sledovdn narGst bunécné viability
v prvnich dvou tydnech, v dalsim obdobi pak nastava pokles ziejmé vlivem dosazeni
maximalniho nardstu na povrchu materiali a nemoznosti proliferace bun¢k hloubéji do
vnitini struktury materidlu. Morfologicky byly na povrchu u vSech tii scaffoldi vidét
bunky ve formé povlakd, ve kterych byly buiiky rozprostieny pies fadu jednotlivych

vldken, zatimco u mikrovlakennych struktur buniky pouze portistaji (obaluji) jednotliva
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vldkna. Nanovlékenny povrch tety umozioval bufice se rozprosttit a jedina buika byla
v kontaktu s n¢kolika nanovlakny zaroven. Tento fakt ukazuje na pfiznivy G¢inek
zvySujiciho se poméru nanovlaken na proliferaci bunék. Z hlediska testovani proliferace
osteoblasti do vnitini struktury scaffoldd namétfené vysledky ukazovaly, Ze struktura
materialu umoziuje bunikam pronikat strukturou a proliferovat i ve vnitinich vrstvach,

nicmén¢ nedochazelo k zaplnéni celého vnitiniho prostoru.

Meteriadl ME172 se v prub¢éhu testovani zacal rozpadat, proto se jevi obsah

nanovlaken 40% jako kriticka mez.

Na zaklad¢ vysledkt se pro vyuziti jako tkanovy nosi¢ v regenerativni mediciné

se zaméfenim na kostni tkané nejlépe jevi materidl ME63.

Prvotni vysledky této prace jiz byly v roce 2015 prezentovany na konferenci
NART v Liberci. Dale byl na zaklad¢ této prace vytvoten ¢lanek: The combination of
meltblown and electrospinning — the influence of the ratio of micro and nanofibers to
assistance cells viability do ¢asopisu Material Letters, jehoZ predpokladana publikace je
v roce 2016.
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Priloha 1: Doplnéni kapitol 3.4.2 - 3.4.5

PBS pufr — phosphate-buffered saline, fosfatovy pufr — vyroba 1 litru PBS - Smichani
800 ml dH20, 8 g NaCl (137mM), 0,2 g KCI (2,7mM), 3,63 g NaH2P04.12 H20
(10mM), 0,24 g KH2PO4 (1,76mM), rozpustit michanim, kyselinou HCI upravit pH na
7,4, doplnit do 1 | dH20.

EMEM - Bazalni - Eagle’s minimal Essentials medium — bazalni kultiva¢ni médium;
obsahuje glukdézu, aminokyseliny, vitaminy, soli, antibiotika a dalsi latky, jako napf.
zelezo a fenolovou Cerven. Ta slouzi ke sledovani zmén pH v médiu béhem kultivace
bun¢k. Odpadni produkty metabolizujicich, rostoucich bunék jsou kyselé, snizuji pH
média a barva média se méni do oranzova az do zluta, protoze ptedstavuje indikator pH

— barvi se podle pH.

EMEM - kultivaéni — 89% EMEM bazalni, 10 % FBS, 1% ATB.

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

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

Glutaraldehyd - 2,5% roztok glutaraldehydu - Sigma v PBS.
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