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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaoberala porovnanim rdoznych metdd aminacie polykaprolkatonu
z hl'adiska ich efektivnosti pre tkanivové inzinierstvo. Pripravena bola polykaprolaktonova
membrana, pomocou metddy elektrostatického zvlakiovania, ktora bola nasledne
modifikovana troma réznymi metdodami aminacie. Vybranymi typmi amindacie bola plazmova
polymerizacia s monomérom cyklopropylaminom, hybridna modifikacia vyuzivajuca plazmu
a monomér N-alylmethylamin a chemicka aminacia vyuzivajuca aminolyzu za pomoci
diaminohexanu. Aminacie povrchu boli néasledne charakterizované pomocou elektronovej
skenovacej mikroskopie (SEM), rontgenove] fotoelektronovej spektroskopie (XPS),
infracervene] spektroskopie s technikou zoslabeného tplného odrazu (ATR-FTIR) a meranim
kontaktného uhlu. Na takto modifikovanych membranach bola kultivovana bunkova kultara
s oznacenim A375 (Human maligant melanoma cell lines A375® CRL-1619™), ktora bola
analyzovana pomocou optickej mikroskopie a previedol sa proliferacny test, ktory bol
realizovany pomocou stanovenia relativneho mnozstva ATP. Na zéklade experimentalnych
vysledkov m6zeme potvrdit’ uspeSnost pre vSetky typy amindcie. Z hl'adiska efektivity pre
tkanivové inzinierstvo ma najuspokojivejsie vysledky metdda aminacie pomocou plazmovej
polymerizacie s monomérom cyklopropylaminom.

KEUCOVE SLOVA

Tkanivové inzinierstvo, polykaprolakton, aminacia, plazmova polymerizécia, aminolyza,
bunky maligneho melanoému A375



ABSTRACT

This diploma thesis dealt with the comparison of different methods of amination of
polycaprolcatone in terms of their effectiveness for tissue engineering. A polycaprolactone
membrane was prepared by an electrospinning method, which was subsequently modified by
three different amination methods. Selected types of amination were plasma polymerization
with cyclopropylamine monomer, hybrid modification using plasma and N-allylmethylamine
monomer, and chemical amination using aminolysis with diaminohexane. Surface amines
were subsequently characterized by electron scanning microscopy (SEM), X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS), attenuated total reflection infrared spectroscopy (ATR-
FTIR) and contact angle measurement. A cell culture designated A375 (Human malignant
melanoma cell lines A375® CRL-1619®) was cultured on the thus modified membranes,
which was analyzed by optical microscopy, and a proliferation assay was performed by
determining the relative amount of ATP. Based on the experimental results, we can confirm
the success for all types of amination. In terms of efficiency for tissue engineering, the
amination method by plasma polymerization with the monomer cyclopropylamine has the
most satisfactory results.

KEY WORDS

Tissue engineering, polycaprolactone, amination, plasma polymerization, aminolysis, human
malignant melanoma A375 cells
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1 UVOD

S evoluciou l'udskej civilizacie sa postupne vyvinula i oblast’ biomaterialov, ktora dnes zahria
rozne materialy v celom spektre rozmerov od nano az po makro, s jednoduchym zameranim na
prediZenie a zlepsenie I'udského Zivota. Uz viac ako pred tisic rokmi sa pouzivalo striebro
v roznych formach, ako antibakterialny prostriedok, avSak najvyznamnej$i vyvoj v oblasti
biomaterialov nastal v poslednych sto rokoch. Za poslednych Sestdesiat rokov umelé kiby zlepsili
kvalitu zivota mnohych l'udi, resorbovatelné stehy zjednodusili chirurgické zakroky a rozne
kardiovaskulame pripravky zachranili miliony zivotov. [1].

Esencialnou vlastnostou biomaterialu je biokompatibilita, ata je podmienena topografiou,
mechanickymi  a chemickymi vlastnostami povrchu materialu. Pre dosiahnutie lepsej
biokompatibility sa povrch biomaterialu modifikuje. Jednou z ciest, ako modifikovat’ povrch je
uviest’ nan funkcéné skupiny, ako napriklad aminove.

Tato praca sa venuje porovnaniu metdd aminacii nanovlakennej membrany z alifatického
biopolyméru polykaprolaktonu. Ten je vdaka svojim vlastnostiam cCoraz popularnejsi pre
medicinske aplikacie, napriklad ako potencialny material v tkanivovom inzinierstve [2]. Po
biofukcionalizacii aminovymi skupinami je schopny zlepsit' adhéziu, proliferaciu a diferenciaciu
bunieck na svojom povrchu. Takto modifikovany ma potencial, napriklad v boji
s neurodegenerativnymi ochoreniami, kedy moze sluzit’, ako nosi¢ kmenovych buniek, ktoré sa na
nom mozu diferencovat’ a nahradit’ poskodené ¢asti mozgu [3].

V ramci prace bola najprv optimalizovana priprava polykaprolaktonovej nanovlakennej
membrany pomocou metody bezihlového elektrostatického zvlaknovania. Pripravené nanovlakna
boli nasledne modifikované

Z dostupnych metdd aminacie st v praci vyuzité tri odliSné reprezentativne metddy.
Plazmaticky pristup vyuzivajuci plazmovi polymerizaciu cyklopropylaminu, ako nastroj
k Gspesnej aminacii polykaprolaktonovych nanovlakien [4]. Hybridny fyzikalno-chemicky
pristup, vyuzivajuci vyboj v atmosfére vzduchu, ako zlozku pre aktivaciu povrchu v kombinacii
s chemickym pristupom. Po aktivacii su na povrchu pritomné radikaly schopné reagovat’ s parami
N-alylmethylaminu, ¢o vedie k modifikacii povrchu [5]. Tretia je chemicka metéda aminacie
povrchov vyuzivajica aminolyzu polykaprolaktonu pomocou diaminohexanu za ucelom
biofunkcionalizacie nanovlakennej membrany [6].

Nasledne mohla byt analyzovana efektivita modifikacie jednotlivych metod. Vyuzité k tomu
boli spektralne aj nespektralne metddy. Modifikované vlakna boli analyzované rontgenovou
fotoelektronovou spektroskopiou (XPS), infracervenou spektroskopiou s technikou zoslabeného
uplného odrazu (ATR-FTIR), skenovaciou elektronovou mikroskopiou (SEM), merany bol
tiez kontaktny uhol a zmécavost'.

V poslednej Casti prace bola na vlaknach kultivovana bunkova kultara A375 (Human
malignant melanoma cell lines A375® CRL-1619™). Bunkova kultura bola analyzovana
pomocou optickej mikroskopie a previedol sa proliferacny test, ktory bol realizovany
pomocou stanovenia relativneho mnozstva ATP. Konkrétnym cielom prace je porovnanie
efektivity roznych metéd aminacie polykprolaktonove] membrany s potencialom pre tkanivove
inzinierstvo.



2 TEORETICKA CAST

V sucasnosti je jednym znajrychlejSie sa rozvijajucich odvetvi mediciny tkanivové
inzinierstvo. Jedna sa o vel'mi zaujimavy interdisciplinarny obor, ktory sa zaobera pripravou
funk¢nej nahrady organu, alebo tkaniva. K svojej realizacii vyuziva biomateridlne nosice (z
angl. scaffold), ktoré determinuju jeho funkénost. Cielom tkanivového inzinierstva je vyvoj
funkéného biomateridlneho nosic¢a, konstruktu, ktory bude podporovat proliferaciu
a difernciaciu, bud’ sa ucCelom nahrady, alebo regeneracie tkaniva, a to ex vivo (mimo zivého —
skiamanie tkaniva, alebo Casti organizmu oddelené¢ho od celku), in vivo (v prirodzenom
prostredi), alebo in vitro (,,v skimavke* — skimanie tkaniva, alebo Casti organizmu v umelych
lab. podmienkach). Pre optimalny vyvoj tkaniva by mal takyto nosi¢ interagovat’ s bunkou,
poskytnut’ jej podmienky pre adhéziu, proliferaciu a rast bez neziaducich vedl'ajsich reakecii.
Popri esencialnom by mal poskytnut aj StruktGrnu oporu a dizajn podobny prirodnej
extracelularnej matrici [7], [8].

Jednoduchy synteticky biomaterial modze poskytnut potrebné mechanické a fyzikalne
vlastnosti, avSak nedostatok biomimetickych vlastnosti a absencia interakcie s bunkami
zostavaju problematické, pre podporu funkcéne; tvorby tkaniv. Preto je povrchova
funkcionalizacia avhodnd morfoldégia pouzitétho Dbiomaterialu  kritickd. Jednym
z najdolezitych faktorov pre aplikdciu materialu v tkanivovom inzinierstve je jeho
biokompatibilita [8].

2.1 Biokompatibilita

V tkanivovom inzinierstve je biokompatibilita esencialna vlastnost' biomaterialu neindukovat’
nadmernti imunitn zapalovu, fibrogénnu, alebo trombogénnu odpoved, neuvolnovat
fragmenty Castic, alebo toxické chemikalie do organizmu a nenaru$at’ susediacu anatomicku
Struktaru [9].

Podrla slovniku je definovana, ako relativna schopnost’ neorganického materialu interagovat
pozitivne s biologickym systémom. Stupenl biokompatibility je zavisly od chemickej stability
materidlu v Case, tendencie podnecovat chorobu, sposobovat zapal, alebo stat’ sa
karcinogénnym.

Biokompatibilta materidlu podmiefiuje jeho biofunkénot, ktori moézeme popisat, ako
schopnost’ implantatu vykonavat okamzite a dobre konkrétnu funkciu v Casti tela, ktord nim
bola nahradena [9].

Ak budeme uvazovat biologicku kompatibilitu medicinskych pomocok, musime brat do
uvahy zakladné mediatory klinického vykonu. St tri, v nasledujicom poradi.

- Kvalita prevedenia operacného zakroku.

- Charakteristika samotného pacienta.

- Inherentna biokompatibilita materialu samotného.

Biokompatibilita ma rozne urovne a celkovo je jej riesenie komplexné .

2.1.1 Vlastnosti ovplyviiujtice biokompatibilitu materialu

Biokompatibilitu ovplyviiuji najma vlastnosti jej vrchnej vrstvy, tam kde nie su vSetky vazby
uzavreté, kde rozne funkcné skupiny vystupuju z vrstvy. Vzhl'adom na toto vSetko ma casto
povrchova vrstva zna¢ne odli§né vlastnosti od vnutornych, objemovych vlastnosti materialu.
VSsetky tieto vlastnosti sa prepdjaju v chémii, v Struktire a spracovani materialu. Prikladom



modze byt uhlik, ktory je znami tym, ze mé velmi odli§né vlastnosti v zavislosti od jeho
prepojenia do roznych Struktar [10].

Vlastnosti povrchu biomaterialu hraju esencialnu ulohu v reakcii cudzieho telesa v tele
v prvych dvoch az Styroch tyzdioch nasledujucich po implantacii. Cudzi material
implantovany do zivého organizmu s nim nie je vzdy kompatibilny. Skuto¢ne kompatibilné su
len latky, ktoré zivy organizmus sam ,vyprodukuje”, alebo vyluci, su teda telu vlastné -
autogénne. Snahou je vytvorit, alebo zvolit material len s minimalnou negativnou
biologickou odpovedou [11].

Implantovany material spdsobi fyzikalnu, chemicku, alebo biologicki zmenu v tkanive,
alebo fyziologickom roztoku, néasledkom ktorej mdze byt negativna odozva v podobe
alergickej reakcie, bolesti, zlyhania, Ci straty organu, koncatiny, alebo az pacientova smrt.
Preto je vzdy vel'mi dblezité brat do uvahy dve roviny tykajuce sa implantovaného materialu.

- Vplyv biologického prostredia na material.

- Vplyv materialu na biologické prostredie [11].

Niektoré reakcie tela na biomaterial mézu mat’ len docasné trvanie, alebo len makroskopicku
povahu. Medzi najcastejSie odpovede organizmu patri imunologickd odpoved’, fagocytoza,
absces, alebo zapal[11].

Zmacavost povrchu materidlu

Zmacavost je to problematika, ktorou sa Casto zaoberaju v technickych a prirodnych vedach,
ale znama je uz z historie. Zmacavost' je vlastne mierou pritahovania/odpudzovania dvoch
roznych latok. Definuje sa pomocou kontaktného uhlu, ktory vznika pri kontakte povrchu s
kvapkou kvapaliny, kontaktny uhol je blizSie vysvetleny v sekcii 2.5.4. Pre kontaktny uhol
mensi, ako 90° plati, ze povrch je hydrofilny, a teda sa zméca. Ak je kontaktny uhol vacsi ako
90°, tak je povrch hydrofébny a teda nezmacavy.

Pre kultivaciu buniek je najvhodnejsie, aby bol povrch, hydrofobny, ale len v urcitej
miere, ak je povrch prili§ hydrofilny, tak nedochadza k adsorbcii, alebo len vel'mi slabo [10].
Pri povrchoch, ktoré sa zmacaju, je vyssia adherencia buniek, dochadza k lepSiemu rastu
buniek [12]. Ked" pride nosicovy systém do kontaktu s bunkovou kultarou, alebo telesnymi
tekutinami, tak sa najprv absorbuj molekuly vody nasledované adsorpciou proteinov
a bunkovou adhéziou. Pritomnost’ molekul vody mdze hrat’ pilotnti ulohu v sprostredkovani
biochemickych reakcii medzi bunkou a materidlom. [13]

ZloZenie materidlu
Biokompatibilita materialu, asfou spojena vitalita buniek je ovplyviiovana zlozenim
materialu, astym suvisia funkéné skupiny na povrchu. Pre bunkovi adhéziu si vhodné
kladne nabité funkéné skupiny, napriklad aminy. Adhéziu mézu obmedzit zaporne nabité
skupiny, ako su napriklad sulfonaty. Naboj funkénych skupin na povrchu materialu
ovplyviiuje zmécanlivost’.

Pre pracu sbunkami atkanivami, vyberame také materialy, ktoré pri dlhodobom
vystaveni vodnému prostrediu neuvol'nuju cytotoxické latky do roztoku. Prikladom mézu byt
biopolymérne latky, u ktorych dochadza k uvol'neniu oxidu dusnatého.
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Morfologia materidlu

Vlakna extracelularnej matrice (ECM, z angl. extracellular matrix), ako napriklad kolagén
elastin a keratin poskytuju biologicki a fyzicki podporu pri adhézii, proliferacii
a diferenciacie buniek. Vladkna extracelularnej matrice su preto dolezitou sucastou pri
regeneracii tkaniv a organov. Stratégie v tkanivovom inzinierstve vyuzivajuce vlaknité
Struktiry sa pokuSaji naplnit ulohu vlakien v prirodnom tkanive. Vladkna pripravené
v tkanivovom inzinierstve moézu dodavat mechanicka a StruktGrnu oporu na prichytenie
buniek rovnako, ako extracelularna matrica, avS§ak musia mat’ potrebné povrchové vlastnosti,
aby tato ulohu mohli plnit. Vlaknité Struktiry moézu byt vyrobené zrdznych materidlov
ardznym spOsobom, obrovsky potencial v tomto smere, v regenerativnej medicine, maju
polyméme vlakna. Polymérny nanovlakenny skafold moéze byt navrhnuty tak, aby
predvidatelne moduloval bunkové spravanie k pozadovanej celkovej funkcii. Téato
univerzalnost polymérnych vladkien na funkcionalizaciu, im dava obrovské moznosti pri
navrhovani skafoldov ainkorporacii buniek [14]. Potom moézu sluzit v tkanivovom
inzinierstve k regenerovaniu kosti chrupaviek, cievneho, nervového tkaniva, alebo inych [15].

Elektrostatické zvldkinovanie

Elektrostatické zvladkniovanie (z angl. elektrospinning) je spdsob pripravy polymérnych
nanovlakien. Nanovlakna su tvorené z roztoku, alebo taveniny tekutého polyméru, ktord sa
privadza kapilarou do oblasti, kde je elektrické pole s vysokym napitim. Zdroj vysokého
napitia v rozsahu kilovoltov sa pripoji ku kapilarnemu hrotu. Ked elektrostatické sily
prekonaji povrchové napitie kvapaliny, v naSom pripade roztok polyméru, vytvori sa
Taylorov kuzel’ a tenky prad kvapaliny, polymérneho roztoku sa urychl'uje na opacne nabity,
alebo uzemneny kolektor. Nestability v tomto prude sposobuju pohyby podobné bicu, ktoré
predlzuju a riedia prud, ¢o umozni odparenie Casti rozpustadla, alebo ochladenie taveniny za
vzniku pevnych nanovlakien Obrazok 1 A). Hrubka a Struktira nanovlakien sa daju riadit
procesnymi parametrami, ako je viskozita a koncentracia roztoku, vkladané napitie
a vzdialenost’ kapilary a kolektora. Takto pripravené nanovladkna sa zbierajiu ako nahodné,
alebo jednoosovo zarovnané listy, pripadne polia [14].

Obrdzok 1: A)-Elektrostatické zvidkiiovanie s vyuzitim ihly, B)-Bezihlové elektrostatické
zvidknovanie.
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Okrem vysSie uvedeného elektrostatického ihlového zvlaknovania, existuje aj bezihlové
elektrostatické zvlaknovanie, ako je ukazuje Obrazok 1 B). Pri bezihlovom, alebo aj
valcovom elektrostatickom zvlakiiovani je roztok polyméru, pripadne taveniny elektrostaticky
odstredeny z povrchu rotujuceho valca. Valec je Ciastocne ponoreny do nadrze obsahujuce]
material na elektrostatické zvlaknovanie arotuje, takto je na povrchu valca vrstva stale
cerstvého materialu. Medzi valec a kolektor je vlozné elektrické pole s vysokym napatim. Na
povrchu valca sa identickym principom, ako pri ihlovom elektrostatickom zvlakfiovani
vytvori vela Taylorovych kuzelov, o tento proces robi vysoko produktivnym. Technika je
mechanicky jednoduchsia oproti ihlovému pristupu, no proces ako taky je komplexnejsi.
Takto pripravené vlakna st nanaSané na povrch pohyblivého, rotujuceho, alebo statické
materialu [16], [17].

V tejto praci je pouzita tato technoldgia Nanospider™, ktoru vyvinula Technicka univerzita v
liberci v spolupraci so spolo¢nost'ou Elmarco, vychadzalo sa z literatury [18], [19], [20].

Testovanie biokompatibility materidlov

Testovanie biokompatibilnych materialov je pomerne komplexna problematika, a hodnoti sa
pripad od pripadu, za pomoci laboratornych testov. Zaujima nas hlavne odpoved buniek,
alebo tkaniva na biomaterial, testuje sa bud’ in vitro, alebo in vivo.

Pre identifikaciu a testy biokompatibilnych materialov sa vSeobecne pouzivaju ISO a FDA
normy. Testovanie bunkovej toxicity in vitro je napriklad zahrnuté v ISO norme 10993-
5:2009 , Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity*
[21]. Norma ISO 10993-6: 2016 ,,Biological evaluation of medical devices — Part 6: Tests
for local effects after implantation® [22], sluzi k §pecifikacii testovacich metdd na hodnotenie
lokalnych ucinkov po implantacii biomateridlov uréenych na pouzitie v zdravotnickych
pomockach. Akreditacia na testovanie biokompatibilty pre laboratoria je obsiahnuté v norme
ISO/IEC 17025: 2017 ,,General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories“ [23]

Okrem vySSie spomenutych noriem sa v laboratornych podmienkach bezne vyuziva
testovanie proliferacie pomocou biolumunicencie. Tento proces, ktory je vlastne prirodnou
formou chemiluminiscencie vyuziva pritomnost adenozin trifosfatu (ATP). Nukleotid ATP
ma centralnu ulohu vo vymene energie v biologickych systémoch. Sluzi, ako okamzity zdroj
energie pre vSetky metabolické aktivity bunky, vSetky bunky potrebuju ATP, aby ostali na
zive amohli vykonavat' svoje funkcie. Meranie ATP je preto fundamentalne ak chceme
Studovat’ zivé procesy, resp proliferaciu buniek. Pritomnost ATP sa da merat pomocou
bioluminiscencie, ktorej schému zobrazuje Obrazok 2. Mnozstvo ATP je potom nepriamym
indik4torom miery proliferacie buniek.
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Obrazok 2: Schéema bioluminiscencie
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MgATP? konvertuje substrat, luciferin do formy ktora je schopna byt katalyticky oxidovana
enzymom, luciferazou pri chemiluminiscencnej reakcii s vysokym vytazkom svetla. Za
idealnych podmienok je intenzita svetla umerna koncentracii ATP [24], [25].

2.2 Biomaterial
Synteticky, alebo prirodny material, ktory interaguje s biologickym systémom sa nazyva
biomaterial. Slovnik tento material definuje:

1) Ako akykol'vek synteticky material, alebo zariadenie, napriklad implantat, alebo
protézu, navrhnuté na lieCenie, posilnenie, alebo nahradenie za starnici, nefunkény,
kozmeticky neakceptovatelny organ, tkanivo, alebo funkciu v tele.

2) Ako prirodzeny materidl pouzivany kvoli svojim §truktirnym, nie biologickym,
vlastnostiam, napriklad kolagén v kozmetike, uhlohydraty modifikované pre
biomedicinske aplikacie, alebo ako objemové Cinidla pri vyrobe potravin.

Popri vSetkych roznych vlastnostiach materidlov, st pre biomateridly najdolezitejSie
chemické, fyzikalne, mechanické a biologické vlastnosti vo vztahu k ich povrchovej, ale aj k
vnutornej Strukture.

- Chemické vlastnosti sa zaoberaju zlozenim vézieb, atbmovou Struktirou.

- Fyzikalne vlastnosti sa zaoberaju mikrostrukturou, fazami, hustotou a réoznymi typmi

porovitosti.

- Mechanické sa zaoberaju silou a hizevnatostou materidlov spolu sich tvrdostou,
riesia rézne mechanizmy poskodenia a opotrebenia materialu.

- Biologické vlastnosti sa zase zaoberaju tym, ako sa materialy spravaju v biologickom
prostredi, ak je biologické prostredie vytvorené na Petriho miske, tak hovorime o in
vitro vlastnostiach, ak biologické vlastnosti sledujeme priamo v zivom organizme,
v tele zivocicha, alebo Cloveka, hovorime o in vivo biologickych vlastnostiach.

Biomaterial musi splfiat viacero kritérii (vid Obrazok 3), okrem iného musi byt
biokompatibilny a bioadaptabilny, teda sprava sa prijatelne na vSetkych urovniach, tak ako na
bunkovej urovni, tak aj na tGrovni systému. Dalej by mal vyvolavat' zodpovedajucu reakciu
u hostitel’a, a byt schopny vykonavat zmyslanu funkciu, Specificka aplikaciu bez pritomnosti
neziaducich reakcii. K porozumeniu problematiky biomateridlov vedie jedine¢né
multidisciplindrne rieSenie na hranici medzi chémiou, biochémiou, bioldgiou, medicinou,
fyzikou, materidlovymi vedami, mechanickymi vedami, ale aj elektrotechnickymi vedami
[26].

biokompatibilita

sterilizovatelhost

Biomaterial biofunkénost
bioaktivita

Obrazok 3: Viastnosti biomatericalu
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Biomaterialy mozno v jednoduchosti rozdelit do Styroch zakladnych skupin, ktoré
samostatne, alebo svojim prekrytim, popisuju vSetky zname biomaterialy.

Kovové biomateridly

Najcastejsie su kovy vyuzivané v dentdlnych a ortopedickych aplikaciach, najmé vd’aka ich
trvanlivosti, pevnosti, vysokej mechanickej odolnosti voci opotrebeniu a narazom. Hojne sa
vyuzivajui v konstrukcii medicinskych nastrojov a zariadeni. Ich nedostatkom je vSak vysoka
hodnota Youngovho modulu pruznosti voci I'udskej kosti, ale hlavne by mohli podl'ahnut
korozii pri kontakte s fyziologickym prostredim. Preto su najCastejSie vyuzivané kovy titan
a jeho zliatiny, nehrdzavejtce ocele a zliatiny Co-Cr [12].

Keramické biomateridly

Keramické biomaterialy sa Casto vyuzivaju v dentalnych aplikaciach, v tvrdych tkanivach
k opravam, roz§irovaniu a regeneracii tkaniva. Vyuzitie najdu tiez obdobne, ako kovové
biomaterialy, pri vyrobe medicinskych nastrojov a zariadeni. K tymto aplikaciam ich
predurcCuje ich vysoka stalost’, a velmi dobra biokompatibilta. Ich nevyhodou je vSak velmi
nizka elasticita, pevnost a pruznost’ a vysoka krehkost. Medzi najznamejSie patri fosforeCnan
vapenaty (Caz(POa)2), oxid zirkonicity (ZrO), alebo alumina (Al,O3) [11].

Kompozitmé biomateridly

Kompoztitné materiadly sa ziskvaji kombinaciou minimalne dvoch zloziek. Ide o materialy
kombinujice najvhodnejSie vlastnosti polymérnych, kovovych, keramickych a inych
biomateriadlov. Pri kompozitnych biomateridloch je charakteristicky synregizmus, ¢ize sucin
vlastnosti materidlov obsiahnutych v kompozite. Navrhuju sa pre konkrétnu aplikaciu,
vacSinou nemaju univerzalne vyuzitie. Existuje ich celé spektrum, odli¢uji sa charakterom
matrice, ale aj typom vystuze. Hlavnou vyhodou je kombinacia vlastnosti materialov
obsiahnutych v kompozite, vysokda miera biokompatibility, pevnost’ a zna¢na odolnost’ voci
korozii v kontakte s fyziologickym prostredim. Uplatiiuju sa skoro vo vsetkych odvetviach
mediciny [12].

Polymérne biomateridly

Polyméry si umelé, ako napriklad silikonova guma, nylon, polyester (PES),
polytetrafluoroethylen (PTFE), polyvinylchlorid (PVC), alebo prirodné, ako kolagén,
celuldza. Vyznacuju sa pruznostou a hizevnatostou, avS§ak maji nizku pevnost, deformuja a
degraduju sa v Case. Su Casto vyuzivané, ako sucast implantatov, v aplikaciach pre mikké
a tvrdé tkaniva, v doruCovacich systémov pre aplikaciu liekov. Su schopné biointegracie, teda
k previazaniu prirodného a umelého tkaniva. V medicine nachadzaju vyuzitie ako katétry,
srde¢né chlopne, chirurgické nite, kibne jamky a nahrady chrupaviek, vizov a liach, ale aj
ako sucast’ niektorych nastrojov [12]. V tejto praci je venovana pozornost polymérnemu
biomaterialu polykaprolaktonu.
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2.2.1 Polykaprolakton

Biodegradovatel'ny, semikrystalicky polyester s nizkou teplotou skleného prechodu -60 °C a
teplotou topenia v rozmedzi od 59 po 64 °C. S molekularnou hmotnost'ou pohybujicou sa od
3000 po 80000 gmol™! [27]. Jeho vzorec mozeme vidiet na Obrazok 4.

Stratégie pre syntéza alifatickych polyesterov, ako PCL, polyglykolidov a polylaktidov mozu
byt v podstate dve, polyadicia za otvorenia kruhu cyklického monoméru a polykondenzacia,
ako zobrazuje schéma Obrazok 5 [28]. NajcCastejSia priprava polykaprolaktonu je
koordina¢ne-inzerénou pripadne kationovou, €1 aniénovou polymeraciou za otvorenia kruhu
e-kaprolaktonu (ROP) [29]. Monomér e-kaprolakton sa pripravuje katalytickou dehydrataciou
hexan-1-6-diolu [30]. Koordina¢ne-inzer¢na polymeracia sa uskuto¢iiuje najmé v pritomnosti
organo-kovovych zla€enin hliniku acinu, oxidov niektorych kovov, organickych
katalyzatorov , ale aj enzymov [30].

PCL sa vyuziva, ako zmikc¢ovac pre polyvinilchlorid (PCL), ale aj ako méakc¢iaca matrica
v pripade potahovania polyesterovych vlakien, ako udava postup pouzity 1986 Leiningereom
a Biggom [31]. PCL je degradovatel'ny spolu s inymi alifatickymi polyestermi , pouziva sa so
syntetickymi polymérmi, v zmesiach pre modifikaciu vlastnosti materialu.

Bol rozsiahle vyuzivany pocas boomu resorbovatel'nych polymérov v 70. a 80 . rokoch,
najméa v oblasti biomateridlov, ale aj v inych. Popularitu tohto polyesteru prekonali rychlo
resorbovatel'né polyméry, ktoré mali menej nevyhod s dlhodobou degradaciou (tri az Styri
roky), nasledkom ¢&oho bol PCL nejaki dobu v ustrani. AvSak rastici zaujem
o bioadaptabilny, biodegradovatelny biomaterial znovu ukézal vyhody PCL. Oproti inym
alifatickym polyesterom vel'mi dobré elastické a reologické vlastnosti, taktiez sa s nim vel'mi
dobre manipuluje, ¢i po stranke chemickej, fyzikalnej, alebo biologickej. Toto ho robi
schopnym prispdsobit’ svoju degrada¢nu kinetiku, ktord potom vyhovuje znacnému rozsahu
implantatov a inych zariadeni, v ramci daného anatomického urcenia. Tieto jeho vlastnosti
a nizke vyrobné néaklady, spolu s certifikatmi FDA (Food and Drug Administration, USA)
a CE (Europan Community) z neho robia nadejnu platformu pre aplikacie v tkanivovom
inzinierstve, pre design implantatov s dlhou dobou rozkladu. Jeho negativnou vlastnostou je
nizka povrchova energia a hydrofobicita a s tym spojena nizka miera zmacavosti [32], [33].
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Obrazok 4: Polyparolakton (PCL)

Pre medicinu ho dalej robi vhodnym jeho biokompatibila stvrdymi aj mékkymi
tkanivami, schopnost’ rozkladu na netoxické produkty aich nasledné prirodzené odburanie
metabolickymi cestami. Vd’aka tomuto vSetkému a minimalnym imunologickym odozvam
v ludskom organizme je jeho homopolymér, ale aj jeho kopolyméry vel'mi dobrou vol'bou
materialu, pre tvorbu biokompatibnilnych implantatov s dlhou dobou rozkladu, nosicovych
systémov pre lieCiva s postupnym uvoltiovanim a pre Sitie vnutornych tkaniv [34], [35].
V tkanivovom inzinierstve dokaze reprodukovat naturdlny extracelularny matrix a teda
podporovat’ trojdimenzionalnu bunkova kulturu [32]. Pre dodatocné vylepSenie vlastnosti,
ako je hydrofilita, biokompatibilta a celkovo priaznivda bunkova odpoved, moézu byt
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polymérne retazce PCL modifikované funkénou skupinou napr. upravou v plazme [36], [37],
[4], [38], alebo inou chemickou Upravou napr. aminolyzou [39
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Obrazok 5: Schéma syntézy PCL, ionovo alebo kovovo katalyzovanym, radikalovym
otvaranim kruhu a polykondenzdcia

2.3 Plazma a jej aplikacie pre modifikaciu povrchov
Pojmom plazma popisujeme Stvrté skupenstvo hmoty, ide o ionizovany plyn. Aby sme mohli

skupinu nabitych Castic oznaCit za plazmu, musia spliiovat’ urcité podmienky, takzvané
kritéria plazmy.

2.3.1 Kiritéria plazmy

Debyeho dizka

Debyeho dizka je miera vzdialenosti na ktorGi nabita Gastica zaznamena vplyv inej nabitej
Castice, alebo plochy s nenulovym potencidlom. Rozmiestnenie nabitych castic vytvara
efektivny Stit akémukol'vek elektrostatickému pol'u vo vzdialenosti radovo odpovedajuce;
Debyeho vzdialenosti vid® Obrazok 6. Tienenie elektrostatického pola je nasledkom
kolektivneho spravania sa Castic v plazme. Debyeho vzdialenost mozno vypocitat pomocou
vzorca vid rovnica (1), kde € je permitivita vakua, k Boltzmanova konStanta, T teplota
elektronov, ne elektronova hustota a e naboj elektronov [40], [41].
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Obrdzok 6: a) Debyeho dizka, b) Debyeho sféra

Kvazineutralita

Plazma je makroskopicky neutrdlna, ¢ize za rovnovaznych podmienok bez pdsobenia
vonkajsich sil je vysledny elektricky naboj rovny nule, pretoze je v nej priblizne rovnako
kladného aj zaporného naboja. Plazma musi byt dostatone vel'ka, aby v nej bol dosiahnuty
velky podet Castic a zaroveii dostatoéne mala, aby sa dala porovnat charakteristicka dizka
s makroskopickymi parametrami, ktorymi st hustota a teplota. Tato vlastnost oznacujeme,
ako kvazineutralita a m6zeme ju vyjadrit pomocou vztahu rovnica (2). Kvazineutralitu sa
musi posudzovat na vzdialenostiach vac¢sich, ako Debyeho dizka. [40].

n,=yn, )

Plazmovad frekvencia
V dosledku kolektivneho chovania sa Castic v plazme dochadza k hromadnému pohybu Castic
objavuju sa prirodzené oscilacie a tieto st nazyvané plazmovou frekvenciou (rovnica (3)).

3)

Kde m_je hmotnost’ bud’ elektronu, alebo i6nu a ng = ne = n; je koncentracia Castic. Plazmova
frekvencia i6nov je vyrazne mensSia, ako plazmova frekvencia elektronov, pretoze hmotnost
16nov je podstatne vacsia nez hmotnost elektronov [40].

2.3.2 Generacia plazmy pomocou elektrického vyboja

RozliSujeme niekol’ko sposobov generacie plazmy. Jeden spociva v ohriati plynu na vel'mi
vysoku teplotu, niekolko tisic K, kde nastava termicka ionizacia, druhym sposobom je
napriklad fotoionizacia. Dal§im spdsobom je generacia plazmy zalozena na vyuZiti
elektrickych vybojov.

Plazma generovanad pomocu el. vyboja vyuziva vznik el. pola v plazme pri napéti.
Elektrony ziskaju v el. poli kineticku energiu, vd’aka ktorej si schopné ionizovat molekuly
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plynu. Priebeh generacie plazmy zacina prierazom, deji pri ktorom sa zvySovanim napétia
medzi elektrodami po prekroceni urcitej prahove] hodnoty plyn stava vodivym. Tento dej je
sposobeny urychlenim primarnych elektronov v elektrickom poli. Za vznik primarnych
elektronov je zodpovedny vonkajsi vplyv, napr. kozmické ziarenie, alebo radiacia. Primarny
elektron akcelerovany v el. poli mdze ionizovat atomy plynu a vytvorit' takto par elektron-
i6n, teraz su dva elektrony zrychlené a generuju Styri elektrony atd’., ¢im sa vytvori lavina
elektronov [41].

Vonkajsi
vplyv

Obrazok 7: A)-Vznik primarneho elekronu. B)-Elektronova lavina

Po prieraze sa vytvori vyboj apreskupi do charakteristickych oblasti, aby sa
optimalizovali straty Castic a energie na vstupe. Pre existenciu vyboja v ustdlenom stave je
potrebné, aby prostredim vyboja prechadzal prud. Evoluciu vyvoja vyboja vidime na Obrazok
7, kde na zaliatku sa vyskytuje nesamostatny Towsendov vyboj, ten predchadza vysSie
spomenutd elektronovu lavinu, ktora znamena uplny prieraz. Dalsie zvy$enie napitia sposobi
prechod k samostatnému vyboju, ak st splnené podmienky pre korénovy vyboj zapali sa ten,
ak nie zapali sa tleci vyboj. Ak sa vSak vykon dalej zvysi, katdda sa zaCne zahrievat.
Nakoniec ddjde k termionickej emisii a ta sa stdva dominantnym procesom tvorby elektronov.
V tomto bode, ako vidime na Obrazok 8, sa vybijacie napétie znizi a tleci vyboj sa vyvinie do
obluka [43].
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Obrazok 8: Evolicia vyboja [41]
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Obrazok 9: Identifikacia roznych typov plazmy, diagram logaritmu hustoty Castic a teploty
[44]

V tejto praci bol vyuzity tleci vyboj, pre simplicitu zaradenia vzhl'adom na to, ze existuje
vel'a typov plazmy, je uvedeny Obrazok 9 Hlavnymi charakteristikami tlecieho vyboja je to,
ze elektrony sa vytvaraju ionizaciou a generaciou sekundarnych elektronov z narazu i6nov na
povrch.

Kapacitne viazany rddio-frekvencny vyboj

Vyboj medzi paralelnymi doskami elektréd pracujuci pri frekvencii desiatok MHz je jeden
z najpouzivanej§ich nizkotlakych radiofrekveénych (RF) wvybojov napr. pre plazmové
leptanie, alebo plazmové nanasanie rozkladom par (PECVD). Dva najpouzivanejsie typy su
induktivne viazany (z angl. inductively coupled) a kapacitne viazany (z angl. capacitevely
coupled) vyboj. Ak je jedna elektroda pripojena na zdroj RF napiti, priCom je eSte medzi fiou
a zdrojom umiestnena vyrovnavacia jednotka (blokovaci kondenzator), a druha je uzemnena,
a tato konfiguracia je podobna kondenzatoru v el. obvode, potom plazma formovana v tejto
konfiguracii sa nazyva kapacitne viazana (Obrazok 10). Potom v zavislosti na tom, ¢i su obe
elektrody rovnako vel'ké, alebo nie, mézeme hovorit’ o symetrickom, alebo nesymetrickom
vyboj. Blizsie vysvetlenie poskytuje literatiura [42]
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Obrazok 10:Schéma kapacitne viazaného REF vyboja

Elektrony v plyne akcelerované RF polom moézu ionizovat plyn priamo, alebo nepriamo
koliziami s neutralnymi Casticami, produkuja pri tom sekundarne elektrony. Ak je elektrické

pole dost’ silné, moze dojst’ k vyssie spominane] elektronovej lavine. Po prieraze tejto laviny
sa stava plyn elektricky vodivym, kvoli velkému mnozstvu volnych elektronov. Vdaka
nizkej hustote elektronov je tepelny obsah stdle maly, ato umoziuje uviest plazmu do
kontaktu s citlivymi povrchmi [42].

2.3.3 Procesy v plazme

Reakeii, ktoré prebiehaju na povrchu pevného substratu exponovaného reaktivnym casticiam
v plazme, je niekol’ko:

Emisia sekundarnych elektronov, kedy primarne Castice, ako i6ny, elektrony, fotony,
ale aj neutralne Castice vyrazia elektron z povrchu pevného substratu.
NapraSovanie, dej kedy energeticky 16n, alebo neutralna Castica vyrazi atdbm z povrchu
pevného substratu.
Odraz
Adsorpcia, iniciovana Castica prilne k povrchu pevného substratu, existuja dva typy
ato:
o Chemicka sorpcia, dopadajuca castica si vytvori chemicka silni vézbu
S pevnym substratom.
o Fyzikdlna sorpcia, dopadajuci atom, alebo molekula je slabo viazana
k povrchu pomocou Vad der Waalsovej sily. Naviazané molekuly moézu
podliehat’ difuzii pozdiz povrchu pevného substratu a nasledne mozu dojst aj
k ich desorpcii.
Absorpcia, dej kedy dopadajuca castica, 16n, atom, alebo molekula penetruje do
objemu pevného materialu.
Desorbcia, o je reverzny dej voci adsorpcii.

Heterogénna chémia povrchu, Castice (elektrony, 16ny, radikaly, excitované neutralne Castice)
a ziarenie z plazmy podsobia pri tomto deji, ako promotori [47].
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Plazmové nanasenie rozkladom par (PECVD)

Chemickd depozicia zplynnej fazy CVD (zangl. Chemical vapor deposition) je
termodynamicky proces nandSania tenkych filmov, poc€as ktorého sa plynné latky v ramci
chemickej reakcie menia na pevnu, tenku vrstvu na substrate. Syntetizuji sa z plynov
obsahujucich uhlik pri nizkych tlakoch [45].

Aby mohlo dojst k rozkladu molekul, je nutné dodat’ aktivacni energiu. Podla typu
dodanej aktivacnej energie teda mozeme mat zajedno termicku aktivacnu energiu, kedy je
k rozkladu molekul plynu pouzita tepelna energia, ktord je prenasana prostrednictvom napr.
hortceho vlakna, alebo mézeme vyuzit plazmu, alebo iny zdroj aktivacnej energie napr. laser.
Plazmové nanaSanie rozkladom par (PECVD, zangl. Plasma-enhanced chemical vapor
deposition) vyuziva energetické elektrony pritomné vo vyboji na disocidciu a ionizaciu
molekul plynu, za vzniku reaktivnych radikalov aionov, ktoré maju synergicku ulohu pri
depozicii. Vd’aka tymto energetickym elektronom moze byt pouzita plynnd latka menej
reaktivna, ktora by inak pri klasickej CVD nemohla byt pouzita, tak ako ukazuje Obrazok 11
[46].

Energia

A

Energetické (excitované)
(@ % reaktanty

Stimulacny
efekt plazmy

Dostupna | | Pociato¢ny
excitanca | | stav
energia

¢ Aktivacna energia

’

’ @ &

¢ Produkty
’

@@V____,

Termicky aktivované
reaktanty

Reak¢na koordinata

Obrazok 11: Porovnanie reakcnej energie pre konvencnit CVD a pre plazmou stimulovanii
[46].

PECVD je proces vyvinuty v 60.rokoch a ma svoju vyhodu hlavne v nizkej teplote depozicie
a dobrej adhézie takto deponovaného povrchu. Ako je uvedené vyssie v tejto Casti, PECVD
vyuziva energetické elektrony. V. CVD mozu prebiehat’ tak nehomogénne, ako aj homogénne
chemické reakcie. Pri PECVD vSak plazma uvadza do reakcie elementarne procesy, ako
exitacia, ionizacia, disocidcia, rekombinacia, elektrony tu maju teplote vacsiu, ako pri teplote
Standardnej chemickej reakcie. Priklady niektorych Castych procesov:
- Excitacia: ATe > A +e

_ N _

Ionizacia: Ate —>A +2e

., +e 5 2A T +2¢
- Disociacia: Ate > ¢
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- Rekombinacia: A +e —>2A

- Fotoemisia: 4 > A+hv

- Prenos naboja: A+B">A"+B
- Elektronové prichytenie: 2 *¢ 4

- Disocia¢né prichytenie: AB+e —>A+B

Kvoli vSetkym vysSie uvedenym procesom je vel'mi tazké priebeh reakcie v PECVD popisat
jednoduchou rek¢nou schémou [47].

Aplikacie plazmy pre modifikdciu povrchu
V medicine nachadza plazma vyuzitie, ako terapeuticky prostriedok na lieCenie ran. Vel'mi
dobre sa da pouzit’ aj na sterilizaciu, vd’aka procesom, ako destrukcia genetického materialu
a rozpad mikroorganizmov pdsobenim UV ziarenia a reaktivnych Castic v plazme. D4 sa tiez
vyuzit na implantatov, plazmovou implantaciou imerznych i6nov  oSetreny
polydimethylsiloxdan  vykéazal  znizenie  genotoxicity, zlepSenie cytokompatibility
a biokompatibilit [48].

Dalsie aplikacie nachadza, ako nastroj na modifikaciu polymérov pouZitych v medicine
a tkanivovom inzinierstve. Plazma o vysokom obsahu kysliku ma schopnost preniknut
poroznou Struktirou PCL bez straty modifikacnych schopnosti, zvysuje bunkovu adhéziu
a proliferaciu na plochom, aj na poréznom substrate. [49]. Za tymto ucelom je vyuzivanych
viacero typov vybojov, no ako je uvedené vysSie jeden z Castych je kapacitne viazany RF
vyboj.[50] Plazma sa da vyuzit' vo viackrokovych modifikaciach, kde méze sluzit’ len ako
prvy krok, kedy po nej nasleduje imobilizacia proteinov, napriklad kolagénu za ucelom
zlepSenia bunkovej proliferacie [51]. Pocas tohto kroku mdze plazma pomoct s naviazanym
funkénej skupiny, ktora sa moze priamo podielat’ na proliferacii, alebo mdze naviazat ina
molekulu vyrazne zlepSujucu adhéziu a proliferaciu buniek.

2.4 Aminacia povrchov

Ako je uvedené v kapitole 2.1, tak biokompatibilta a s iou aj spojena vitalita buniek je
ovplyvnena zlozenim materidlu, a s tym suvisia funkéné skupiny na povrchu. Pre bunkovu
adhéziu a naslednu pracu s tkanivami su vhodné kladne nabité funkéné skupiny, ako napriklad
aminy. O syntetickych polyméroch, ako je vysSie uvedeny polykaprolakton vieme, ze v ich
nativnej forme nie su pre adhéziu buniek vhodné kvoli nizkej zmacavosti — vysokej
hydrofobnosti. U polykaprolaktonu, ako je vidiet na obrazku Obrazok 4, je absencia vhodnej
funk¢nej skupiny. Tento problém moze byt vyrieSeny prave zabudovanim aminovych skupin
[52]

Zavedenie aminoskupiny do organickej zluCeniny je zhrnuté pod pojmom aminacia. K
aminacii mozno pristupovat viacerymi stratégiami. Z hl'adiska efektivity, teda nizkej
naro¢nosti a vychadzajuc z predbeznych vysledkov boli vybrané tri stratégie spliiajuce tieto
atributy: plazmova polymerizacia, chemicka metdda a hybridna metoda .
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Stratégia vyuzivajuca plazmovi polymerizdciu.
Plazmova polymerizacia vyuziva k aminacii povrchu metédu PECVD, ktoré je priblizena v
2.3.3. Je to dej, kedy vznika tenkd polymérna organickd vrstva na povrchu substratu. Takto
tvorena vrstva sa moze lisit od konvenénych polymérov fyzikalne aj chemicky. Plazmové
polyméry nie su tvorené opakujucimi sa retazcami, ich vlastnosti zavisia od parametrov
vyboja a pouzitych monomérov. Vychodiskové latky pre plazmovi polymerizaciu nemusia
pozostavat’ z viacerych vézieb, ako je to v pripade bezného polymerizacného procesu. Proces
je obvykle zalozeny na zmesi plynov , pozostavajucej z monoméru a napr.  vzacneho plynu,
moze byt pouzity argon, alebo hélium. Vzacne plyny znizuji prierazové napitie a zlepSuju
priebeh vyboja. Tento typ polymerizacie mdze byt realizovany viacerymi typmi vybojov,
avSak v tejto praci je pouzity kapacitne viazany RF vyboj, popisany vyssie, v kapitole 2.3.2.
Rektor existuje v podstate v dvoch zakladnych usporiadaniach, v ktorych moézu byt
fyzikalne ulinky odliSné, schematicky je ich vidiet na Obrazok 12. V downstreamovom
usporiadani je generacia plazmy vzdialena od substratu, takze fyzikalne efekty su minimalne
a plynné reaktanty sa moézu zavadzat' priamo do plazmovej oblasti, alebo do oblasti blizke;j
substratu. V reaktore s paralelnym usporiadanim doskovych elektrod, ktoré bolo vyuzité aj
v tejto praci, je substrat ponoreny do plazmy, a preto podlieha fyzikalnym efektom, ako je
napriklad i6nové bombardovanie [43].

Plyn Zdroj Plazmy

l ‘ C ) | Plyn —> Substrat

[ < J \ > ] Plazma

R
[ 1

A) B)
Obrazok 12: Schematické zobrazenie usporiadania reaktorov. A)-S paralalne usporiadnymi
doskovymi elektrodami. B)-Downstreamové usporiadanie [43]

Medzi najjednoduchsie sposoby aminacie, teda uvedenie aminovej skupiny je plazmové
opracovanie za pritomnosti amoniaku, alebo dusiku. [53]. Plazmova polymerizacia
monomérov na aminovej bazy, vykazuje zvySenie stability. Takyto monomér je napriklad
cyklopropylamin, ktorého pouzitie vykazuje zlepSenie bunkovej adhézie a proliferacie [54],

[4].
%NHz

Obrazok 13: Cyklopropylamin

Cyklpropylamin (Obrazok 13) pouzity v tejto sekcii prace ma vyhodu nakolko nie je toxicky
[54].
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Hybridnd stratégia, vyuzivajuca plazmu

Plazmové spracovanie polymérnych materidlov vo vzduchu, ako nosnom plyne, je u¢innym
nastrojom na modifikaciu povrchu. Ako bolo uz uvedené vysSie v kapitole 2.3.3 plazma
uvadza elementarne procesy, ako, excitacia, ionizacia, disociacia ainé, Co vedie systém
k reakcii, ktora vytvara aktivne radikaly na substrate. Radikaly na takto aktivovanom povrchu
polyméru, su schopné reagovat s vhodnym monomérom za vzniku polymérnej Struktury.
Tieto Struktury maju potencial pre modifikaciu za ucelom zlepSenia bunkovej adhézie
a proliferacie, ale aj pre antibakterialnu upravu povrchu [5].

? ? Plazma
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|

O
y

O+=0 o
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NH,
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Obrazok 14: Schéma hybridnej stratégie vyuZivajiicej plazmu.

Po povrchove; modifikacii si na povrchu vhodného substratu vytvorené kyslikové
radikaly, ktorych zdrojom je v tomto pripade nie len uvedena atmosféra obsahujuca kyslik,
ale aj samotny polymér PCL. PCL, ako je vidiet na Obrazok 4, ma kyslik viazany, tak
dvojnou vézbou, ako aj jednoduchymi vézbami, ktoré su schopné radikalovo reagovat
s monomérom alylaminu, a vytvorit kopolymerizacne Struktiru pripominajucu , kefku®.
Takto vzniknuty kopolymér ma dve monoméry skladajuce sa z polykaprolaktonu a N-
alylmethylaminu Obréazok 15.

/\/NH
H2C/ \CH3

Obrazok 15: N-Alylmethylamin

Pri tejto stratégii bol pre aktivaciu povrchu polymérne; nanovlakenej Struktary pouzity
nizkofrekvencny tleci vyboj pri frekvencii 40 kHz. Tento typ vyboja bol tiez pouzity
v pripade modifikacie zlepSenie proliferacie buniek [51]. Po aktivacii bol povrch exponovany
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alylaminu, ktory je vhodnym monomérom pre tuto aplikaciu, nakol’ko uz bol za tymto ucelom
vyuzity [51]. Nevyhodou alylaminu je ale jeho toxicita.

Stratégia zaloZend na chemickom pristupe.

Chemickéa metoda vyuziva chemickt reakciu, aminolyzu. Aminolyza je reakcia primarneho,
alebo sekundarneho aminu napr. s karboxylovou kyselinou, alebo derivatom karboylovej
kyseliny za vzniku primarneho, sekundarneho, alebo aj terciarneho amidu. Ak by reagoval
amoniak reakciu by §lo nazyvat' amonolyza, prikladom je amonolyza halogénderivatov, ako
jedna zo stratégii pre syntézu aminov. Takisto mdzu reagovat aj alkylhalogenidy, alebo
estery. Vtejto praci je pre aminolyzu vyuzity alifaticky amin diaminohexan. Schéma
aminacie PCL nanovlakien pomocou aminolyzy je uvedena na Obrazok 17. Mechanizmus
tejto reakcie je totozny s mechanizmom uvedenym na Obrazok 16. Takto modifikované
polyméry, mohli na svojom povrchu imobilizovat napr. kolagén atym zlepsit bunkovu
proliferaciu [56], [57], [6].
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Obrazok 16: Priklad aminolyzy esterov
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Obrazok 17: Schéma Aminolyzy PCL diaminohexdnom

2.5 Metody charakteristiky povrchov a tenkych vrstiev

Metod charakteristiky povrchov je cela paleta. V principe ich m6zeme rozdelit na spektralne

a nespektralne, prehl'ad najCastejSie pouzivanych metdd zobrazuje Obrazok 18. Tato praca

vyuziva tak spektralne, ako aj nespektralne metody k analyze modifikovaného povrchu.

— Réntgenova fotoelektronova spektroskopia |

—| Augerova elektronova spektroskopia|

— Sekundarna iénova hmotnostna spektrometria staticka SIMS

—| Povrchova MALDI hmotnostna spektroskopia|

—! Infracervena (IR) spektroskopia ATR IR spektroskopie|

- Reflexna absorpcna
_l Ramanova Spektr05k0pla| infratervena spektroskopia

Sekundarné elektrénové
zobrazovanie
Zobrazovanie spatne

— Spektroskopia straty elektrénovej energie| —

—| UV-VIS spektroskopia| rozptylenych elekrénov
| lenergeticky/vinovo disperzna
— Svetelnd a konfokélna mikroskopial ST S ChREE e

priprava vzorky
—| Skenovacia elektronova mikroskopia(SEM)|——| Environmentalna SEM|

— Skenovacia tunelovéa mikroskopie a mikroskopie atémovou silou |

Profilometria

— Meranie kontaktného uhla }—E:Wilhelmiho metoda]
- - Metoda Sessile Dro
Elipsometrie Pl

Obrazok 18: Metody pouzivané k analyze povrchu [26]

2.5.1 Skenovacia elektronova mikroskopia (SEM)

Skenovacia mikroskopia je analyticka metdoda schopna poskytnut' topograficku analyzu

vzorku. SEM sa vSeobecne pouziva na analyzu tak anorganickych, ako organickych
materialov na stupnici od nanometrov po mikrometre. Tato technika pracuje vo vysokom

zvacseni, az stotisic nasobné priblizenie.
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Elektronovy mikroskop vyuziva miesto svetla zvazok urychlenych elektronov a ststavu
elektromagnetickych $oSoviek. Vinova dizka urychlenych elektrénov je az 6 pm, Go umoziiuje
vel'ké zvicSenie, energia tychto elektronov je v rozsahu jednotiek az desiatok keV. Obraz
pozorovany pri elektronovom mikroskope nie je priame pozorovanie, ale je realizovany
detektorom a monitorom. Pri interakcii urychlenych elektronov so vzorkou vznika cela rada
ziareni, ktoré mdzu byt vyuzité pre d’alSiu charakteristiku vzorky. Dochadza k dvom dejom,
za prvé k elastickym zrazkam, ktoré menia drahu, ale takmer nemenia energiu a rychlost, tu
vznikaju spatne odrazené elektrony BSE a transmisné elektrony TE. Za druhé k neelastickym
zrazkam, kde elektron straca energiu pri interakcii s elektronmi v elektronovych obaloch
atomov vzorky. Pri tomto type zrazok vznikaju sekundarne elektrony SE, fotony z oblasti
viditelného svetla tzv. katddova luminiscencia CL, Augerove elektrony, charakteristické
a spojité RTG ziarenie a teplo, ako ukazuje Obrazok 19. Elektrony prenikaju vzorkou do
slzovitého objemu, ktorého celkové rozmery su urCené energiou elektronového Iuca,
atobmovou hmotnost'ou prvkov a uhlom pod ktorym elektronovy lu¢ dopada na vzorku [58].

Elektrénovy laé Elektronovy lGé

Rontgenové lice 1 .
10 A Augerove elektrony

Katédoluminiscencia - : 5
50-500 A Skundarne elektrény
Sekundarne Odrazené
Odrazené elektfony elektrény
elektrény
/
Auger?ve 2 Teplo ’/ Chrakteristické
elektrény \ y ' réntgenové luce
§ |
\
\
\
Elektronovy % Vzorka
Vzorka objem e

Obrazok 19: Dopadajuci luc elektronov a vzniknuty elektronovy objem

Celkovy nacrt elektronového mikroskopu moézeme vidiet Obrazok 20. Elektronovy
mikroskop je mozné v podstate rozdelit' na pat Casti, a to vakuovy systém, elektrénové delo,
elektronovu optiku, komoru pre vzorky a detektor.
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Obrazok 20: Schematicky ndkres elektronového mikroskopu

Nutna je priprava vzoriek, je nevyhnutné naniest vrstvu vodivého materialu, pre kvalitnu
mikroanalyzu a je potrebny lesteny povrch, kolmy na 1u¢ elektronov, iba v pripade
polovodicov, nie je za potreby Specialna priprava.

2.5.2 Infracervena spektroskopia (IC)

Infracervend spektroskopia je nedestruktivna analyticka metdda, zalozend na interakcii
infraCerveného ziarenia s hmotnou. Tato technika ma okrem kvalitativnej a kvantitativne;j
analyzy svoju ulohu pri vyskume molekulovej dynamiky, chemickych vlastnosti molekul,
vplyvu prostredia na Studované molekuly a v inych d’alSich aplikaciach.

Infracervené ziarenie je elektromagnetické ziarenie, ktorého rozsah vinoctov je od 12500
az po 10 cm™. Delime ho podl'a vinovych dizok na blizke (NIR, z angl. near infrared), stredné
(MIR, z angl. middle infrared) a vzdialené (FIR, z angl. far infrared). Fotony infraerven¢ho
Ziarenia nemaju dostatonu energiu na excitaciu elektronov v molekulovych orbitaloch, ale
dostato¢nu na zmenu vibracného stavu, teda k zvacSeniu amplitidy, alebo rotacného stavu,
teda k zrychleniu molekuly astym savisia aj ziskané informacie. Tento pohyb si
predstavujeme, ako periodicki zmenu vzdialenosti medzi atdémami v molekule. Celkova
vibra¢na energia molekuly ma dva prispevky, kineticki energiu spojeni s pohybom atomov
a potencialnu spojenu s deformaciou vézby. Vibracny pohyb sa potom mdze oznacovat’ ako
harmonicky oscilator, kde sa celkova energia rovna suctu kinetickej a potencialnej energie.
Avsak pre realne molekuly plati, ze sa chovaju, ako anharmonicky oscilator [60].

Pri interakcii infraCerveného ziarenia s molekulou modze byt absorbované, alebo
emitované len také ziarenie, ktorého energia je rovna rozdielu medzi jednotlivymi vibraénymi
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hladinami prislu§ného oscilatoru. Cize, ak bude frekvencia zdroja odpovedat uréitému
energetickému rozdielu hladin, ddjde k absorpcii a objavi sa absorpCny pas. Infraervené
spektrum latky je zavislost absorbancie A (rovnica (5)), transmitancie 7 (rovnica (4)),
pripadne reflektancie R (rovnica (6)) na vlnoéte (cm™), alebo na vinovej dizke (A, nm).

1
T=—, (4)
Io
IO
A:logT:logT, (5)
R — Ir?‘lect , (6)

0

Kde, Ialp predstavuju toky ziarenia, pred aza vzorkou a l.pe: tok odrazeny vzorkou.
Absorpcné pasy, oblasti absorpcie obvykle charakterizujeme polohou, teda vInoctom
a relativnou intenzitou. Potom pre identifikaciu jednotlivych skupin su potrebné tabulky.

FTIR

Fourierova transformacna infraervené spektrometria vyuziva miesto monochromatoru
michelsonov interferometer. Tento deli infraerveny lu¢ pomocou polopriepustného zrkadla
na dva, v idealnom pripade s rovnakou intenzitou, vysledné odrazené a transmisné ziarenie je
potom presmerované pomocou zrkadiel, z nich jedno sa hybe atym determinuje dizku
optickej drahy medzi laémi. Luce su odrazené spat’ do polopriepustného zrkadla, anglicky
oznacovaného, ako beamspliter, kde su zrekombinované a vysledné zrekombinované ziarenie
prechadza vzorkou do detektora. Interferenény signal v detektore, ako funkcia rozdielu dizky
optickej drahy sa nazyva interferogram. Konecné infraCerevné spektrum sa vypocitava
z interferogramu pomocu Fourierove] transformacie. Aby mohla byt molekula detekovatel'na
FTIR musi u nej vplyvom IR dochadzat’ k zmene dipoélového momentu [59].

ATR-FTIR

Infracervend spektroskopia s technikou zoslabeného tiplného odrazu (ATR, z angl. Attenuated
total reflection). Je zalozena na jednom, ¢i viacnasobnom Uplnom odraze ziarenia na fazovom
rozhrani vzorky a meracieho kryStalu, ktory musi mat’ dostato¢ne vysoky index lomu. Krystal,
na ktory sa nanésa vzorka, je vacSinou lichobeznikového tvaru. Dofiho sa privadza sustavou
zrkadiel zvazok Iucov, pod takym uhlom dopadu voci fazovému rozhraniu, aby bola splnena
podmienka totalneho odrazu. Ak sa nejaka Cast’ ziarenia o danej frekvencii absorbuje, tak tato
zlozka bude v totalnom odraze zoslabena. Schéma je zobrazena na Obrazok 21.
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Obrazok 21: Schéma ATR-FTIR

Technika charakterizuje povrchové tenké vrstvy materialov, nakolko penetraéna hibka je
v radoch um, ale odraz na fazovom rozhrani je viacnasobny, takze ziskané spektrum je vel'mi
kvalitné, porovnatelné s transmisnym spektrom. Spektrum je ovplyvnené indexom lomu
medzi vzorkou akryStalom, uhlom dopadu na fazové rozhranie a vlnovou dizkou
infraderveného Ziarenia. Hibka penetracie infraterveného Ziarenia zavisi od vinovej dizky,
s narastom vlnovej dizky, teda s poklesom vino&tu, sa prehlbuje penetracia do vzorky.

2.5.3 Rontgenova fotoelektronova spektroskopia (XPS)

Rontgenova fotoelektronova spektroskopia (XPS, z angl. X-ray photoelectron spectroscopy)
je analyticka technika zalozend na meraniach fotolektronov emitovanych zo vzorky
nasledkom interakcie zvazku mékkych monochromatickych rontgenovych lacov so vzorkou.
To vedie k excitacii a naslednému vypudeniu elektronov, s nizkou energiou, vyplyvajucich
z fotoionizacie molekul, atomov, alebo i6nov vzorky. Prichadzajuci foton energie hn bude
v tomto konkrétnom pripade foto-excitovat 1s elektron vdzobnej energie Ep vzhladom na
Fermiho hladinu. Rontgenové foto-elektronové spektrum sa zaznamenava bud’, ako funkcia
energie viazby elektronov Ep, alebo priamo, ako kinetickd energia Ex nameranych fotonov
excitovanych elektronov. Oba st ekvivalentné a si spojené cez rovnica (7), hn je energia
rontgenového fotonu a @ je vystupna praca spektrometru.

E,=hn-E,-®, 7

Namerané rozlozenie energie vo valenénom pasme XPS preto priamo odraza hustotu
okupovanych stavov, co vedie k tomu, Ze z tychto spektier mézu byt extrahované informacie
o chemickej viazbe. Pozorované vrcholy v XPS energetickom spektre emitovanych elektrénov
su v podstate jedine¢ne spojené s vazbovymi energiami $pecifickych prvkov. Potom sa I'ahko
ur¢i priradenim hlavnych pikov v spektre, ktoré prvky su pritomné. Pretoze stredna volny
dréha elektronov pre excitované fotoelektrony je len v radu nanometrov, pozorované prvky sa
nachadzaju teda len v prvych par maximalne desiatkach atoémovych vrstvach analyzovanej
vzorky, to je dovod vysokej povrchovej citlivosti XPS. Dodato¢né zvySenie povrchovej
citlivosti je mozné dosiahnut naklonenim vzorky v spektrometri. Redukcia uhlu vzletu
elektronov tymto spdsobom, za G&elom zniZenia hibky analyzy sa oznaduje ako uhlové
rozliSena XPS (AR-XPS, z angl. angle resloved X-ray photoelectron spectroscopy).
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Priradenie pikov, sa uskuto¢iiuje pomocou prirucky, alebo pocitacovej databazy pozicii
pikov. Je mozno detekovat’ vSetky prvky periodickej tabul'ky s vynimkou vodika, XPS je
schopna lahko analyzovat l'ahké prvky, Co je zvlast atraktivne pre analyzu organickych
polymérov.

Schematicky diagram komeréného rontgenového fotoelektronového spektrometra
mozeme vidiet' na Obrazok 22. Zakladnymi sucastami su: rontgenovy zdroj, vzorka (ktora je
poCas merania umiestnena v manipulatore), elektronova prenosova SoSovka, analyzator
elektronove] energie a elektronovy detektor (kanalovy elektronovy multiplikator, alebo
kanalova doska), vSetko obsiahnuté v komore s vysokym vakuom (UHV, z angl, ultrahigh
vacuum). Limit velkosti vzorky zéavisi od spdsobu manipulacie so vzorkou, ale optimalna
vel'kost vzorky pre vac§inu spektrometrov je zhruba jeden centimeter Stvorcovy.
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Obrazok 22: Schematicky diagram konvencného rontgenového fotoelektronového
spektroskopu

2.54 Kontaktny uhol

Kontaktny uhol wvznikajaci pri kontakte povrchu skvapkou, je kvantitativnou mierou
zmacania povrchu pevnej latky kvapalinou, a je definovatel'ny, ako uhol vytvarajuci sa na
trojfazovom rozhrani. Goniometricky je tento bod mozné uré&it dotyénicou pozdiZ hranice
zbodu kontaktu. Povrch po ktorom sa kvapka roztiahne oznacujeme, ako hydrofilny,
kontaktny uhol je tu mensi, ako 90 °. Pri uhloch vécsich, ako 90 °si kvapka udrzuje tvar
a povrch nezmaca, takyto povrch je oznaCovany ako hydrofébny. V pripade, kedy by bol
kontaktny uhol vacsi, ako 150 °, kvapka by sa takmer vobec nedotykala povrchu, a povrch by
bol oznaCovany, ako superhydrofévny, vtomto pripade nastava takzvany lotosovy efekt
Obrazok 23.
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Hydrofilny Hydrofobny Superhydrofébny
0y <90° 0y > 90° 0y > 150°

Obrazok 23: Spravanie sa kvapky vzhladom na povrch, ak je povrch hydrofilny, hydrofobny,
alebo superhydrofobny

Kontaktny uhol je mozné merat viacero sposobmi. Casto sa kontaktny uhol meria
pomocou Wilhelmovej metody, spocivajucej v poc€itani kontaktného uhlu na zaklade silového
posobenia kvapaliny na tenky substrat. DalSou ¢astou metodou je Washburnova metdda, ktora
pocita nasakovanie kvapaliny do porézneho materialu, zo zavislosti vysky hladiny na Case sa
potom vypocitava kontaktny uhol. [61]. Jedna z najrozsirenejSich metdd merania kontaktného
uhlu je goniometricka. Pri tejto metode sa meria priamo dotyCnica na trojfazovom rozhrani.

Volnd povrchova energia

Medzi najdolezitejSie aplikacie kontaktného uhlu patri urCenie vol'nej povrchovej energie.
Jednotkou povrchovej energie je [Nm™'], rovnako ako pri povrchovom napiti kvapaliny 7 , si
si teda ekvivalentné. Definovatel'nd, je ako praca W potrebna na vytvorenie nového povrchu
o jednotkovej ploche A4A. V idedlnom pripade je tvar kvapky na analyzovanom povrchu
urceny povrchovym napétim kvapaliny, zalezi aj na pouzitej kvapaline.

Povrchové napitie je medzi-molekulova interakcia, pri ktorej molekuly v objeme
kvapaliny na sebe vzajomne posobia rovnomerne vo vSetkych smeroch, vysledna sila je v tom
pripade nulova. AvSak molekuly na rozhrani nemaju vSade okolo seba susediace molekuly,
dochadza tu k tomu, ze vnutorné molekuly st tahané smerom nahor a vznikéa tak vnatorny
tlak Obrazok 24.

Obrazok 24: Vzajomné pésobenie molekul [citacia 24]

Vysledkom dejov je, ze kvapka ma tendenciu drzat' ¢o najmensi povrch, aby mala ¢o
najmensiu povrchovli energiu, preto maju malinké kvapky abublinky sféricky tvar.
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Povrchové napitie je popisané Youngovou rovnicou, kedy kontaktny uhol kvapky na
idealnom povrchu je definovany mechanickou rovnovahou danej kvapky pod vplyvom
trojfazového rozhrania. Youngovu rovnicu popisuje rovnica (8), kde ypv, kv, ypk sU rozhrania
pevna latka-vzduch, kvapalina-vzduch a pevna latka-kvapalina.

ypv:]/pk_'_]/kaOSHY’ (8)

Z nameranych kontaktnych uhlov je potom stanovena povrchova energia pevnej latky
pomocou modelu medzi-molekulovej interakcie. Interakcii pre povrchova energiu, tak ako
vypoctovych modelov je viacero druhov, v zavislosti na pouzivani kvapalinu a material.
Acidobazicky vypoctovy model (rovnica (9)), umoziuje stanovit elektron-donornu
a elektron-akceptornu zlozku volnej povrchovej energie, potom celkovu povrchovu energiu
tvori sucet dvoch zloziek, acidobazickej (AB) a disperznej (LW). AB oznacuje elektron-
akceptornu/elektron-donornu interakciu podl'a Lewisa a LW celkovu disperznu Lisfshitz-Van
der Wallesovu interakciu.

y=y" +y", )

3 EXPERIMENTALNA CAST

Tuto diplomova pracu je mozné rozdelit' z experimentalneho hladiska na tri hlavné etapy.
Prvou etapou je priprava nanovlakien z polykaprolaktonu (Mn = 8000, Sigma Aldrich),
dodavaného vo forme peletiek, ktori nasleduje etapa aminacie vybranymi metédami
priblizenymi v kapitole 2.4. Findlnou etapou bola analyza, nasledne vyhodnotenie vysledkov
z hladiska efektivity aminécie pripravenych nanovldkien a kultivacia buniek na tychto
vybranych nanovlaknach.

3.1 Priprava nanovlakien

Polymérne nanovladkna boli pripravené pomocou takzvaného bezihlového elektrospiningu,
technika, ktora je blizsie priblizena v kapitole 2.1. Slo o pristrojové vybavenie situované na
Masarykovej univerzite, Prirodovedeckej fakulte. Nanovlakna boli pripravované za pomoci
pristroja, Nanospider (Elamarco). Samotnej polymerizacii predchadzala priprava roztoku,
z ktorého sa nanovlakna pripravovali. Slo ozmes koncentrovanych organickych kyselin
(octovej a mravcej) s rozpustenymi peletkami PCL. Vychadzajic z optimalizacie Mgr Evy
Dvotéakovej, Ph.D., apo dodatocne; konzultacii s Mgr. Zbyrikom Voracom, Ph.D. bol
pripravovany roztok o koncentracii PCL 7% a nasledne 9%.

Aparatiira pre pripravu nanovidkien

Roztok na zvlakinovanie sa pripravoval do 100 ml uzatvaratel'nej fl'astiCky(Fisher Scientific).
Dalej aparatiru tvorilo samotné vys$sie spominané zariadenie na elektrospinning
(Nanospider™, Elmarco), skladajuce sa zriadiaceho modulu, pre posuv netkanej textilie,
mechanizmu pre ulozenie a posun netkanej textilie, a samotného modulu pre zvladknovanie
(Obrazok 25).
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Obrdzok 25: Nanospider (Elmarco), 1-Samoty nanospider, 2. 1-Mechanizmus pre posun
netkanej textilie, 2.2-Motor navijacieho mechanizmu, 3-Riadiaci modul pre smer a rychlost
navijania.

Postup prdce

V prvom kroku bol pripraveny roztok zmesi koncentrovanych kyselin, a to koncentrovane;j
mravcej a octovej v pomere 1:2. S kyselinami bolo pracované v zapnutom digestore. Kyseliny
boli zmieSané v pripravenej 250 ml kadicke. Z kadicky bol nasledne roztok kyselin opatrne
preliaty do 100 ml uzatvaratel'nej flasky, do fTasky bolo este pred tym vlozené miesadlo.
Roztok bol umiestneny na mieSacku s ohrevom, kde bol mieSany a sucasne prihrievany na
priblizne 30°C. Po cca hodine bolo za staleho miesanie pridané navazené mnozstvo tuhych
peletiek PCL (Sigma Aldrich). Pre 90 g roztoku bolo treba 25 ml konc. kys. mravcej, 57,1 ml
konc. kys. octovej a 8,9 g PCL vo forme peletiek.

Roztok bol mieSany miniméalne 12 h, pracovné okno pre pouzitelnost roztoku na
zvlakniovanie je od 12 po 24 h, potom uz hrozi degradacia PCL.
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Obrazok 26: Oviddaci panel riadiaceho modulu pre posuvny mechanizmus. 1-Zakladné
nastavenia, 2-smer nastavenia, 3.1-Zmena smeru, 3.2-Zmena smeru, 4-Potvrdenie

Druhym krokom bolo nastavenie pristrojovej techniky a priprava na zvlakiovanie
Obrazok 26. Najprv bol nastaveny riadiaci modul pre posun netkanej textilie. Nastaveny bol
smer a rychlost’ posunu na integrovanej klavesnici v 'avej Casti modulu, samotny posun bol
potom aktivovany a deaktivovany pomocou Cerveného a zeleného tlacidla v pravej strane
modulu. Rychlost posunu bola nastavena v rozmedzi 0,02-0,05 m/min, v zavislosti na
vlhkosti, ¢im vysSia vlhkost, tym nizsia rychlost” posunu.

Nasledne bola vanicky na zvlakiiovanie vlozena drotova elektroda, ktorej konstrukciu je
mozné vidiet' na Obrazok 27. Do vani¢ky s elektrédou bol naliaty 9 % roztok PCL, 25 az
30 ml, hladina roztoku nedosahovala vysSie, ako centralny zavit elektrody. Vanicka
s elektrodou a roztokom bola umiestnena do priestoru pre zvlakinovanie, tak aby dosadla na
svoje miesto a uzavrel sa elektricky kontakt zo spodnej strany vanicky.

Obrazok 27: A)-Vanicka s elektrodou umiestnend v nanospideri. B)-Zvidakiovacia elektroda

Dalej bol zapnuty samotny Nanospider pomocou tlagidla Obrazok 28. Nastavena bola
vzdialenost medzi elektrodami na 100 mm, pomocou tlacidla Obrazok 28 a priestor pre
zvlakiovanie bol nasledne uzavrety. Parametre zvlakfiovania boli nastavené na ovladacom
panely, ktory bol sufastou zvlakinovacieho modulu. Nastavend bola rychlost otacania
elektrody na 60 Hz, napétie bolo nastavené na 55 kV. Nakoniec bola pomocou ¢ierneho fixu
naznadena celkova dizka posunu, ktora bola 250 az 300 mm, pre lahiu orientaciu a vstupné
dvierka bolo mozné uzavriet’.
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Obrazok 28: 1-Vanicka s roztokom a vioZenou elektrodou, 2-Uzemmnena elektroda, 3-
vyskovo nastavitelny zaves uzemnenej elektrody so vzdialenostou, 4-Tlacidlo nastavujice
vzdialenost elektrod, 5-Start, 6-safety lock, 7-Nastavenie rychlosti otacania elekrody, 8-
Zapnutie napajania zdroja, 9-Nastavenie napditia, 10-Displej, 11-Tlacidlo vkladajiice napcditie
na elektrody

Tretim krokom bolo samotné zvlaknovanie. StlaCenie zeleného tlaidla Start zaplo
odsavania par a po naslednej kontrole elektrédy vo vanicke sa mohli zavriet vstupné dvierka
a stlacit’ tlaCidlo Safety lock. Po tomto sa zacala elektréda podl'a nastavenia otacat’ v roztoku,
abolo mozné zapnut zdroj a dodat napitie na elektrodu. Vlakna boli potom tahané
k uzemnenej elektrode, pod ktorou bola postivana netkana textilia na zachytenie pripravenych
nanovlakien. Posun bol sledovany a po dosiahnuti pozadovanej dizky sa na riadiacom module
pomocou ovladacieho panelu, ktory je spomenuty vyssie na Obrazok 26, zmenil smer. Takto
bol meneny smer §tyrikrat a bolo nutné vymenit roztok. Zastavil sa posun a aj dodavané
napitie abolo mozné vanicku vytiahnut' a odsat zostatkovy roztok. Nasledne sa umyla
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vanicka aj elektroda v koncentrovanej kyseline octovej a cely proces sa mohol zopakovat este
raz. Takze vytvorenu vrstvu nanovlakien tvorili celkovo osem posunov. Po vypnuti
napdjacieho zdroja a posunu mohli byt pripravené nanovlakna vystrihnuté aj s podkladovou
netkanou textiliou a ulozené na 24 h do digestora k osuseniu, nakol’ko rezidua rozpustadiel
v nanovlakennej Struktire bolo nutné odvetrat. Takto pripravené nanovlakna bolo mozné
pouzit’ k modifikacii.

3.2 Modifikacia pripravenych nanovlikien

Druhym etapou experimentalnej Casti prace bola aminacia pripravenych vzoriek na
teoretickom zéklade uvedenom v kapitole 2.4.

3.2.1 Modifikacia pomocou plazmovej polymerizacie

Teoreticky princip tejto metody je priblizeny v odseku 2.4. Metdda vyuziva kapacitne viazanu
RF plazmu.

Aparatira pouzitd k amindcii nanovildkien pomocou plazmovej polymerizdcie.

Pre tento typ metody bola vyuzitd infraStruktira Masarykovej univerzity, Prirodovedeckej
fakulty. Metdda vychadza z prace doc. Mgr. Lenky Zajickove] Ph.D, s ktorou a vdaka ktore;j
bolo toto meranie realizované. Aparatura pozostava z reaktora pre plazmovi polymerizaciu,
d’'alej z riadiaceho PC a zo zdroja (Obrazok 29, Obrazok 30).

Obrazok 29: Pouzita aparatura na plazmovii polymerizaciu, 1-Ihlovy ventil, 2-Privod plynov
do reaktoru, 3-Reaktor, 4-Reguldtor prietoku

37



2l

Obrazok 30: A)-PC pre meranie prietoku plynov, B)-Gnerator RF (CESAR, Dressler)

Postup prdce

Reaktor z nerezovej ocele, bol tvoreny spodnou elektrodou kruhového tvaru o priemere
420 mm, bola kapacitne viazana k RF generatoru o frekvencii 13,56 MHz, na ktorej boli
umiestnené substraty. Pracovné plyny boli privadzané do komory reaktoru cez hornt,
sprchovi hlavicu pripominajicu elektrédu, ktord mala v priemere 380 mm. Vzdialenost
medzi elektrodami bola na 55 mm. V reaktore muselo byt najskor dosiahnuté nizkeho tlaku.
Turbomolekularna pumpa s podpornou rotaénou pumpou upravila tlak v reaktore na 10™ Pa,
samotna depozicia potom prebiehala pri tlaku 50 Pa. Pri vSetkych pokusoch bola miera tiniku
vratane desorpcie na stenu pod 0,00005 Imin'. Pred samotnou depoziciou boli vy¢istené
10 min pulznou Ar plazmou.

Nasledne pre depoziciu bol prietok argdénu nastaveny elektronickym prietokometrom na
0,028 Imin™!, pri ¢om prietok par cykloproplyaminu bol regulovany pomocou ihlového ventilu
na 0,002 Imin’!. Parametre vyboja boli: 100 W pulzne, 30 % DC, 500 Hz. Cas depozicie bol
upravovany, tak aby hrabka filmu dosahovala 50 nm.

3.2.2 Modifikacia hybridnou stratégiou vyuzivajucou plazmu

Hybridnd metoda vyuziva aktivaciou povrchu pomocou radikalov v plazme, a nasledné
vystavenie param N-alylmethylaminu. Metoda vychadza zprace doc. Ing. Mariana
Lehockého Ph.D., vdaka ktorému bolo toto meranie aj umozneng.

Aparatira pouZitd k amindcii nanovidkien hybridnou cestou.

Pri tejto modifikacii bola vyuzita jednak infrastruktura Centra Polymérnich Systému v Zline,
tak aj plazmochemické laboratorium na Vysokom uceni technickom, Fakulte chemickej.
Aparaturu tvoril primarne modul plazmového reaktora Femto (Deiner) Obrazok 31
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Obrazok 31: Plazmovy reaktor Femto (Deiner), 1-Hlavny vypinac, 2-Start, 3-Casovac, 4-
Stop, 5-vstup do reaktoru

Postup prdce

Prvym krokom bolo pripravenie vzoriek pre modifikaciu. Testovacia sada ukazala nutnost’
prichytenia nanovlakien PCL, nakol'’ko by ich plyn prudiaci do reaktora zhodil z podlozného
skla. Pre tento ucel boli z krycej Casti Petriho misiek zhotovené provizorne ,stolceky™ na
uchytenie vzoriek. Pred uchytenym boli nastrihané na obdizniky, pri¢om exponovany povrch
nanovlakien zaberal plochu o hranach 38 mm a 40 mm. Vzorky boli prichytené k stolceku
pomocou obojstrannej pasky. Toto uchytenie vyrazne ulahcilo manipulaciu a transport
vzoriek. Takisto sa pri testovacej sade ukazalo, ze pri modifikacii dochadza ku kontrakcii
nanovlakien, tato skutoCnost bude blizSie spomenuta v kapitole Vysledky a diskusia. Aby
bola kontrakcia vykompenzovana, tak boli vlakna prichytené so znaénou rezervou v dizke.
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Obrazok 32: Nanovidkna upevnené na podloznom ,, stolceku

Okrem nanovlakien boli pomocou obojstrannej pasky prichytené aj folie PCL pre kontrolu
Obrazok 33, tie vsak neboli umiestnené na stol¢eku, ale len v odkrytej Petriho miske.
Stvoréeky folie PCL o hrane 7 mm boli uchytené po troch na §tyri priazky obojstrannej pasky.
Vzorky sa pripravené na modifikaciu zabalili, kvoli transportu do Centra polymérnych
systémov v Zline.

Obrazok 33: Pripravené vzorky, A)-Kontrolné folie PCI upevnené na obojstrannej folie, B)-
Nanovldkna upevnené na podloznom ,,stolceku

Druhym krokom bolo samotné opracovanie pripravenych vzoriek. Najprv v§ak bolo nutné
aparatiru aktivovat, pomocou tla¢idla main power Obrazok 31, anastavit potrebné
parametre. Nastavenie tychto parametrov vychadza z prace a konzultacie s doc.Ing. Marianom
Lehockym Ph.D. Pre prehl'adnost’ su nastavenia uvedené v tabulke Tabul'ka 1. Po nastaveni
aparatiury bola vlozend vzorka do reaktora, uzavreli sa vzduchotesné vstupné dvierka,
a stlacilo sa zelené tlacidlo s oznaCenim Start.

Tabulka 1:Nastavenie aparatiry

Vykon Cas Frekvencia | Prietok plynu Tlak Zlozenie
[W] [s] [kHz] [scem] [Pa] atmosféry
100 120 40 20 50 vzduch

50 120 40 20 50 vzduch
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Po spusteny aparatury sa automaticky zapla pumpa na upravenie vnutornej atmosféry
reaktora. Nasledovalo zapalenie vyboja a modifikacia vzorky pri vykone 100 W, avSak ako
testovacia sada ukazala, dochadzalo ku kontrakcii nanovlakien. Preto bolo otestované este to

isté nastavenie aparatiry pri polovicnom vykone , teda 50 W pre opracovanie nanovlakien.

Obrazok 34: A)-Vzorka umiestnend v reaktore, B)-Opracovanie vzorky plazmou

Doba opracovania bola nastavena na 120 s a po uplynuti sa vyboj automaticky vypol.
Pumpa vSak bezala eSte kratku dobu po vypnuti vyboja, kvoli stabilizacii atmosféry.

Nasledne bola takto opracovana, resp. mézeme povedat’ aktivovana vzorka vybrana z reaktora
avystavena po dobu 10 s param N-allylmethylaminu (Sigma Aldrich) Obrazok 35. Téato
operacia musela byt prevedend v digestore, nakol’ko vypary st zdraviu Skodlivé. Tymto
krokom sa modifikacia skoncila a vzorky mohli byt zabalené pre spétny transport do Brna, na
analyzu a d’alSie vyuzitie v pokusoch.

Obrazok 35: N-Allylmethylamin (Sigma Aldrich)
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3.2.3 Modifikacia chemickou cestou

Aparatira pouZitd k amindcii nanovidkien chemickou cestou.

Aparatura bola situovanda na Vysokom wucfeni technickom, Fakulte chemicke;
v plazmochemickom laboratoriu. Tvorila ju pec na ohrev chemického skla, teplovzdusna
pistol’, chemické sklo a digestor. Toto vSetko je sicast'ou vybavenia laboratoéria.

Obrazok 36: Pec (Binder), 1-Start/stop, 2-Nastavenie, 3-displej

Postup prdce
V prvom kroku boli vypocitané a pripravené vodné aj alkoholové roztoky o urCenych

koncentraciach.
Tabulka 2: Vypocitané mnozZstva rozpustadla a diaminohexdnu pre 50 ml roztoku.

Alkoholovy roztok 2 % S % 10 %
Isopropanol [ml] 48,97 47,45 44,1
Diaminohexan [ml] 1,02 2,55 5,1
Vodny roztok 10 % 30 % 50 %
Dest. voda [ml] 44,9 34,69 24,5
Diaminohexan [ml] 5,1 15,3 25,5
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Obrdzok 37: A)-Diaminohexdn a chemické sklo, uloZzené na roztopenie a predhriatie, B)-
Telpovzdusnd pistol (HL 500, Steinel)

Bolo nutné 24 h pred pripravou roztokov roztopit' vykrystalizovany diaminohexanu (Sigma
Aldrich), nakol'ko teplota topenia, ako uvadza vyrobca je 42-45 °C. Topenie diaminohexanu
bolo realizované v peci (Binder) Obrazok 37, teplota bola nastavena na 50 °C a doba topenia
bola 24 h. Po roztopeni bolo zo zasobnej fTase odliate cca 100 ml do mensej fTase, pre l'ahSiu
a bezpec¢nejsiu manipulaciu. Pred pripravou roztokov bolo tiez nutné ohriat’ vSetko chemické
sklo na pripravu roztokov, nakolko by inak doSlo k spdtnému vykrystalizovaniu
diamnohexanu pri manipulécii, napriklad v pipete, alebo odmernom valci. Tento problém
vSak pretrvaval aj pri praci v digestore, preto bolo nutné, stale prihrievanie chemického skla
pomocou teplovzdusnej pistole (HL 500, Steinel) Obrazok 37. Nutné bolo aj prihrievanie
rozpustadiel. Na transport a doCasné ulozenie diaminohexanu v digestore bola zhotovena
izolaéna nadoba z polystyrénu v tvare kocky, o hrubke steny 40 mm a dizke hrany 120 mm.
Pre kazdy roztok bola pripravena a predhriata samostatnd 50 ml uzatvaratelna flasticka
Obrazok 37, do ktorej sa dany roztok pipetoval.

Druhym krokom bola modifikacia nanovlakien a kontrolnych folii PCL. Nanovlakna
a folie PCL boli nastrihané na §tvor¢eky o hrane 7 mm. Najprv sa vzorky ponorili do etanolu
po dobu 3 h, potom sa oplachli destilovanou vodou a boli ponorené do pripraveného roztoku
na 24 h, toto vSetko bolo realizované v sklenenych Petriho miskach. Po vytiahnuty z roztokov
boli vzorky este raz oplachnuté destilovanou vodou a ulozené na osusenie v digestore na 24 h.
Takto pripravené vzorky boli umiestnené do malych Petriho misiek.

3.3 Analyza modifikovanych nanovlikien.

Sucast'ou analyzy bolo aj vystavenie modifikovanych vzoriek zivnému médiu DMEM, blizsie
je zlozenie média objasnené v Kapitole 3.4.

Skenovacia elektronova mikroskopia

Skenovacia elektronova mikroskopia je analytickd metdda vyuzivana k analyze povrchu, jej
princip je priblizeny 2.5.1.. K analyze bol pouzity skenovaci elektronovy mikroskop Tescan
LYRA3 (LYRA) v sekundarnom emisnom mode. Akceleracné napitie bolo nastavené na
10 kV, pracovna vzdialenost’ bola priblizne 9 mm. Pred zobrazenim sa vzorky potiahli 10 nm
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hrubym zlatym filmom nanesenym pomocou RF magnetronového naprasovaca (Leica ACE
600), aby sa zabranilo nabijaniu vzorky povrchu vzorky. Analyza samotnd prebiehala
v spolupraci s Ing. Luciou Blahovou, Ph.D.

Infracervena spetroskopia

Infracervena spektroskopia s technikou zoslabeného uplného odrazu je rychla a spol'ahliva
analyticka metoda, ktorej princip je priblizeny v kapitole 2.5.2. Aparatura, k analyze bola
situovana na Vysokom uceni technickom, Fakulte Chemickej. Analyza bola realizovana na
pristroji Nicolet™ iS50 FTIR Spectrometer (Thermo Fisher Scientific), ktory vyuziva
diamantovy krystal. Samotna analyza prebiehala vdaka Ing. Petrovi Sedlackovi, Ph.D.
Vysledné analyzované spektra boli bez korekcie.

Rontgenovd fotoelektronova spektroskopia (XPS)

Jednou z pouzitych metod k analyze chemickej kompozicie povrchu vzoriek bola rontgenova
fotoelekronova spektroskopia, ktord bola realizovana na spektrometri Axis Supra (Kratos
Analytical). Maximalny laterarny rozmer analyzovanej plochy bol 7 mm. Aby sa zabranilo
diferencialnemu nabijaniu vzoriek, spektra boli ziskané s neutralizdciou v nadmerne
kompenzovanom madde. Spektra sa nasledne normalizovali posunutim uhlovodikovej zlozky
CHx k285eV. Prehladové spektra boli ziskané pri 80 eV, vysoko rozliSené spektra
jednotlivych prvkov pri 20eV. Takto boli premerané vsetky vzorky. K fitovaniu XPS spektier
Cls, N1s a Ols bol pouzity softvér CasaXPS, po od¢itani pozadia typu Shirley s pouzitim
Gaussovsko-Lorentziinskych (G-L) pikov s pevnym percentualnym podielom G-L 30 %.
Vizbové energie Ep skupin obsahujucich C, N a O boli potom prevzaté a stanovené na
zéaklade literatary.

Kontaktny uhol a povrchova energia

Kontaktny uhol bol analyzovany pomocou kontar kvapky na povrchu vzroky systémom
vyhodnotenia povrchovej energie, zariadenia See System (Advex Instruments). Nasledne sa
povrchova energia stanovila metodou sediacej kvapky (sessile drop), z kontaktnych uhlov
troch kvapalin, vody, ethylénglykolu a dijodomethanu. Princip tejto techniky je priblizeny
v odseku 2.5.4.

Aparatira, spolu slab. vybavenim k analyze bola situovana na Vysokom uceni
technickom, Fakulte chemickej v plazmochemickom laboratériu. Aparatura pozostava
z Riadiaceho PC s potrebnym softvérom (See Software), ktory umoziiuje vypocet povrchovej
energie na zaklade najpouzivanejSich modelov (Owens-Wendt-Rable-Kaeble, Wu, Neumann,
Liftshitz-van der Waals/acido-bazicky, a d’aldie). Dalej z meracicho zariadenia, ktoré je
realizované 1 D nastavitelnou farebnou UVC kamerou a 2D nastavitelného, podlozného
stol¢eka pre ulozenie vzorky.

Analyzované vzorka vo forme nanovlakien, alebo kontrolnej folie, sa pomocou pinzety
presunula na podlozny, pohyblivy stol¢ek. Nasledne bola na vzorku pipetou nanesena kvapka
o objeme 2 pl,, a vtom okamihu bola spravena fotografia kvapky, najneskodr do 5 s, tym sa
zamedzilo deformacii kvapky vplyvom gravitacnej, alebo inej vonkajSej sily pdsobiace] na
kvapku. Kvapiek bolo na povrch nanesenych 11, aby bola mozna eliminacia nehomogenity
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a pripadnej chyby experimentatora. Takto boli z meranej sady vylucené kontaktné uhly, ktoré
sa znacne odlicovali od ostatnych.

Povrchova energia sa stanovila acidobazickym modelom, ktory umozioval vypocet
povrchovej energie pri oddeleni polarnej a nepolarnej zlozky, pricom polarna zlozka mdze
byt d’alej rozdelena na bazicku (Sg+) a acidicku (Sg-). Vysledky merania boli exportované
v textovom formate a nasledne spracované programom Microsoft Excel 2013.

3.4 Kaultivacia a nasledna analyza viability a proliferacie buniek.

Bunky boli kultivované v spolupraci infrastruktary Oddéleni fyziologie a imunologie
7ivogichd Ustav experimentalni biologie, Piirodovédecka fakulta Masarykovej univerzity,
pod odbornym vedenim Mgr. Jifiny Medalovej Ph.D. a Mgr. Petry Cernochovej, ktoré sa aj
aktivne zucastnili na tomto bloku experimentalnej Casti diplomovej prace. Po konzultécii, boli
pre kultivaciu zvolené bunky s oznacenim A375 (Human malignant melanoma cell lines
A375® CRL-1619™) vybrané boli hlavne z dovodu, ze obsahuju zeleny floureskujuci
protein GFP (green fluorescent protein), teda fluoreskuju, co je vyhodou pri ich pozorovani
a potvrdeni, ze na danom povrchu proliferovali.

Aparatira pouZitd k analyze buniek

Vsetka pouZita aparatira a vybavenie boli situované na Ustave experimentalni biologie MU,
konkrétne na Oddéleni fyziologie aimunologie zivoCichi. Sucastou pouzitej aparatury
pocitajuc vybavenim laboratoria bol flowbox (MSC ADVANTAGE, Thermo Scientific)
v ktorom sa pracovalo s bunkovou kultirou A375 ainkubator na kultivaciu buniek (Hera
Cell, Heraeus). Pre pocitanie vysiatych buniek bol pouzity opticky mikroskop (CKX 41,
Olympus) Obrazok 38.
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Obrazok 38: Zostava pre kultivdciu, prdcu a spocitanie buniek, 1-Flowbox MSC
ADVANTAGE, Thermo Scientific), 2-Inkubator (Hera Cell, Heraeus), 3-Mikroskop (CKX 41,
Olympus)

Pre analyzu bunkovej kultiry bola pouzitd aparatira: mikroskop (Olympus IX 51),
fotoaparat (Olympus) pripojeny k mikroskopu, spolu so zdrojom svetla(Olympus)
s menitelnou vinovou dizkou a PC pre spracovanie ziskanych fotografii. Studastou tejto
zostavy bol aj mini inkubator (Labnet), ureny na docasné uchovanie bunkovych kultar
Obrazok 39. Dalej bol k proliferaénému testu pouzity pristroj Luminometer Sense (HIDEX),
spolu so softvérom, taktiez dodavanym spolo¢nostou HIDEX Obrazok 40.
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Obrazok 39: Zostava pre analyzu buniek, 1-Mikroskop (IX 51, Olympus), 2-fotoapardt
(Olympus) propojeny k PC, 3-Laditlny zdroj svetla, 4-PC s monitorom shiZiaci k spracovaniu
ziskanych fotografii z mikroskopu, 5-Mini-Inkubdtor (Labnet)
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Obrazok 40: Zostava pre priliferacny test, 1-Luminometer (Multimodal Micropalte Reader,
HIDEC Senese), 2-riadiaci PC s programom (HIDEX), 3-Automaticka digitdlna pipeta
(Reaserch pro, Eppendorf)
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Postup prdce

Ako je uvedené vysSSie, vybrand bunkova kultira A375 bola poskytnuta ustavom
experimentalnej biologie MU, konkrétne na Oddélenim fyziologie a imunologie zivocichi.
Prvym krokom pred samotnou pracou s bunkovou kulturou bolo nutné sterilizovat' flowbox
pomocou ethanolu.

Kultara buniek A375 bola na 5 ml polystyrénovych miskach firmy TPP. Najprv bolo
bunkovej kultare odsaté zivné médium DMEM (Dulbecovo modifikované Eaglovo médium,
High glucose, Gibco, Thermo Fisher Scientific), s pridavkom 20 % FBS (fetalne hoviadzie
sérum, Gibco, Thermo Fisher Scientific), 1,2 mM L-glutaminu (Gibco, Thermo Fisher
Scientific), a 100 U/ml Penicilinu/Sreptomycinu (HyClone, Thermo Fisher Scientific),
opatrne sa oplachli 5 ml PBS (fosfatovy tlmivy roztok, phospahate buffered saline, pH 7,4).
Pre enzymatické uvolnenie z povrchu misky, bolo pouzité 1 ml trypsin-EDTA (kyselina
ethyléndiamintetraoctova, Biotech, LM-T1706/100). Po priblizne 5 minatach inkubacie
buniek s trypsin-EDTA doslo k uvol'neniu buniek, vizualnou kontrolou, bolo mozné vidiet
zagul'atenie buniek aich volny pohyb v roztoku.. Nasledne bol trypsin zneutralizovany
kultivaénym médiom DMEM. Dalej v praci bude pouZivané a oznatované toto médium
DMEM, ak nebude S$pecifikované inak. Takto boli pripravené 4 ml zasobného roztoku s
bunkami, ktory bol umiestneny do skumavky. Z tejto skumavky bolo odobrané 0,5 ml
suspenzie buniek. Tato suspenzia bola nasledne kvapnutd na hranu Biirkerovej komorky
(Marienfeld-Superior) Obrazok 41, a ta bola umiestnena pod mikroskop (CKX 41, Olympus)
Obrazok 38. V 30 polickach boli pod mikroskopom, pomocou pocitadla spocitané bunky,
vzdy v ploche vyznaceného policka, pripadne na dvoch zvolenych hraniciach daného policka.
Vypoctom bolo zistené, ze vysiatych bolo 6033000 buniek.
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Vo flowboxe som si prichystal tiez sterilné¢ dvojdielne plastové korunky (CellCrown™,
Inserts, Sigma Aldrich) Obrazok 42, ktoré sluzia k uchyteniu nanovléakien a kultivaciu buniek
na takto uchytenych nanovlaknach. Nanovldkna bolo nutné najskor nastrihat' na Stvorceky
o hrane 10 az 12 mm. Na modifikovana, alebo aj vrchnu stranu nanovlakien sa nasadil
masivnej$i diel a celé sa to spolu s nanovlaknami napevno uchytilo nasadenim krazkového
dielu zo spodnej strany. Tato operacia bola vel'mi citlivd na presnost a manipulaciu, tak
s nanovlaknami, aby nedoslo k ich poskodeniu ¢i kontaminaci a boli tesne nasadené, ako aj
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s plastovymi korunkami, nakolko diely st to velmi malé, v priemere ma vacsi diel korunky
len 1 cm. Pripravenych bolo 9 koruniek s nanovlaknami, a to 3 pre plazmova polymerizaciu
a6 pre hybridni metodu aplikovani v Zline, plus dve kontrolné misky o objeme 2 ml
Obrazok 42. Takto uchytené nanovldkna v korunkach boli pomocou pinzety vlozené do
plastovych misiek. Dovodom bolo, ze po prepipetovani suspenzie buniek dochadza k priesaku
média cez nanovldkennu Strukturu, nasledkom ¢oho by bunky zostali bez média exponované
atmosfére a uhynuli by.

Obrazok 42: A) Kultura buniek A375 vysiata na korunky s uchytenymi nanovldknami,
umiestnend do plastovach kultivacnych misiek. B) Dvojdielna korunka (CellCrown™, Insets,
Sigma Aldrich), vicsi masivny diel sa umiestiioval vyrezmi na modifikovanu stranu
nanovldakien a mensi kruzkovy diel sa nasddzal z druhej strany, tak aby napevno uchytil
nanovldkna.

Do takto pripravenej zostavy korunky s nanovldknami ulozenej do kultivacnej misky sa
pomocou pipety potom vysievali bunky, cca 50 000 buniek na korunku a 100 000 na
kontrolni misku, €o spolu davalo 650 000 buniek. Zo zasobného roztoku bolo vypocitanych
a odobranych 430 ul, a to bolo doplnené pre I'ahSiu pracu na 13 ml. Takze kazdy ml v tomto
roztoku obsahoval 50 000 buniek. Takto bol pipetovany 1 ml pre kazdi korunku s uchytenym
nanovlaknom a 2 ml pre obe kontrolné misky. Pripravené bunky boli ulozené ku kultivacii na
48 h v inkubatore Heraeus, teplota bola nastavena na 37 °C, 5 % CO2 a 95 % vlhkosti. Po 48
hodinéach boli bunky pripravené na analyzu

Najprv boli bunkové kultiry na nanovlaknach analyzované pomocou mikroskopu,
aparatira Obrazok 39. Bunky sa preniesli do mini inkubatoru, ked’ sa s nimi nepracovalo boli
tam umiestnené, aby neutrpeli poSkodenie. Po zapnuti PC a celej zostavy bolo nutné este
vybrat’ zvacSenie, vybrané bolo 20000 a 40000 nasobné zvacSenie a zaostrit obraz. Taktiez
bol este nastaveny laditeI'ny filter na mikroskope na ktorom bola vybrana modra farba svetla.
Po zaostreni sa uzavrela uzavere z pravej strany mikroskopu a boli snimané fotky. Ak neboli
bunky fotené, tak sa uzavrel uzaver, takzvany shooter, aby sa chranili bunky pred
vysvietenym. K praci s obrazom bol pouzity softvér QuickPhoto Micro 3.0 (Promicro). Pocas
fotenia musela byt v miestnosti tma, kvoli svetelnému znec€isteniu.

Druhym krokom bol proliferacny test, ktory bol realizovany pomocou stanovenia
relativneho mnozstva ATP na aparature zobrazenej na Obrazok 40. Metoda blizsie priblizena
ku koncu kapitoly 9, je zalozend na chemiluminiscencii sprostredkovanej ATP zlyzatu
buniek kultivovanych na modifikovanych nanovladknach. Prvym krokom bolo odsatie média
a oplach s PBS, bolo vsak treba pristupovat’ opatrne, aby sa nepretrhli nanovlakna uchytené
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v korunkach. Tento krok odstranil mrtve bunky azvy$né médium, ktoré by mohlo
neutralizovat’ lyzaény roztok. Druhym krokom bolo pridanie 200 pl lyzaéného roztoku
FLSAR-1VL Somatic cell ATP releasing reagent for ATP determination (Sigma Aldrich).
Cela zmes bola nasledne umiestnena 10 min na trepacke. Dal§im krokom bolo pipetovanie

20 wl lyzatu do pripravenych misti¢iek umiestnenych na pracovnej plastovej dosticke Obrazok
43.

Obrazok 43: Pracovna dosticka (Microtitter) s umiestnenymi mistickami, ulozena na
automatiky vysuvnej podlozke z Luminometru (Multimodal Micropalte Reader, HIDEC
Senese)

Meranie bolo robené duplikatne. Poslednym krokom bolo pridanie reagentu luciferinu
s luciferdzou do kazdej misticky v pomere 1:1 s lyzatom. Tento krok musel prebiehat rychlo,
preto bola pouzita automaticka digitalna pipeta (Reaserch Pro, Eppendorf) Obrazok 40. Na
jeden raz bol do pipety natiahnuty va¢si objem a potom pomocou tlacidla bolo mozné vzdy
napipetovat’ rychlo rovnaky objem. Pracovna doska (Microtiter) s mistiCkami bola umiestnena
bodom Al k oznaceniu Al, ako je vidiet na Obrazok 43, nasledne bola automaticky vtiahnuta
do pristroja, kde bola pretrepana po dobu 1 s, aby doSlo k dokladnému premieSaniu reagentu
s lyzatom. Merand bola chemiluminiscencia pomocou pristroja Luminometru (Multimodal
Micropalte Reader, MIDES Sense) a dodaného programu (Hidex), vystupom bola intenzita
luminiscencie, ktora bola spracovana pomocou programu Mirosoft Excel 2013.

50



4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Ziskané vysledky su prezentované v grafoch obrazkoch, alebo tabulkach. Ako prvé boli
ziskane snimky pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie (SEM), pre potvrdenie
uspesnosti  zvlaknovanie. Najskor boli analyzované dve koncentracie roztoku
polykaprolaktonu. Cielom bolo ziskat homogénne vlakna, ktoré mohli byt pouzité pre
modifikaciu.

B)

SEM HV: 10, : " LYRA3TESCAN SEM HV: 10.0 kv WD: 9.00 mm LYRA3 TESCA|
View field: 500 ym View field: 500 pm Det: SE 100 ym
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WD: 8.00 mm WD: 9.00 mm | {a LYRA3 TESCAN|
View field: 100.0 ym Det: SE View field: 100.0 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 5.54 kx__Date(m/dly): 12/17/18 CEITEC Nano SEM MAG: 5.54 kx__Date(m/d! CEITEC Nano

Obrazok 44:Snimka nanovidkien zo skenovacej elektronovej mikroskopie, A)-Nanovidkna zo
7 % roztoku PCL pri zviicSeni 1, 11-tisiskarat, B)-Nanovidkna z 9 % roztoku PCL pri zviicSeni
1,11-tisickrat, C)-Nanovldkna zo 7 % roztoku pri zvdcSeni 5,54-tisickrat, D)-Nanovidkna z
9 % roztoku PCL pri zviicSeni 5,54-ticiskrat.

Pri zvicSeni 1,11 kx, ktorému odpoveda Obrazok 44 A), eSte nie je pri 7% roztoku vidiet
dobre vldkna, no mozné na vlaknach pozorovat’ utvary, akési ,,perlicky*. Tmavé fTaky, ktoré
boli dobre pozorovatelné pri zvacseni 5,54 kx boli sposobené reziduom rozpustadla, teda
roztokom koncentrovanych organickych kyselin, ktoré zrejme leptali polymérne nanovlakna
a vytvarali vacsie kusy polyméru. Potom pri 5,54-tisicnasobnom zvécSeni je vidiet' rozdiely v
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hrubke vlakien, ako je zobrazené na Obrazok 44 C) a D). Ukézalo sa, ze aj 9% roztok
sposoboval tiez nehomogenity, ale v mensej miere.

Ve

= T e \
WD: 9.00 mm LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm

i 4_.4" 4t
SEM HV: 10.0 kV

View field: 30.0 pm Det: SE View field: 30.0 pm Det: SE

SEM MAG: 18.5 kx  Date(m/dly): 12/17/18 CEITEC Nano SEM MAG: 18.5 kx  Date(m/dly): 12/17/18 CEITEC Nano

Obrazok 45: Snimka nanovldkien zo skenovacej elektronovej mikroskopie. A)-Nanovidkna zo
7 % roztoku PCL, pri 18,5-tisicnasobnom zvdcseni, B)-Nanovidakna z 9 % rozotku PCL, pri
18, 5-tisicnasobnom zvdcseni.

Pri va¢Som priblizeni, ktoré ukazuje Obrazok 45, boli rozdiely medzi vlaknami
pripravenymi roztokmi zna¢né. Tu sa ukazuju aj ,perlickové” utvary na vlaknach
pripravenych zo 7 % roztoku. Tieto boli sposobené zrejme so zmenou koncentracie pocas
procesu zvlakfiovania. Pri zvlakfiovani sa neustale odparovalo rozpustadlo plus samotné
zvlakiiovanie mali za nasledok zmenu koncentracie, preto musel byt podet posunov a dizka
posunu limitovana. Po naslednych konzultaciach bol stanoveny poéet posunov na 4, dizka
posunu v rozmedzi od 250 mm do 300 mm a nutnost'ou bola vymena roztoku, spolu s umytim
vanicky aj elektrédy v konc. kyseline octove;j.
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Bos = 1

SEM. HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm
View field: 10.0 pm Det: SE
SEM MAG: 554 kx Date(m/dly): 12/17/18 CEITEC Nano

Obrazok 46: Snimka nanovldkein z elektronovej skenovacej mikroskopie, pripravenych z 9%
roztoku PCL

Nasledne boli na snimkach s najvacsim 55,4-tisic ndsobnym priblizenim merané priemery
nanovlakien, ako ukazuje Obrazok 46, azapisané do textového dokumentu, ten bol
spracovany za pomoci programu Excel 2013 (Microsoft). Vysledok porovnania hrubky
priemerov vlakien je zobrazeny v Tabulka 3. Z vysledkov bolo vidiet’, ze hrubka vlakien pri
pouziti 9 % roztoku je lepSia, no odchylka tiez poukazuje na nehomogenitu v hrubke. Cielom
bolo pripravit, ¢o mozno najhomogénnejsie vlakna bez defektov, a hoci nehomogenita pri
9 % roztoku pretrvavala ostatné defekty, ako ,,perlicky a vécsie kusy polyméru sa podarilo
eliminovat'.

Tabulka 3: Priemerna hrubka pripravenych nanovidkien

Roztok Priemer hrubok nanovlikien [nm] Odchylka [nm]
7% 100,1 +25,13
9% 148,14 +52,17

Pocas modifikacii do§lo k dvom pozorovaniam. Pri stratégii zalozenej na chemickom
pristupe dochédzalo u vzoriek k tuhnutiu nanovldkien po aminacii. Vodné aj alkoholové
roztoky pri vSetkych koncentraciach, zanechéavali nanovlakna tuhé a krehké. Na ich povrchu
ostavala tuhd krystalicka vrstva, ktora povodne pruzné vzorky nanovlakien obalila
a sposobila, ze ostavali krehké a nebolo mozné s nimi uspokojivo pracovat’.
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Obrazok 47: Nanovldkna modifikované 2% roztokom izopropylalkoholu

Na Obrazok 47 je vidiet', ze vzorka stratila mechanické vlastnosti, nanovlakna st natol’ko
krehké, Ze pri manipulacii snimi doSlo kich lamaniu. V tomto pripade §lo o vlakna
modifikované chemickou cestou 2 % izopropylalkoholovym roztokom diaminohexanu. Tieto
boli podrobené analyze pomocou SEM, snimky pri réznych zvacSeniach su na obrazku
Obrazok 48. Rozdiely medzi vzorkou, ktora nebola (Obrazok 48 A, D) a bola po modifikacii
finalne oplachnuta destilovanou vodou st takmer zanedbatelné. Struktura nanovlakien je v
oboch pripadoch obalena krystalikmi diaminohexanu. Gulic¢ky, ktoré sa objavili na Strukture
su zrejme tvorené vykryStalizovanym diaminohexanom.
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3 ¥ 4 r ~ S RN . : ¥ [*
SEM HV: 10.0 kV WD: 8.00 mm | LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm
View field: 100 ym Det: SE 20 ym View field: 100 pm Det: SE 20 ym
SEM MAG: 5.54 kx  Date(m/dly): 02/21/20 CEITEC Nano SEM MAG: 554 kx  Date(m/dly): 02/21/20
]

iﬂ
SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm LYRA3 TESCAN|

View field: 10.00 ym Det: SE 2pm View field: 10.00 ym Det: SE 2pm
SEM MAG: 55.4 kx Date(m/dly): 02/21/20 CEITEC Nano SEM MAG: 55.4 kx  Date(m/dly): 02/21/20 CEITEC Nano

Obrazok 48: Snimky z elektronového mikroskopu. A)-Nanovldkna po modifikdcii 2%
roztokom izopropylalkoholu, bez findlneho oplachu, pri 5,54-ticisndsobnom zvdicSeni, B)-
Nanovldkna po modifikacii 2% roztokom izopropylalkoholu s findlnym oplachom, pri 5,54-
tisicnasobnom zvdcSeni, C)-Nanovidkna po modifikacii 2% roztokom izopropylalkoholu, bez
findlneho oplachu, pri 55,4-tisicndasobnom zvcicSeni, D)-Nanovldkna po modifikdcii 2%
roztokom izopropylalkoholu, s findlnym oplachom, pri 55,4-tisicndasobnom zvdicSeni.

Pri hybridne; modifikacii vyuzivajicej plazmu dochadzalo pri vystaveni nanovlakien
plazme kich stiahnutiu. Preto bol vykon vyboja znizeny na polovicu, teda na 50 W.
K stiahnutiu nanovlakien vSak dochéadzalo stale, ako ukazuje porovnanie Obrazok 49, avsak
s menSou mierou, ako ukazuje Obrazok 49 A). Nanovlakna boli nasledne analyzované
pomocou SEM, ako ukazuje Obrazok 50. Rozdiely v nanovlaknach st jednoznacné, na
Obrazok 50 B), je vidiet morfolégiu, vysledok zvraStenia a stahovania sa nanovlakien.
K tomuto javu doslo, ale len pri aplikacii vykonu 100 W, ked’ bol vykon znizeny na polovicu,
tak morfologia modifikovanych vlakien, zobrazena na Obrazok 50 A), je porovnatelna
s nemodifikovanymi.
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Obrazok 49: Vidkna modifikované hybridnou metddou vyuzivajiicou plazmu. A)-Stiahnuté
nanovldkna po aplikacii plazmy s vvkonom 50W, B)-Stiahnuté nanovldkna po aplikdcii
plazmy s vvkonom 100W

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm - LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm LYRA3 TESCAN
View field: 100 pm Det: SE 20 pm View field: 100.0 pm Det: SE 20 pm

SEM MAG: 5.54 kx  Date(m/dly): 02/27/20 CEITEC Nano SEM MAG: 5.54 kx  Date(m/dly): 02/27/20 CEITEC Nano
a
4

- . -
SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 9.00 mm LYRA3 TESCAN|

View field: 10.00 ym Det: SE 2pm View field: 10.00 pm Det: SE 2pm

SEM MAG: 55.4 kx Date(m/dly): 02/27/20 CEITEC Nano SEM MAG: 65.4 kx Date(m/dly): 02/27/20 CEITEC Nano

Obrazok 50: Snimky z elektronového mikroskopu. A)-Vzorka po modifikdacii hybridnou
metodou pri vykone 50W, pri zviicSeni 5,54-tisicndsobnom zvcicSeni, B)-Vzorka po modifikacii
hybridnou metddou pri vykone 100W, pri zvciicSeni 5,54-tisicndsobnom zviicSeni, C)-Vzorka
po modifikdcii hybridnou metddou pri vykone 50W, pri 55,4-tisicndsobnom zvdicSent, D)-
Vzorka po modifikacii hybridnou metddou pri vykone 100W, pri 55,4-tisicnasobnom zvdcSent.
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Porovnanie uspeSnosti metod amindcie
Dalej boli analyzované jednotlivé metody aminacie pomocou rontgenovej fotoelektronovej
spektroskopie (XPS).
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Obrazok 51: Graf percentudlneho zastiipenia prvkov vo vsetkych pouzitych metodach
amindcie, analyzovanych pomocou XPS

Na Obrazok 51 mozeme vidiet celkové porovnanie metdod. Aminéacia prebehla pri vSetkych
metodach uspesne, avSak nie v rovnakej miere. Plazmova polymerizacia sa spolu s hybridnou
metodou sa javi, ako najuspesnejSia. Vodné roztoky diaminohexanu mali menej uspokojivé
vysledky, az na 30 % roztok. Najmenej uspokojivé vysledky sa ukazovali pri stratégii
vyuzivajucej chemicky pristup, zvlast potom izopropylalkoholové roztoky.

ATR-FTIR

Dalim typom analyzy bola Infralervena spektroskopia s technikou zoslabeného tplného
odrazu (ATR, z angl. Attenuated total reflection).
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Obrazok 52: Spektrum nemodifikovanych nanovldkien.

57



Toto spektrum (Obrazok 52) je referencné, odpoveda pouzitému polykaprolaktonu, ukazuje sa
velmi pekne pik pri 1700 cm™, patriaci karbonylovej funkénej skupine. Naznaky piku
v rozsahu 1900 az 2200 cm™ su spdsobené Sumom, pri pouziti diamantového krystalu.
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Obrazok 53: Spektrum nanovidkien modifikovanych stratégiou plazmovej polymerizdcie

Na tomto spektre (Obrazok 53) je vidiet, ze modifikacia uviedla ako aminovu skupinu, pre
ktor odpoveda pik v okoli 3300 cm’!, tak aj amidicka skupinu, pre ktoru je charakteristicky
pik v okoli v rozmedzi 1500 az 1600 cm™.. Stale je pritomny pik pre karbonylovt skupinu .

x
05 C=0
08
0,7
06
0,5 P
ﬂ

0,3 ‘ |

02

rLﬁLW ULU “Uk Jﬁ

]
2000 2500 3000 3500 4000 4500

[em?]

Intenzita

0

Obrazok 54: Spektrum nanovidkien modifikovanych hybridnou stratégiou vyuzivajiicou
plazmu.

Na spektre (Obrazok 54) je vidiet stabilny, intenzivny pik odpovedajuci karbonylovej
skupine.
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Obrazok 55: Spektrum nanovldkien modifikovanych chemickou cestou. Vybrané spektrum pre
50 % vodny roztok diaminohexdnu.

Spektrum (Obrazok 55) ukazuje znaény pokles intenzity piku pre karbonylovu skupinu, zato
je tu narast intenzity ostatnych pikov. Zvlast intenzivny je pik v okoli 720 cm-1, kombinacny
deformacny pas viacerych skupin, ktory je charakteristicky pre Styri a viac za sebou iduce
uhliky v retazci. Intenzivny je aj pik v okoli 3300 cm™!, pre aminovt skupinu a aj v rozmedzi
1500 az 1600 cm™, ktory odpoveda amidickej skupine. Pozorovatelné je tu este jasné
zaoblenie v rozsahu 2500 az 3000 cm™, to odpoveda hydroxylovej skupine.
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Obrazok 56: Spektrum nanovldkien modifikovanych chemickou cestou. Vybrané spektrum pre
2 % izopropylalkoholovy roztok diaminohexcdanu

Na tomto spektre (Obrazok 56) mozeme vidiet pik pre aminovu skupinu v okoli 3300 cm-1
a pre amidicku skupinu v rozsahu 1500 az 1600 cm™'. Objavuje sa tu tiez pik v okoli 720 cm™,
kombinacny deformacny pas viacerych skupin, charakteristicky pre Styri a viac za sebou
nasledujucich uhlikov v retazci. Taktiez je viditeIné zaoblenie vrozsahu od 2500 po
3000 cm™, odpovedajuce hydroxylovej skupine.
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Stabilita modifikdcie v case
Casova stabilita modifikacii sa nasledne stanovovala pomocou XPS analyzy vzoriek po dobu
3 tyzdiiov na vybranych vzorkach.
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Obrazok 57: Zmena percentudlneho podielu dusiku na vybranych modifikovanych
nanovldaknach po dobu 21 dni

S Casom sa menilo percentudlny podiel dusiku na vzorkach (Obrazok 57), s podobnym
pomaly klesajucim trendom. Vykyv, ktory vidime pri hybridnej metode, mohol byt
sposobeny nehomogenitou vzorky, vzorka sa totiz merala vzdy na inom mieste. Stabilny trend
si vSak zachovali vzorky nanovlakien modifikované 10 a50% vodnymi roztokmi

diaminohexanu.
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Obrazok 58: Zmena percentudlneho podielu kyslika na vybranych modifikovanych
nanovldaknach po dobu 21 dni

Percentualny podiel kyslika s ¢asom, ktory je zobrazeny na Obrazok 58 rastol podobne pri
vSetkych vodnych roztokoch diaminohexanu, tento trend sledovala aj vzorka nanovlakien
modifikovanych pomocou plazmovej polymerizacie. Jedine pri hybridnych metédach bol
trend opacny, mierne klesajuci.
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Obrazok 59: Zmena percentudlneho podielu uhlika na vybranych modifikovanych
nanovldaknach po dobu 21 dni.

Na je vidiet' na Obrazok 59 trend klesajuceho percentualneho podielu uhliku sledovali vzorky
modifikované chemickou cestou, 10 a30% vodny roztok diaminohexanu a vzorka
modifikovana plazmovou polymerizaciou. Stapajuci trend bol pri vzorkach vyuzivajucich na
modifikaciu hybridna metodu.

Zmacavost

Alternativny pristupv podobe modifikovanych tenkych folii PCL bol zvoleny v tomto bode
preto, aby mohli byt porovnané vplyvy jednotlivych modifikacii na zméacavost PCL.
Nakol'ko nanovlakna modifikované hybridnou metdodou sa stahovali a nanovlakna
modifikované chemickou cestou ostali krehké, a pre tito analyzu nevhodné. Foélie pre tuto
analyzu boli pripravené lisovanim peletiek PCL za horuca.
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Obrazok 60: Porovnanie kontaktmého uhlu cistého PCL voci vvbranym vzorkdm folii pre vodu
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Vsetky stratégie modifikacie sa ukazali, ako uspe$né, kontaktny uhol klesol pod 90°
a modifikované vlakna sa stali hydrofilné. Ako najlepSou sa javi metdda plazmove]
polymerizacie, nakol’ko ma mala odchylku a nizky kontaktny uhol.
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Obrazok 61: Porovnanie kontaktmého uhlu cistého PCL voci vybranym vzorkdam folii pre
dijodomethan

V pripade dijodometahnu nastala najvacsia zmena kontaktného uhlu pri modifikacii pomocou
plazmovej polymerizécie.
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Obrazok 62: Porovnanie kontaktného uhlu pre ethyléngylkol cistého PCL voci vybranym
vzorkadam folii

Najvacsia zmena kontaktného uhlu pri pouziti ethylénglykolu nastala u vzorky modifikovanej
hybridnou stratégiou.

Kultivacia a proliferdcia buniek
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Obrdzok 63: Snimka z optického mikroskopu, vybrané zvcicSenie 20x10°, A)-Kontrola so
svetlom, B)-Kontrola bez svetla

Kontrolna sada buniek proliferovanych na miskach s PCL. Na Obrazok 63 B) je vidiet bunky,
ako malé zelené svetielkujuce body, ktoré bolo tazko rozoznat od okolia, naproti tomu na
Obrazok 63 A) je bunky vidiet’ vel'mi zretel'ne.

Obrdzok 64: Snimka z optického mikroskopu, vybrané zvcicSenie 20x10°, A)-Priestor mimo
korunku s nanovidknami, spominami v kapitole 3.4, B)-Nanovidkna s kultvovanymi bunkami

Na Obrazok 64 A) su bunky snimané v kultivacnej miske vedla korunky, ktord bola
spominana vysSie v kap. 3.4. Ich pocitanie zo snimky je v tomto pripade limitované, hoci
vidiet' su, nie je to dostacujuce. V pripade snimky priamo z nanovlékien, ktorti vidime na
Obrazok 64 B), je nemozné rozlisit bunky od pozadia.
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Obrazok 65: A)-Graf intenzity luminiscencie na modifikovanych nanovidknach (hibridnou
stratégiou vyuzivajiicou plazmu pri vvkone 50W a 100W, stratégiou plazmovej
polymerizdcie), a na kontrolnych miskach. B)-Graf intenzity luminiscencie na modifikovanych
nanovldknach hibridnou stratégiou vyuzivajucou plazmu pri vykone 50W a 100W a stratégiou
plazmovej polymerizacie (PECVD)

Na Obrazok 65 je vidiet mieru intenzity luminiscencie, ktord je ukazovatelom proliferacie
buniek na povrchu. Mozeme vidiet, ze po 48 h sa bunkam najviacej darilo na kontrolnych
miskach. Ked si vSak porovname len vybrané metody medzi sebou, tak na Obrazok 65 B)
vidime, ze najuspesnejSie bunky proliferovali na nanovlaknach modifikovanych metddou
plazmovej polymerizécie.
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5 ZAVER

Diplomova praca sa zaoberala problematikou porovnavania metdod aminacie
polykaprolaktonovych nanovlakien z hl'adiska ich efektivnosti pre tkanivové inzinierstvo.

Teoretickd Cast’ prace blizSie priblizia problematiku biokompatibility, biomateridlov a
elektrostatického zvlakniovania polykaprolaktonu (PCL), ako material vhodny pre tkanivové
inzinierstvo. Nasledne uviedla teoretické zaklady metdd amindcie, ktoré sa daju vyuzit
k zlepSeniu biokompatibility PCL. Konkrétne Slo o plazmovu polymerizaciu, vyuzivajucu
metoédu plazmového nanasanim rozkladom par (PECVD), hybridnu metdédu vyuzivajicu
plazmu a chemicka metodu vyuzivajicu aminolyzu

Metodda elektrostatického zvlaknovania viedla k priprave homogénne; PCL membrany
o pozadovane] hrubke a bez defektov. Hybridna metdda vyuzivajica plazmu sposobovala
stahovanie vzoriek, Co by bolo nametom na dalSie skimanie. Chemicka metoda viedla k
defektom na membrane vedicim kzmene morfologie vldkien a strate mechanickych
vlastnosti membrany.

Charakterizacia modifikovanych membran bola realizovana rontgenovou fotolektronovou
spektroskopiou (XPS), infracervenou spektroskopiou s technikou zoslabeného tplného odrazu
(ATR, zangl. Attenuated total reflection), elektronovou skenovaciou mikroskopiou
a meranim kontaktného uhlu. Vysledky z analyzy spektier XPS a ATR-FTIR potvrdili
uspesnost modifikacie nanovlakien. Najlepsich vysledkov bolo dosiahnutych metodou
plazmovej polymerizacie, potom nasledovala hybridna metdda a nakoniec chemicka metodda.
Vsetky typy modifikacie vykazovali uspokojivu stabilitu, nedoslo k vyznamnym zmenam
v zastupeni prvkov na povrchu membran. Metddy aminacie Uspesne menili zmacavost
membrany, kontaktny uhol povrchu sa zmenil zhydrofébneho na hydrofilny.
Charakterizované membrany modifikované chemickou metoédou nemohli byt kvoli zmene
svojach mechanickych vlastnosti pouzité pre kultivaciu buniek

Vysledky proliferacie potvrdili uspesnost’ kultivacie buniek na membrane modifikovane;j
pomocou metody plazmovej polymerizacie.Bunky kultivované na PCL membrane upravené
plazmovym polymérom proliferovali najlepSie, ¢o potvrdilo plazmovt polymerizaciu ako
najlepsiu zo Studovanych metdd.

Vsetky ciele prace sa podarilo splnit, vysledky analyz hovoria v prospech aminacie
pomocou plazmovej polymerizacie, uspokojiva bola aj hybridna metoda. Co sa efektivity
v tkanivovom inzinierstve tyka, tak metddy vyuzivajuce plazmu boli rychlejsie realizovatel'né
avysledky boli lepSie a homogénnejSie, nez pri chemicke] metéde. Metdoda plazmove;j
polymerizéacie vykazuje uspeSne najvacsi potencial pre vyuzitie na nanovlakennom skafolde
v tkanivovom inZinierstve. Daldim velkym plusom tejto metody je minimalne zataZenie
zivotné prostredia, pretoZze na rozdiel od ostatnych skumanych metdod nepouziva toxické
prekurzory.
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rontgenova fotoelektronova spektroskopia
skenovacia elektronova mikroskopia
infraCervena spektroskopia

Fourierova transformacna spektroskopia
infracervena spektroskopia s technikou zoslabeného tiplného odrazu
adenozin trifosfat

polyester

polytetrafluoroethylén

polyvinylchlorid

polymerizacia otvorenim kruhu

Debyeho vzdialenost’

Boltzamnova konstanta

teplota elektronov

elektronova hustota

naboj elektronov

permitivita vakua

plazmova frekvencia

koncentrécia Castic

hmotnost’

radio-frekvencny

plazmové nanasanie rozkladom par
chemicka depozicia z plynnej fazy

spétne odrazené elektrony

transmisné elektrony

sekundarne elektrony

katodova luminiscencia

rontgenové ziarenie

absorbancia

reflektancia

toky ziarenia

energia vazby elektronov

vystupna praca spektrometru

energia rontgenoveého fotonu

rozhrania skupenstiev medzi pevnou latkou, kvapalinou a plynom
disperzna (LW) a acidobazicka (AB) zlozka povrchovej energie
molarna hmotnost’

jednosmerny prad

Dulbecovo modifikované Eaglovo médium
fosfatovy tlmivy roztok
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