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ANOTACE

Hlavnim cilem této prace bylo testovani degradace vybranych nanovldkennych
vrstev polyesteri pomoci enzymtl. Soucdsti experimentli je optimalizace postupu
testovaci metody. V teoretické Cdsti jsou popsdny stru¢né charakteristiky materidld,
které maji v lékafstvi Siroké pouZziti. Ddale se tato prdce zabyvd poznatky z oblasti
vyroby nanovldkennych vrstev pomoci elektrostatického zvldknovani a rtznymi
metodami testovani degradace polymera. Dalsi ¢ast tvoii popis fyzikdlnich, chemickych
a dalSich jevl, které maji vliv na samotnou degradaci. Jednotlivé vysledky jsou
v praktické casti pribézné zaznameniany do tabulek a graf a doplnény snimky
z elektronového mikroskopu. V samotném zavéru jsou vyhodnoceny vysledky préce,
které ukazuji jakym zplisobem je ovlivnéna degradace polymerti za urcitych podminek

v pfitomnosti enzymu.

KLICOVA SLOVA:

Degradace, polyestery, nanovldkna, eroze, enzymy

ANNOTATION

The main aim of this thesis was testing of degradation of chosen nanofiber
materials by the help of enzymes. The experiments include optimalization of
progression testing methods. There are discribed characteristic materials in theoretic
parts of this thesis which are mainly used in the medicine. This work deals furthermore
of knowledges from areas production of nanofibre materials by the help of electrostatic
spinning as well as by various methods testing of degradation. There are described
various phenomena like physical, chemical and others which influence himself
degradation. Individual results are continually recorded to the tables and graphs and
suplemented by photos from electron microscope. All results are evaluated in the end of
the work which explain the way of polymer degradation is influenced by definite

conditions in the presence of enzymes.
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Seznam zkratek a pojmi:

Amorfni latky

Anaerobni

Benzoylperoxid

Cromophorické

Degradace

Depolymerace

Enantiomer

EtO

Exocytoza

jsou latky v pevném skupenstvi, které nemaji pravidelnou

(krystalickou) strukturu

je proces nebo prostiedi, kde neni pfitomen vzdusny kyslik; v
takovychto podminkéch Ziji tzv. anaerobni mikroorganizmy, které
mohou za urc€itych podminek produkovat vyuZitelné latky napft.

metan a etanol

(kyselina benzoova s odstranénym vodikem z karboxylové kyseliny)
spojenych peroxidovou skupinou, pouziva se jako inicidtor radikali;
homolytické St€peni slabé vazby kyslik-kyslik tvofi volné radikély,

které spousti dalsi reakce

chemické skupiny, které jsou schopné vybrat (oddé¢lit) absorpci

svétla vyplyvajici ze zabarveni urcitych organickych sloucenin

z chemického hlediska: odbourdvani nebo rozklad chemickych

sloucenin

rozklad polymerti vétSinou na vychozi monomery vyvolany teplem,
svétlem, UV zafenim, kyslikem a ozonem, popf. i mikroorganismy

nebo enzymy, vétSinou za soucasného puisobeni nékolika faktort

je organickd sloucenina ze skupiny organickych peroxidi, jeji

molekula se sklddéd ze dvou benzoylovych skupin

sterilizace ethylen oxidem

je proces, kterym bunky uvolnuji (nebo vyvrhuji) vétsi molekuly ¢i
struktury (obecné latky, které nejsou schopny samostatného

prostupu pres plazmatickou membrinu) do svého okoli



In vitro

In vivo

Krystalinita

NC
PBS
PCL

PGA

PLA

PLC

PLGA
PLLA

Racemizace

Scaffold

Stérolit

Tg

Véncité tepny

,,ve zkumavce*
.,V Zlvém*

krystalicka faze polymeru ma vzdjemné ulozeni makromolekul

Vv s

mnohem tésnéj$i nez faze amorfni

negativni kontrola

Phosphate buffer solution — fosfatovy pufr
Polykaprolakton
Kyselina polyglykolova

Kyselina polymlécna

Kopolymer kyseliny polymlécné a polykaprolaktonu
Kopolymer kyseliny polymlécné a polyglykolové
Poly—L—laktid

proces, ve kterém je jeden enantiomer pfeménén na racemickou
smes, je provdzeny zvySovanim entropie a miZe probihat i

samovolné
,leSeni* nebo — li podpiirnd konstrukce pro rast bunék a tkani
kulovity dtvar

skelny pfechod

(téZ koronarni tepny) jsou tepny, které ptivadi krev do srde¢ni

svaloviny a vyzivuji ji, jsou proto zcela zdsadni pro srde¢ni ¢innost
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1. Uvod

Tato priace se zabyvd degradaci polyesteri se zaméfenim na
polykaprolakton. Studium degradace nanovldkennych materidli je v soucasné
dobé velice atraktivnim tématem, nebot’ skytd nebyvalé moZnosti vyuZiti v oblasti
mediciny. Polymerni materidly, at’ uz pfirodni nebo syntetické, jsou vyuZivany
napiiklad v oblasti vyzkumu a vyroby cévnich ndhrad, zubnich a kostnich
implantatl, chirurgickych niti, v tkdfiovém inZenyrstvi pro nahradu kozni tkan¢ a

podobné.

Na zacatku této prace jsou strucné vysvétleny pojmy, jako jsou
biopolymery, biodegradace a eroze, které jsou dulezité pro pochopeni celé
problematiky. Na tuto ¢4st navazuje charakteristika materidlli béZné pouzivanych
v medicing. Z ptirodnich materidli je to kolagen, Zelatina, celul6za, chitin a
chitosan. Ze syntetickych pak hlavné polykaprolakton, kyselina polymlécnd,
kyselina polyglykolova a jejich kopolymery.

Hlavnim smyslem a motivaci pro moji ti¢ast na tomto experimentu byla
prileZitost spolupodilet se a také svoji praci pfispét k vyzkumu materidlii, které
nabizeji ptfevratné vyuziti v lékafstvi v podobé ndhrad rGznych casti lidskych
organll a pomoci tak pacientim, ktefi v minulosti neméli Sanci na pieZziti nebo byli
odkézéni na péci druhych lidi. Tyto prostiedky, které se v soucasné dobé vyvijeji,

jim mohou vyrazné zkvalitnit i prodlouZzit Zivot.

Dalsi oblasti, kterou se tato prace zabyva, jsou nanomateridly. Je zde
popsana jejich vyroba elektrostatickym zvldkiovanim a moZnosti vyuZiti takto
zvldknéné nanovldkenné vrstvy. S t€émito postupy souvisi rovn€Zz moZnost

ovlivitovani degradace takto zvldknénych vrstev pro jejich cilené vyuziti.

Hlavni experimentdlni ¢asti této prace je testovani degradace
nanovldkennych vrstev ze syntetickych materidli pomoci enzymd, hlavné
polykaprolaktonu (PCL), ale také kyseliny polymlééné (PLA) a kopolymeru

kyseliny polymlécné a polycaprolactonu (PLC). Pouzitim enzymi jako
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biokatalyzator dochazi k rozlozeni polymeri s urcitou chemickou stavbou na

jednoduché produkty.

Soucasti tohoto experimentu je optimalizace jednotlivych postupl pii
degradaci, michani roztokt, pfiprava vzorkli, zaznamendvani hodnot, sledovéani
zmén béhem degradace pod elektronovym mikroskopem a vyhodnoceni
jednotlivych vysledkl. Vysledky tohoto experimentu se ukazaly jako zajimavé a

piinosné pro pokraovani vyzkumu v této oblasti.

2. Zakladni pojmy

V této kapitole budou predstaveny zakladni pojmy, se kterymi se v této praci
déle pracuje. Jejich priblizeni a definovéni je duleZité pro pochopeni dalSich uvedenych

souvislosti.
Biopolymery

Biopolymery jsou polymery, které jsou vytvofeny z obnovitelnych zdroji
piirodnim procesem a jsou biodegradabilni, tzn.: Ze pfi jejich rozkladu nevznikaji Zadné
toxické latky. Tyto biopolymery mohou byt chemicky syntetizovany z biologickych

zdroju napft.:z cukru, ze Skrobu, z piirodnich tukt, oleji a podobné.

Mezi biopolymery fadime polysacharidy, které maji pravidelnou nebo

pravidelné se opakujici strukturu: napf.: celul6zu nebo Skrob.

Didle existuji i nepravidelné biopolymery, které maji v fetézci riizny pocet
monomerd, napf.: nukleové kyseliny ze ¢tyf rtiznych nukleotidii nebo bilkoviny, které

jsou slozené z dvaceti riznych aminokyselin. [3]

Biodegradace

Williams definoval biodegradaci jako biologicky rozklad polymernich

materialu. [10, str. 72]
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Je vsak dilezité si uvédomit, Ze biopolymery, které jsou schopné se rozloZit,
nemusi byt automaticky bezpodminecné vstiebatelné. [2] To znamend, Ze pti degradaci
a pohybu biopolymerti ven z jejich mista pisobeni in vivo (,,v Zivém®), nemusi byt

bezpodminecné odstranény v téle.

Vstrebatelnost bychom mohli definovat jako pojem, ktery odrdzi celkové
vylouceni vychozich cizich materidli a mnozstvi odbouratelnych produkti vedlejsimi
produkty (slouc¢eniny nizké molekularni hmotnosti) se Zddnymi zbytkovymi vedlej$imi

efekty. [2]

Pro Hollanda a dalsi biodegradace svédci o hydrolytickém, enzymatickém nebo
bakteriologickém degrada¢nim procesu, ktery se vyskytuje uvnitt a/nebo na povrchu
polymerniho materidlu. Albertsson a Karlsson povazovali biodegradaci za pfeménu a

poskozeni polymert vyhradné Zijicimi organismy (zahrnuji mikroorganismy a vnéjsi

enzymy). [10]

Eroze (bioeroze)

Pojem eroze zahrnuje procesy rozloZeni, které se dé&ji pouze na povrchu
polymeru. [8, 10] Materidly se povrchovou erozi zmensi, ale zachovévaji sviij ptivodni
geometricky tvar. Tato vlastnost miize byt napiiklad uZitecnd tim, Ze bude udrzovat

mechanickou a strukturdlni nedotéenost materidlu béhem degradace. [8]

Naptiklad Heller definoval pojem bioeroze jako zménu ptivodné nerozpustného
materidlu na rozpustny bez toho aniZ by nutn¢ zahrnovala chemickou degradaci. [13]
Langer a Peppas nejprve ned¢lali mezi pojmy biodegradabilni a bioerozni Zadny rozdil,
ale poté diskutovali o téchto pojmech, jelikoz se také tykaji kontroly stupné pii

uvolnovani 1€¢iv. [14]

Enzymy

Enzymy jsou proteiny vice ¢i mén¢ komplikované chemické struktury o
celkem rozdilné molekulové hmotnosti dosahujici od 10* do 10°. Tyto pozoruhodné

molekuly fidi vSechny chemické pfemény probihajici v bunkach. Vazou se k jednomu
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nebo vice ligandim zvanym substraty, které premeénuji v chemicky modifikované
produkty. Enzymy urychluji reakce aniz by se samy ménily. Jsou to katalyzatory, které
bukdm umoznuji vytvaret ¢i ruSit kovalentni vazby podle potieby. Katalyza
chemickych reakci enzymu vytvaii a udrZuje buiiku a umoziuje zivot. Zde jsou piiklady
nekterych béznych typl enzymu: protedzy — odbourdvaji proteiny hydrolyzou vazeb
mezi aminokyselinami, hydroldzy, nukledzy, syntazy, izomerdzy, polymerazy, kinazy,

fosfatazy, oxidoreduktdzy, adenosintri- fosfatazy. [7,12]

3. Biodegradabilni polymery

Biodegradabilni polymery jsou polymery, ve kterych je degradace
zprostiedkovédna piinejmensim casteCné biologickym systémem. [10] Biodegradabilni
polyestery mohou byt zkonstruovany jako tkanové scaffoldy, protoZe jsou schopné

rozkladu s vysledkem produkti metabolizovanymi degradaci. [4]

Prestoze bychom mohli biopolymery rozdé¢lit podle rGznych kritérii, pro
zjednoduSeni budeme ddle pouZivat rozdéleni podle jejich pivodu. Nasleduje jejich
rozdéleni na piirodni a syntetické a popis jednotlivych druhi, které jsou zajimavé pro

vyuziti ve tkanovém inZenyrstvi.

3.1 Prirodni biodegradabilni polymery

Pfirozen¢ se vyskytuji v pfirod¢ a v posledni dob¢ se ve zdravotnictvi pouZivaji
piirodni biopolymery, jako jsou modifikované polysacharidy: napiiklad Skrob, chitosan,

kyselina hyaluronové, celul6za a bilkoviny: kolagen a Zelatina. [3]

Kolagen

Kolageny jsou fibrilarni bilkoviny, které tvofi pojivovou tkain napf.
v chrupavkach, Slachach, kostech a kizi. Buiiky, které tvoii pojivovou tkan a vytvaieji
tak extracelularni hmotu se nazyvaji podle druhu tkéné€, kde se vyskytuji. Napf. ve
Slachdch a dalSich pojivovych tkanich jsou fibroblasty, v kostech osteoblasty a

chrupavkach chondrocyty. Bunky extraceluldrni hmoty syntetizuji a exocytézou
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uvoliiuji bilkoviny, do kterych patii i kolagen. Kolageny maji samy o sobé vyborné
mechanické vlastnosti a soucasné patii do tzv. nerozpustnych bilkovin (skleroproteint).
Ptitomnosti kolagenu v extracelularni hmoté se zvySuje odolnost pojivovych tkdni na
mechanickou zatéz v tahu. V soucasné dobé je popsdno nejméné 27 ruznych typi

kolagent a kazdy z nich plni v rdmci organismu specifickou roli. [5,6]

Zelatina

Zelatina je dal§im polymerem, ktery je vyuZitelny v tkdfiovém inZenyrstvi.
Ptipravuje se z kolagenu denaturaci teplem nebo bazickou ¢i kyselou hydrolyzou. Ta
zplisobi, Ze se zhrouti sekunddrni a dal$i vyssi struktury kolagenu, nékdy dojde i k
¢astecné hydrolyze samotnych peptidickych fetézcu. Vyslednym produktem je Zelatina,
kterd ma jiné vlastnosti nez kolagen. Je rozpustnd v fad¢ béznych rozpoustédel (jako je
voda, zfedéné organické a minerdlni kyseliny) a také ztrdci mechanické vlastnosti
kolagenu. Danou rozpustnost Zelatiny lze omezit dodatecnym chemickym sitovanim,
napt. aldehydy. Vzhledem k biokompatibilité a biodegradabilité maji vldkna ze Zelatiny

dobré predpoklady pro vyuziti v regenerativni medicing. [5]
Chitin a chitosan

Chitosan je biosynteticky materidl, ktery se ziskdva deacetylaci chitinu. Chitin
je stejné jako celul6za polysacharid a po celuléze je druhym nejrozSitendjSim
organickym materidlem. Vytvaii zdkladni stavebni jednotku u bezobratlych ZivocCichu
(napft. schranky korysu, krovky hmyzu) a Ize ho nalézt i jako soucast bunécénych stén
nékterych mikroorganismil. Chitosan je mozné vyuzit v riznych oblastech, jako jsou:
kryty tkdni, kontrolovany transport 1€kt a jako bioadhezivni materidly. (Teprve neddvno
bylo zjisténo, Ze chitosan mlze mit vliv na pevnost spojeni mezi buikami diky svému
pozitivnimu ndboji). Stejn¢ jako kyselina hyaluronovd neni chitosan antigenni a pfi

implantaci je dobfe sndSen a jako takovy podporuje 1écbu zranéni (mé bakteriostaticky

efekt). [3,5]
Celulosa a jeji derivaty

Celulosa je polydisperznim linedrnim biopolymerem tvotenym z poly-B(1,4)-
D-glukosovych jednotek s asyndiotaktickou konfiguraci. Disponuje velmi silnymi

intramolekuldrnimi vodikovymi vazbami a z toho diivodu je nerozpustnd v béZnych
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rozpousStédlech. Rozpousti se pouze napf. ve smési dimethylsulfoxidu s
paraformaldehydem nebo v N-methylmorfolinu. BéZné se pouZzivaji derivaty celulosy,
které jsou lépe rozpustné. Piikladem miZe byt oxidovand celulosa, kterd je biologicky
odbouratelna ve fyziologickém prosttedi a md hemostatické ti¢inky. [5]

Nanovldkna z oxidované celulosy mohou byt v budoucnu zajimavym

materidlem v oblasti kryti ran. A to nejen pro vn&jSi poranéni, ale i pro oSetfeni

vnitinich ran pfi chirurgickych zakrocich. [5]

3.2 Syntetické biodegradabilni polyestery

Nyni se budeme vénovat syntetickym polyesterm, které jsou pro tuto praci

stéZejni. Jejich vyuZiti je Siroké a v této prici se zamciime na nékteré z nich.

Polyglykolova kyselina (PGA)

Obr. 1: Vzorec PGA [9]

Z anglictiny polyglicolic acid (PGA) je nejjednodussi linedrni alifaticky
polyester, ktery je schopny metabolicky degradovat. M4 pomérné vysokou teplotu tani
Tm, kterd se pohybuje v rozmezi 220 - 225 °C, jeho Tg odpovida 35 - 40°C. PGA je
tuhy termoplasticky polymer s vysokym stupném krystalinity (45- 55%) a vysokou
pevnosti (az do 250 MPa). [3,4] Kvili vysoké pevnosti a schopnosti degradace, bylo
PGA Siroce testovano pro fixaci zlomenin. A to v riznych formach provedeni: jako
sponky, Srouby, platy nebo ty¢inky. PGA byl prvnim materidlem, ktery byl pouZity jako
absorbovatelny steh, oznacovan Davisem a Geckem jako Dexon v Sedesatych letech 20.
Stoleti. Bohuzel komplikace implantacnich materidli z PGA zahrnuji: posunuti
zlomeniny, selhdni fixace a zdnétlivd reakce téla na cizi pfedmét, kterd je hodné
dilezitd. Nicméné bylo objeveno, Ze mladi pacienti s kostnimi implantity z PGA méli

tyto reakce mensi. [4]
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Stehy, které jsou vyrobené z PGA, ztraceji pevnost z 50 % asi po dvou
tydnech, po c¢tyfech tydnech je to 100% ztrata pevnosti. Béhem tii az Sesti mésicu
dochazi kudplné absorpci PGA. Biodegradace PGA je zplisobena kombinaci
hydrolytického a enzymatického Stépeni. [3]

Kyselina polymlééna (PLA)
H [ H C

OH

Obr. 2: Vzorec PLA [9]

Kyselina polymléénd (PLA) je polyester, ktery je z obnovitelnych zdroji.
Béznymi vychozimi surovinami je kukuficny Skrob nebo cukrova fepa. Je to
biodegradovatelny, alifaticky a termoplasticky polymer. [3] Pfipojenim metylové

skupiny degraduje PLA mnohem pomaleji neZ PGA s vysokou hydrofobicitou. [4]

Monomer laktidu (kyseliny mlé¢né) existuje ve tfech riznych formach: smés
DL, D a L. Asymetrie prostorového rozloZeni LA jednotek poskytuje zpisob jak
regulovat stupen degradace, fyzikdlni a mechanické vlastnosti. Poly-L-laktid (PLLA) je
polokrystalicky polymer s teplotou zeskelnéni Tg 50 — 80 °C a teplotou tani (Tm) mezi
173 a 178 °C. Krystalinita PLLA je vyS$i nez u Poly-D,L-laktidu. Kyselina DL-
polymlééna (DL-PLA) vykazuje ndhodné rozdéleni izomerickych forem kyseliny
mlécné a z tohoto divodu neni schopny vytvofit organizované krystalické struktury.

Probihd u n&j mnohem rychleji degradace nez u Poly(L-laktidu). [3,4,9]

Kyselina polymléénd se muze vyuzivat v mnoha aplikacich, zahrnuje:
chirurgické Sici nité, kompostované obaly, nddobi do mikrovinné trouby, détské plenky,

damskou hygienu, inZenyrské plasty apod.

PLA polymery jsou béZzné uzivané v rozmanitych variantich medicinskych
aplikaci. Mezi né patii: vstiebatelné chirurgické nit¢€, zubni implantaty, kostni Srouby a

desticky a kontrolované uvoliiovani 1éCiv. Nanovldkna z PLA polymeru se pouZivaji
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jako scaffoldy pro obnoveni nervl, v kostnim tkdnovém inzenyrstvi, jako cévni
nahrady, atd. Pfi hydrolytické degradaci PLA vznikd produkt kyselina mlé¢n4, ktery je
typicky pro anaerobni metabolismus v lidském téle a je soucasti trikarboxylového

cyklu. Finalnimi produkty tohoto cyklu je voda a oxid uhlicity. [3,4]

Polykaprolakton (PCL)
[‘:‘J

H [D (CHo)5—C N OH

Obr. 3: Opakovand polymerni struktura PCL [9]

Polykaprolakton je polymer, ktery je popisovan jako vstfebatelny a
polokrystalicky. [1] BéZn¢ se uziva k vytvofeni chirurgickych implantati a scaffoldt
ve tkdilovém inZenyrstvi. V ¢lanku [1] je popisovéano, Ze jednou z vyhod PCL materidlu
je pomalejsi stupent hydrolyzy, v porovnani s materidly jako je kyselina polyglykolova
(PGA) a kyselina polymlé¢na (PLA). [1] Dle mého nédzoru pomald degradace PCL

n¢kdy mize byt naopak nevyhodou. ZéleZ{ vZdy na pouZiti materidlu.

Krystalinita PCL je uddvana od 45% do 67%. Vétsinou se PCL méné pouziva
z diivodu pomalé degradace. PCL je ale jinak vhodnym polymerem pro dlouhodobé

uvolnovani 1éka.

Elektrostaticky zvldknéna nanovldkna z polymeru PCL jsou stale vice zajimava
pro vyrobu. Je to hlavné z divodu jejich nizké ceny a snadnosti vyroby. Je také zndmo,
Ze pii procesu elektrostatického zvldknovani polymeru PCL dochédzi k znovu
zorganizovani polymerniho fetézce. A proto maji elektrostaticky zvldknéna nanovldkna
z PCL mensi krystalinitu neZ nezvlaknény polymer PCL. Elektrostaticky zvldknény
polymer PCL se bézné pouziva v tkdniovém inZenyrstvi pokozky, pro regeneraci kosti a

v srde¢nim tkanovém inZenyrstvi. [4]
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Kopolymer kyseliny polymlécné a polyglykolové (PLGA)

Q0 CH

H—( [o CH, c‘:]ﬂ E:: -(LH (l ] )GH

m

Obr. 4: Vzorec PLGA [2]

PLGA vznikd kopolymerizaci dvou monomert: kyseliny glykolové a kyseliny
polymécné. Kopolymer kyseliny polymlécné a polyglykolové (PLGA) je populdrnim
syntetickym polymerem ve tkdnovém inZenyrstvi (ma relativné dobrou biokompatibilitu
— snasenlivost v lidském téle a proménlivou degradaci). Ne¢kolik vyslednych produkti je
bézné k dostdni na trhu. Piikladem jsou Sici materidly z PGLA ve sloZeni 90% PGA a
10% PLA pod nazvem Vicryl a Polysorb, u kterych bylo uddvano, zZe se absorbuji
béhem 8 nebo 10 tydnl. Je dobré si v§imnout, Ze kopolymer ve sloZzeni 50% PGA a
50% PLA degraduje rychleji nez homopolymer PGA nebo PLA. PLGA mikroc¢éstice

jsou Siroce pouzivany pro cileny transport 1éCiv.

PLGA byl jednim z prvnich elektrostaticky zvldknénych biodegradabilnich
polymert pouzivanych pro aplikace ve tkannovém inZenyrstvi. Elektrostaticky zvlaknény
PLGA je uspésSné pouzivany scaffold pro tkdilové inZenyrstvi pokozky, obnoveni kosti a
nervi a cévniho inZenyrstvi. Ma a spol. [4] provddéli studie ohledn¢ smichani
nanovldken z kolagenu a PGLA: zjistili, Ze se dodatecné zvySilo uchyceni bunék ze 7%

(u PGLA) na 23% (u smési) ve 30 minutach. [3,4]

Poly(L-lactide—co—&—caprolactane) (P—(LLA—-CL))

0 CHy O
S SRV T A A
25 0 JI‘ﬂ

Obr. 5: Kopolymer kyseliny polymlééné a polykaprolaktonu
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Poly(L—lactide—co—e—caprolactane) je kopolymer PLLA a PCL. Ptestoze je
(P(LLA—CL)) mén¢ pouzivany neZz tieba PLGA, ukdzalo se, Ze elekrostaticky
zvlaknény (P-(LLA—CL)) md zvlastni vlastnosti, které by se daly vyuzit ve tkdiovém
inZenyrstvi. Dong a dalsi [4] jako prvni prokdzali, Ze jsou elektrostaticky zvldknéna
nanovldkna z kopolymeru PLLA a PCL vhodnd pro cévni inZenyrstvi. Dokazali, je Ze
tento nanovldkenny materidl biokompatibilni scévnimi hladkosvalovymi a
endotelidlnimi buiikami v lidské koronarni tepn&. Dale [4] kultivovali praseci
hladkosvalové buniky na elektrostaticky zvlaknény materidl (P—(LLA—CL)) aZ po dobu
100 dni. Uddvaji, Ze na povrchu scaffoldu se vytvofilo vice vrstev pevné porostlych
buniek, ale nepodaftilo se dosahnout Gplného shluku prasecich hladkosvalovych bunck na
scaffoldu z (P(LLA—CL)). Implantovali také tento scaffold do Zily modelu kralika,
kde zlstal zfejmy 7 tydnt po implantaci. Podle Donga a dalSich tato studie signalizuje,
Ze elektrostaticky zvldknény kopolymer PCL a PLLLA ma dobry potencidl ve vyuZziti pro

cévni aplikace ve tkdnovém inZenyrstvi. [4]

Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHVB)

PHVB patii do skupiny polyhydroxyalkanoati (PHA). Tuto polyesterovou
tiidu poprvé izoloval francouzsky mikrobiolog Maurice Lemoigne z bakterie Bacillus
megaterium v roce 1925. Nékolik mikroorganisml jako jsou Alcaligenes euthropus
nebo Bacillus megaterium produkuji nejbéznéjsi formu poly (3-hydroxybutyratu) (PHB)
ziejmé jako odpovéd na fyziologicky stres. PHVB je bézn¢ uZivany jako obalovy
materidl, napt.: pro tenké obaleni papiru apod. Posledni dobou se stivd PHVB
zajimavym polymernim materidlem ve tkanovém inZenyrstvi. [4] Timto materidlem se

ale hloub¢ji v této praci zabyvat nebudeme.

4. Uvod do tkaiového inZzenyrstvi

Pro pochopeni celé problematiky tkdiiového inZenyrstvi je vhodné popsat jeho
princip. Polyestery jsou Siroce pouZzivané syntetické biodegradabilni materidly a maji
schopnost se rozlozit. Pokroky v tkdanovém inZenyrstvi by mohly pfindset vétsi
pozornost na vlastni vyrobu scaffoldd, stejn¢ tak jako na biodegradabilni polyesterova

nanovldkna. Divodem pro pouZivdni nanovldken v tkdnovém inZenyrstvi je to, Ze
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nanovldkenna polymerni sitovina je blizkd podobé nanoméfitku siti proteinovych
vldken v pfirodni extracelularni hmoté (ECM). Elektrostatické zvldkinovani je slibny
zplsob jak vytvoftit kontrolovatelny a nepietrzity nanovldkenny ,scaffold‘ pfipominajici
extracelularni strukturu (ECM). Nanovldkna zajist'uji velky povrch a vysokou porozitu.
Jednim z rozhodujicich okolnosti pti zvazovani pouziti polyesterovych nanovldken jako

scaffoldl se stava jejich degradace. [4]

4.1Pouziti nanovlaken v tkanovém inZenyrstvi

Pii vysoké poptdvce po transplantacich tkani a orgdnech se objevuje tkanové
inZenyrstvi jako potencidlni feSeni. VSeobecné strategie 1écby v tkanovém inZenyrstvi
zahrnuji pouziti syntetickych a ptirodnich funkénich scaffolda, které jsou kultivované s
bunikami ziskanych z pacienta nebo darce. Poté se ,,bunécny scaffold” umisti do téla
pacienta, tam, kde je potfebné nahradit tkan. Zdkladnim pfislibem ,,in vitro* tkdiového
inZenyrstvi je zaclenéni urcitych bunék do scaffoldi za vhodnych podminek, které
povedou k utvafeni tkané. Podstatné zaleZitosti jako je biokompatibilita, fyzikalni
vlastnosti a schopnost biodegradace se tykaji tkdiiovych ndhrad. Scaffoldy by mély byt

upravené na miru individudlnim poZadavkim pro cilenou tkan. [4]

Rozdilné konstrukce tkani maji specifické pozadavky na scaffoldy. Naptiklad
inZzenyrstvi kostni tkdn€ vyZzaduje, aby scaffold byl mechanicky odolny a vodivy,

zatimco tkané jater potebuji vysoce pordzni troj — dimenzionalni strukturu.

Nanotopografické prostiedi je prospésné pro rust buné€k a tkédni. Je to z diivodu,
Ze v zivém mikroprostfedi ,,in vivo®, které buniky a tkan osidluji, je tzv.: nanoprostiedi
sloZené z pordzni a nanovldkenné extracelularni hmoty (ECM). Zlepsit bunéénou adhezi
muze pravé nanovldkennd struktura, kterd md v poméru vétsi povrch neZ objem.
Nanovldkenny scaffold je jednou z moZnosti jak zkonstruovat ndhradu za extracelularni

hmotu (ECM), kterd ma podobnou vldkennou strukturu.
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4.1.2 Elektrostaticky zvlaknéna nanovlikna jako scaffold

tkanového inzenyrstvi

Tkéanové scaffoldy mohou byt vyrobeny rtiznymi metodami, ale jen nékteré
jsou vhodné pro vyrobu nanovldkennych scaffoldi. Nanovldkennd struktura mize byt
vytvofena raznymi zpusoby, napi: samoseskupenim, fadzovym rozdélenim,
elektrospinningem, odstfedivym zvldkilovanim, tazenim atd. [4, 18, 19, 20, 21]
V poslednich letech je nejpouzivanéjsi zblisob elektrospinning, Obr. 6 vyuZiva statickou

elektfinu k dlouZeni vldken z polymerniho roztoku. [4]

Podle prednasek prof. LukaSe se elektrostatické zvladknovéani z fyzikalniho
hlediska podobd stromu neobvyklého tvaru, ktery vyrusta z ,,kofenti v tenké povrchové
vrstvé polymerniho roztoku (slouZi jedna ze dvojice elektrod) a pokracuje ,.kmenem*
pfedstavovanym stabilni ¢asti proudu polymeru. Ndsledujici biCujici zéna proudu
polymeru vytvaii jednotlivé ,,vétve* tohoto stromu. Jeho plody, tedy nanovldkna jsou

shromdzdéna na druhé z elektrod spojené se zdrojem vysokého napéti. [18]

Pii elektrospinningu 1ze nanovldkna vyrabét v malém mnozstvi pro laboratorni
vyzkum, ale hlavné také ve v&tSim mnoZstvi pro vyuziti v primyslu. Vyhodou techniky

elektrospinningu je pfizplisobivost a v§estrannost.

A Roztok 4‘§ hod I

Zdroj vysokého
napéti

Zvlaknény proud
polymeru

Kolektor

Obr. 6: Elektrostatické zvlaknovani [4]
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5 Elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronovd mikroskopie (SEM)

Pfi sledovani vzorku pod rastrovacim elektronovym mikroskopem se vzorek
pokryje tenkou vrstvou tézkého kovu a poté se po ném piejizdi svazkem elektrond,
zaosttenym pomoci elektromagnetického vinuti na zkoumany vzorek. Toto vinuti
funguje jako Cocka. MéEif se mnozstvi elektronii vyrazenych nebo rozptylenych ze
vzorku po dopadu svazku elektroni na jednotlivé body povrchového ,rastru®
detektorem. Nésledn¢ je méfeni téchto bodli vyuzito pro regulaci obrazu, ktery je
promitdn na obrazovku. Mikroskop vytvéii trojrozmérné obrazy objektll s rozliSenim

mezi 3 a20 nm. [12]
Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronovy mikroskop je podobny pifevracenému svételnému
mikroskopu, ale vyuziva svazku elektronii a magnetického vinuti misto svételného
paprsku a optickych sklenénych cocek. Vzorek musi byt velmi tenky a umistény ve

vakuu. RozliSeni u TEM vzorki je okolo 2 nm a moZznost zvétSeni aZ milionkrat. [12]

6 Degradace polymeri

Degradace polymera je velice Sirokou védeckou oblasti, a proto jsou rizné
zdroje literatury zaméfené vzdy na jeji urCitou Cast. Ne&ktefi autofi se zabyvaji napf.
biologickou degradaci, kterd zahrnuje chemickou a enzymatickou oxidaci,
neenzymatickou hydrolyzu a enzymaticky katalyzovanou hydrolyzu. [8, 10] V literatufe
[7] se autofi zabyvaji rovnéZz dal$§imi zplsoby degradaci jako je napf. teplotni,

mechanicka, svételna atd.

6.1 Definice

Vyraz polymerni degradace obvykle zna¢i zmény ve fyzikdlnich vlastnostech,
které jsou zpiisobené chemickymi reakcemi. Zahrnuji roz$tépeni vazby hlavniho fetézce
makromolekuly a vSe probihd sohledem na sloZeni materidli ze syntetickych
makromolekul. U linedrnich (podélnych) polymerti vede chemickd reakce ke snizeni

molekulové hmotnosti (tj. ibytek délky fetézce). [7]
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Degradace, kterd je vyvoland kontaktem s molekulami vody by se dala
definovat jako hydrolytické rozstépeni polymernich fetézcli, které vedou k poklesu
molekulové hmotnosti. V poc¢ate¢nim stddiu nejsou degradacni produkty natolik malé,
aby se staly rozpustnymi. V tomto stidiu neni moZzné zaznamenat zménu hmotnosti
materialu. [8]

Definice polymerni degradace je vzhledem k biopolymertim rozsahla. Zahrnuje
zmény fyzikdlnich vlastnosti, které nejsou zpusobeny pouze chemickymi, ale také
fyzikalnimi reakcemi (zahrnuji rozpad vySe uspofddanych struktur). Polymerni
degradace v obou piipadech znamend zhorSeni funkcnosti polymernich materiald.
V souvislosti s chemickymi aspekty polymerni degradace by mélo byt zfejmé, Ze zmény
fyzikédlnich vlastnosti nejsou zpisobeny pouze rozStépenim vazeb v hlavnim
polymernim fetézci. Velmi Casto jsou také zdaroven zplisobeny chemickymi reakcemi
v postrannich skupindch nebo u postrannich fetézcti s vyjimkou mezimolekuldrniho
sitovani. Nicméné reakce v postrannich skupindch linedrnich polymert ovliviuji
fyzikélni vlastnosti relativné v menSim rozsahu s porovndnim s reakcemi v hlavnim

retézci. [7]

6.2 Sitovani polymert

Mezimolekularni sitovani, tj. formovani novych chemickych vazeb mezi
jednotlivymi makromolekulami. Zesitovani vede ke zvétSeni molekulové hmotnosti,
také ve vysSi prestavbu a k ur€itému druhu néstavby s charakteristickymi fyzikalnimi
vlastnostmi. Zesitovanim se zlep$i jeho fyzikdln¢ — mechanické vlastnosti, stiva se
nerozpustnym, pouze ve vhodném rozpoustédle botnd (zvétSuje svlij objem pomoci

rozpoustédla). [7,15]

6.3 Zptusoby degradace polymeru

Degradace polymeru je zptisobena hlavné chemickymi reakcemi mezi vazbami
fetézcli makromolekul. Z praktickych divodi je nicméné bézné dale rozdélit tuto
Sirokou oblast podle raznych spoustécich faktord. Zahrnuji teplotni, mechanickou,

fotochemickou, chemicky ozatujici, biologickou a chemickou degradaci polymernich
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materidlti. Tyto mechanismy mohou pracovat oddélené¢ nebo soucasné. [7,10 str. 51,

kap. 4]

Chemicka degradace
Chemicka degradace se vztahuje k procesu, ktery je vyvolany plsobenim
chemikalif na polymer, napf.: pisobeni kyselin, bazi, rozpoustédel, reaktivnich plynt a

podobné. VéEtSinou je pfeména zpisobena pouze v piipadé zvySené teploty. [7]

Teplotni degradace

Degradace teplotou odkazuje na piipady, kdy polymer ve zvySené teploté
zaCind podléhat chemickym zméndm bez soucasné zapojenych dalSich chemickych
slouCenin. ObcCas je dosti obtizné rozliSovat mezi teplotn€ a teplotné-chemickou
degradaci, protoZe ziidka kdy jsou polymerni materidly chemicky ,,Cisté*. Pfitomnost

necistot a ptimési v materidlu miiZze reagovat s polymernim zdkladem, pokud je teplota

dosti vysoka. [7]

Biologicka degradace

Chemicka degradace s piisluSnym mikrobidlnim plisobenim obvykle silné
souvisi s biologickou degradaci. Mikroorganismus produkuje vybornou rozmanitost
enzymd, které jsou schopny reagovat s pifrodnimi a syntetickymi polymery.
Enzymatické ptsobeni na polymer je chemicky proces. Mikrobidlni pisobeni na
polymer je mozné v pomérné Sirokém teplotnim rozsahu. [7]

Do mikrobidlniho plisobeni na polymery jako PLA, PGA, PCL, atp. mlze byt
zapojeno prirodni prosttedi nebo také vedlejsi produkty, které jsou generovany

abiotickou hydrolyzou zapojenim hub nebo bakterii. [10, str. 83]

Mechanicka degradace

Mechanicky vyvoland degradace obecné znamend makroskopické zmény, které
jsou zpusobeny piisobenim smykovych a pticnych sil. Zvlast’ dilezitou roli hraje lom
polymeru pii uréovani upotfebeni umélé hmoty. Mechanickd degradace polymernich
materidli je bézné doprovazena prasklinami v hlavnich polymernich fetézcich.

Mechanické vlastnosti polymeri muzeme zjistit pomoci deformacnich zkousSek
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(statickych — smyku, protaZeni, stlaceni; dynamickych — harmonickych tj. cyklickych a

neharmonickych). [7,17]

Degradace svétlem

Degradace polymeru zplisobend svétlem nebo fotodegradaci zahrnuje fyzikalni
a chemické zmény, které jsou zpiisobené ozatenim polymert ultrafialovym zédfenim (ve
vlnové délce pod 400 nm) nebo viditelnym svétlem (vZdy je k tomu potieba kyslik).
Aby byl postup efektivni, svétlo se musi absorbovat do substriatu. Vysledny chemicky

proces miiZe vést k prudkému zhorseni vlastnosti. [7, 10 str. 382]

Vysoce energetické zareni a elektromagnetické zareni

Vysoce energetické elektromagnetické zéareni (X-paprsky, y-paprsky) nebo
Casticové zareni (a-paprsky, urychlené elektrony, neutrony, produkty jaderného Stépeni)
neni s ohledem na absorpci specifické. Nepfedpokladd se, Ze existuji chromophorické
skupiny, stejné tak jako v ptipad¢ fotodegradace, protoze vSechny ¢astice molekul jsou
schopné interagovat s ozdfenim. Rozsah a charakter fyzikdlnich a chemickych zmén
zélezi na chemickém sloZeni ozafeného materidlu a na ptirodnim zéieni. [7,10]

Lidské vyuziti je zaloZené na tom, Ze absorpce vysokého energetického zéareni
zpuisobuje tvorbu meziproduktii v zdkladu (volné radikdly a ionty). Vysoko energetické
zéfeni je metodou bézné aplikovanou k zahdjeni chemickych reakci déjici se pies
zékladni a iontové mechanismy. [7] Gupta a Deshmukh prohlasili, ze y zafeni ve
vzdusném nebo dusikatém prostiedi mlzZe generovat zdroveil zesitovani a rozStépeni
fetézce. [10, str. 97, kap. 5] To samé tvrdi i Narkis a spol., jejich prace je soustiedena na
vyssi davky zareni nezZ je potieba ke sterilizaci (standardem je 25 kGy). [16]

Zdaraznény by mél byt silny vztah mezi jednotlivymi zplsoby degradace
polymeru. Casto pievladnou okolnosti, které dovoli, aby riizné druhy degradace

probihaly soucasné. [1,7,10]

7.1 Degradacni mechanismy

7.1.1 Jednotlivy krok procesu a ietézova reakce

Tato Cast je vénovana zdkladnim vlastnostem chemické reakce, kterd se d¢je

béhem rozloZeni makromolekul. Jak bylo zminéno, chemické reakce mohou byt
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zpusobeny mnoha reZimy. Reakce mohou byt rozliSovany na iontové reakce a na ty,
které zahrnuji elektricky vybuzené prostfedniky. Typickym piikladem jsou
fotochemické reakce, kde je jedna vazba hlavniho fetézce roztrZena po absorpci fotonu.
Dalsi piiklady se tykaji enzymatického utoku, napf.: reakce enzymu amyldzy se
Skrobem. KdyZz molekula amyldzy interaguje s amylézou (tj. jeden z komponentl
Skrobu), jedna glykosidovd vazba se timto napadenim rozbije. Charakteristickym
znakem fetézovych reakci je samovolné fidici se proces, ktery jednou zacne. Jinymi
slovy, poc¢étek reakce ptindsi produkty, které jsou samy schopné podstoupit spontdnni
reakce s neporuSenymi molekulami, apod. Pod nepfetrZitou iniciaci se reak¢ni stupen
zrychluje. Napfi.: pfeména vzrista exponencidlné v zavislosti na Casu reakce. Dulezitost
fetézovych reakci plyne z kinetické (pohybové) délky, tj.: pocet Siticich se krokl zac¢ina
jednotlivou pocatecni reakci, kterd je Casto dosti znacnd. Tento jev naznacuje ndsobeni
Skodlivych procest jako je napiiklad depolymerace nebo oxida¢ni degradace. Co se
tyka stupné piislusné premény, je samoziejmé jednotlivy krok procest méné dilezity
nez fetézova reakce. Nicméné by to mélo poukazovat na to, Ze dokonce malé ptemeny
mohou zpusobovat vyrazné zmény ve fyzikdlnich vlastnostech. Toto se dé&je hlavné u
linedrnich polymerti pfi procesu rozStépeni hlavniho fetézce nebo pii zesitovani. Jejich

fyzikalni vlastnosti jsou zavislé na primérné hodnoté molekulové hmotnosti. [7]

7.1.1.1 Autooxidace (samovolné okysli¢ovani), chemicka a enzymaticka
oxidace

Oxidacni fetézové reakce nebo autooxidace prochdzeji pres volné zdkladni
mechanismy. Samovolné okysliCovani polymerti (autooxidace) je zdkladnim jevem,
jelikoZ jsou volné radikdly vytvofeny v mnoha pocateCnich reakcich a také protoze
vétSinou reaguji ithned s molekulou kysliku. Polymerni biomateridly mohou degradovat
pomoci chemické nebo enzymatické oxidace, pokud jsou vystaveny télnim tekutindm a
tkdnim. Je dobie zndmo, Ze béhem zanétlivé reakce k cizim materidlim jsou aktivovany
buniky, ¢astecn¢ makrofagy a leukocyty, které jsou schopné produkovat druh vysoce
reaktivniho kysliku tak jako peroxid (O,"), peroxid vodiku (H,0,), oxid dusnaty (NO) a
kyselinu chlornou (HOCI). Tento oxidac¢ni efekt miize mit vliv na degradaci polymeru,

muze piispivat k rozStépeni polymerniho fetézce. [7,8]
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7.1.1.2 Polyestery: Jednoducha esterova hydrolyza

Dulezité je porozumét rozloZitelnym polymerim (polylaktidu, glykolidu,
polykaprolaktonu a jejich kopolymertim). Pfi hydrolytické reakci dochdzi k reakci

esterovych vazeb s vodou, viz.: Obr 7. [9,10]

" C‘J Hiﬁ C‘] CHy O
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Obr. 7: Hydrolyticka degradace polyesterti: mezi dvéma laktidy spojenymi k sob¢ [9]

Tato reakce vZdy rozbiji ester na odpovidajici alkohol a kyselinu a muze byt

katalyzovéna kysele nebo zdsadité. [9]

7.1.1.3 Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza polymernich biomateridli je proces ovlivnény
zptisobem vzdjemného plisobeni mezi enzymy a polymernimi fetézci, které zahrnuji
Ctyfi typické kroky: 1) rozsifeni enzymu z celého objemu roztoku do celistvého
povrchu, 2) adsorpce enzymu do substratu zpisobujici formovéani komplexu enzym-
substrét, 3) katalyza hydrolytické reakce a 4) difuze rozpustnych degradacnich produktti

z celistvého substratu do roztoku. [8]

8. Morfologie nanovliaken béhem degradace

Morfologie nanovldken se vyznamné meéni béhem degradace. PiestoZe se
rychlost degradace méni v zdvislosti na druhu polymeru, morfologické zmény
polymernich nanovldken mulzZeme rozdé¢lit do dvou typl: taveni vldkna (tzv. fiber
melting) a ldmani vldkna (tzv. fiber breaking). Tavenina jako morfologie je Cast&ji
ziskdvana z amorfnich nanovldken s nizkou teplotou skelného piechodu (Tg). VEii se,
Ze dochazi k taveni vldkna (tzv. fiber melting), pokud je molarni hmotnost polymeru

sniZena k rozsahu, Ze je jeho Tg blizko nebo pod teplotou degradace, bézné 37°C.
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V tomto piipad¢ se polymerni fetézce v amorfni oblasti stavaji pohyblivymi. Nicméné
maji vladkna sklon se ,,tavit* dohromady, aby sniZily povrchové napéti. Na druhou stranu
maji polymerni nanovldkna s vysokou krystalinitou nebo s vysokym Tg jako jsou: PGA,
PLLA, PCL a jejich kopolymery sklon k rozbiti nebo rozlomeni nanovldken béhem
degradace. Stava se to, protoZe polymerni fetézce v krystalické oblasti jsou stabilni,
tuhé a nepohyblivé. Vldkno se rozbije (roztrhne), kdyZ se v pritbé¢hu degradace objevi
slabina tzv.: ,,weak point* podél vlakna. Rozbité konce vldken jsou tudiZ vice citlivé
k postihnuti hydrolyzy, jelikoZ jsou vice vystavena degradaénimu médiu (okolnimu

prostiedi). [4]

8.1 Degradacni mechanismy nanovlaken

Je ztejmé, Ze se polymerni nanovldkna rozloZi rychleji nez piisluSny polymer
v makroméfitku (v fddu milimetrtt). Nemusi byt vZdy pravdou, Ze je to z divodu vysoké
povrchové plochy nanovldken. Abychom se mohli vénovat této zaleZitosti, je potfeba

analyzovat zdkladni mechanismy hydrolyzy polyesterti.
Hydrolyza polyestert a eroze

Eroze je definovdna jako fyzikdlni rozpad polymerni hmoty, kterd je
vysledkem degradace. Na zdklad¢ inkubace voda pronikne dovniti polymerni hmoty
prostupujici smérem ke stiedu zdjmu a zahrnuje rozStépeni polymerniho fetézce.
Jakmile je dosazena dostatecné nizkd molarni hmotnost, utvorené degradacni produkty
se rozptyli a rozplynou v degrada¢nim médiu a jsou ptfepraveny od polymerni hmoty

ven. [2]

V zévislosti na mechanizmu eroze klasifikujeme polymer jako erodujici
objemem nebo povrchové. Degradace nastane v celé hmoté a materidl se ztraci
z veskerého objemu polymeru, pokud voda pronika rychleji nez eroze zdkladni hmoty.
Toto chovani je oznaovdno jako objemova eroze. Nékdy je ale uvedena pod nazvem
homogenni eroze, protoZe ztrita hmotnosti se ziskavd v celé hmoté ve vice ¢i méné
jednotné rychlosti. Poté co eroze dojde ke kritickému stupni, casem dochézi ke kolapsu
celého systému. Specidlnim piipadem objemové eroze je heterogenni (rtiznoroda
nehomogenni) degradace. Po fazi degradace jsou vytvofeny rozpustné oligomerni

slouceniny v zdkladni hmot€. Rozpustné oligomery na povrchu zdkladni hmoty jsou
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jednoduse rozptyleny v degradacnim médiu, zatimco oligomery uvniti zdkladni hmoty
rozptyleny nejsou. Tyto kyselé oligomery se takto nahromadi uvnitt zdkladni hmoty a
navodi se tak rychlejsi degradace uvniti hmoty autokatalyzou. V extrémnich ptipadech
vznikne dutd struktura, kdyZ je vnitini materidl kompletné degradovan, viz Obr.: 8 c.

Sklon k objemové erozi maji amorfni (beztvaré nekrystalické) a hydrofilni polymery.

Na druhou stranu oznacCujeme jako povrchovou erozi v piipadé, jestlize voda
pronikd pomaleji neZ samotny proces eroze a ztrata hmotnosti se tyka pouze povrchové
vrstvy. V idedlnim piipad€ je u povrchové eroze jeji stupenn pfimo umérny vn&jSimu
povrchu. PrestoZe je t€Zké dosdhnout povrchové eroze, Castéji se preferuje, protoZe je
snadnéji predvidatelnd. VétSina polymeri neni dostate¢né hydrofobnich, aby zabrénily

priniku vody dovnitt zdkladni hmoty. Hydrofobni polymery s vysSsi krystalinitou jsou

vice predurCeny k tomu, aby se u nich projevila povrchova eroze. [2]

Vv

Napi.: PCL a PLLA jsou polokrystalické polymery s vySsi krystalinitou a
hydrofobicitou. V téchto ptipadech je tézké, aby voda pronikla dovnitt zakladni hmoty.

Polymery téchto materidli v nanométitku degraduji rychleji, nez v fddech milimetra.

Polyesterovd nanovldkna degraduji povrchovou erozi, protoZe neobsahuji

Zaddny ,,objemny materidl®“. Jestlize neprobihd Z4dnd autokatalyza v nanovlidkenné

hmot¢, znamen4 to, Ze ¢im mensi bude primér vldkna, tim rychleji se rozloZzi. [2]

8.1.1 Degradace polyesterovych nanovlaken

Rychlost degradace polyesteru je ovlivnitelnd na zdkladé¢ zmény polymeru,
ktery jej vytvaii. Jednou z vyhod degradace polyesterovych nanovldken je, Ze jejich
degradacni produkty jsou metabolizovany v lidském téle. Kompletné se adsorbuji
v lidském téle, z tohoto diivodu se vyuZivaji v medicing. Dalo by se fici, Ze piestoze
degradace polyesterovych vldken tradi¢éniho makro méfitka (pohybujici se v fddech
milimetrl) byla rozsdhle studovana, studie elektrostaticky zvldknénych degradabilnich
polyesterovych nanovldken je na samém pocitku. Divodem, pro¢ se chovaji vldkna
v makro a mikro méfitku pii degradaci jinak je, Ze nanovldkna maji vétSi povrch ku
objemu neZ je to u vldken v makro métitku. Déle by mohla byt rozdilnd krystalinita,

uspotadani a orientace polymerniho fetézce, hydrofobicita. Aktivita bunék a tkani mtze
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postupné ovlivnit degradaci nanovldken tim, Ze budou obklopovat a napodobovat

strukturu nanovlaken. [4]

9. Degradace PCL

Vev s vees

PCL mitiZe byt degradovdn pomoci vnéjSich Zijicich organismi (bakterii a hub).
Nejsou ale vstfebatelné v lidském a zivociSném téle, protoze postradaji vyhovujici
enzymy. Nemuzeme fici, Ze nejsou vstiebatelné, ale spiSe, zZe proces trva delsi dobu,
nejdiive Sitenim hydrolytické degradace. Je pfijatelné, Ze hydrolytickd degradace miize

postupovat ptes povrch nebo mnozstvi degradacnich cest, viz.: Obr. 8.

()

Doba degradace

Vysledek
degradace =

=

Obr. 8: a) povrchova eroze, b) celkové degradace, c¢) celkova degradace s autokatalyzou

[2]

Difuzni jev (rozptylovd) reakce urCuje zplsob, kterymi ztéchto cest
prostupuje. Degradace povrchu nebo eroze zahrnuje hydrolytické Stépeni hlavniho
fetézce polymeru pouze na povrchu. Tato situace nastdva pii poméru hydrolytickych
rozStépenych fetézcl a produkci oligomeri a monomert, které jsou rozptylené do okoli.
Jsou rychlejsi nez pomér vstupu vody do celkového polymeru. Toto ma typicky za
nasledek zeslabeni polymeru v prubéhu Casu bez ovlivnéni molekulové hmotnosti
vnitintho objemu polymeru, ktery by obecné zistal nezménén po dobu degrada¢niho

procesu obr.: 8 a. Vyhodou tohoto typu eroze je jeji pfedvidatelnost pfi uvoliiovani 1ékt.

[2]
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Celkova degradace nastavd, kdyZ voda pronikda celym mnozstvim polymeru a
zpusobuje hydrolyzu skrz celou zdkladni hmotu polymeru, obr. 8 b. Nédhodné
hydrolytické Sté€peni fetézce by zaujalo misto a vytvofilo celkové sniZzeni molekularni
hmotnosti. Pro difuzné — reakéni jev by byla dosaZena rovnovdha, pokud mohou
molekuly vody pronikat do objemu polymeru a hydrolyzovat fetézce umoziujici

monomery nebo oligomery rozptylit, eroze se bude vyskytovat postupng¢.

Pokud by byla rovnovaha naruSena, mechanismus degradace by mohl dat
podnét k wvnitini autokatalyze pies karboxylové a hydroxylové koncové skupiny

vedlejSich produktt. (obr.: 8 ¢)

Zatimco oligomery a karboxylové skupiny na povrchu mohou volné pronikat
do okoli (situace povrchové eroze, obr.: 8 a), v piipadé celkové degradace vnitini
koncentrace autokatalyzy produkty mohou produkovat postupné kyselejsi, tak jako nové
generovany karboxyl koncové skupiny formovanych esteri béhem nahromadéného
Stépeni (obr.: 8 c). Tato obrdcend vnitini degradace je zrychlend v porovnani
s povrchovou degradaci. Vrstva s vyS$§i molekuldrni hmotnosti opousti vnéjsi vrstvu
s niz8$1 molekularni hmotnosti, degraduje a je dut4, obr. 8 c.

Degrada¢ni mechanismus se timto stdva definovany dvou rezimovou distribuci
molekuldrni hmotnosti. KdyZ se stanou vnitini oligomery dost malé, difunduji rapidné
skrz vngj$i vrstvu a to je doprovdzeno ndporem ztrdty vdhy a sniZenim rychlosti
fetézového rozstépeni produkujici vyssi molekuldrni hmotnost vytvoienim vyduti ve
struktufe. Rapidni nartst téchto oligomerti a kyselych vedlejSich produkti mitize
zpusobit zanétlivé reakce ,,in vivo™. Krom¢ toho, jestlize neni schopna okolni tkan
vyrovnat zménu pH kvili chudému krevnimu zdsobeni nebo nizké metabolické aktivite,
potom mohou nastat mistni docasné poruchy, napt. mtize dojit k zvétSeni osmotického

tlaku skrz hromadéni tekutiny v ptipad¢ rychlé degradace.

Homopolymer PCL upln€ degraduje béhem dvou az &tyf let. ZaleZzi to na
pocatecni molekulové hmotnosti implantdtu. Stupent hydrolyzy miiZze byt zménén
pomoci kopolymeraci s jinymi laktony nebo laktidy. Ze studii degradace v literatufe
vyplyvaji dv€ urovné degradacniho procesu PCL:

a) Neenzymatické hydrolytické Sté€peni skupin esterti

b) Enzymatickd degradace
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Vv

Kdyz je polymer s vyssi krystalinitou a o mensi molekulové hmotnosti (méné
nez 3000), polymer se jevi, Ze podléhd vnitrobunééné degradaci. Pozorovanim
fragmentll, fagosomul, makrofagii a obrovskych bunék uvniti fibroblastl, podporuje
teorii, Ze jsou moznd upln¢ absorbovany a degradovdny skrz vnitrobunécny
mechanizmus.

Bylo také zminéno, Ze prvni stupeit miry degradace je v podstaté identicky ,,in
vitro* hydrolyze ve 40 stupnich Celsia. Déle bylo usouzeno, Ze mechanizmus degradace
PCL by mohl byt pfisuzovan ndhodnému hydrolytickému Stépeni fetézce esterovych

vazeb, ktery by zplsobil pokles molekulové hmotnosti. [2]

9.1 Pomala degradace PCL nanovliken

Ukazalo se, Ze mikroorganismy mohou degradovat polykaprolacton. PCL je
jinak relativné stabilni vi¢i hydrolyze ,.in vitro* a dokdZe degradovat v €isté houbovité
kultufe, kompostu, pomoci enzymii a v hlin¢. Pfi biodegradaci bylo pozorovéno, zZe
PCL prudce ztrici hmotnost povrchovou erozi s mensSim poklesem molekulové
hmotnosti. Degradace PCL nanovldken zplisobené enzymaticky a vné&jSim prostiedim
bylo také studovano. V €lanku [4] popisuji, Ze v pfitomnosti lipdzy se projevila rychla
degradace PCL, Ze PCL ztratilo béhem 8,5 hod. 47% své hmotnosti. Krystalinita PCL
nanovldken se zvySila béhem degradace kviili teplotné vyvolanému ptekrystalizovani.

[4]

10. Faktory ovliviiujici degradaci ,,in vivo*

U syntetickych polymert je dulezita jejich dlouhd Casova stabilita. Je potieba,
aby byl zplsob rozlozeni polymert kontrolovatelny. Biodegradabilni makromolekuly
mohou byt specificky uzpiisobeny pro kontrolu degradace pod tlakem prostiedi

v biologickych systémech nebo pomoci enzymatickych mechanizmd. [10]

PLA se od PGA li8i jednou methylovou skupinou (CHs) opakujici se jednotky.
Tyto podminky zvySuji prostorovou piekazku tak, ze vytvéreji PLA vice hydrofobnim.

Proto je vice hydrolyticky stabilni. Semikrystalické polymery (pevné zabalené
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krystalické ¢asti) jsou mén¢ piistupné k degradaci, kterd se musi rozsifit dovniti, aby
byla efektivni. Z tohoto diivodu nekrystalické (amorfni) oblasti degraduji prvni. Pokud
se amorfni fetézce vdZou dohromady s krystality, kdyZ jsou hydrolyzovany, zahrnuji
rozséhlé mechanické selhdni dokonce jeSté pfed ztratou hmotnosti. V knize [10] je
uvedeno, Ze béhem hydrolytického testovani semikrystalického kopolyesteru

chirurgické nité byla pouze 1,7% ztrata hmotnosti na 66,1% ztraty pevnosti. [10, kap. 2]

Adsorpce a stupenn hydrolytické reakce je ovlivnéna fyzikdlné¢ chemickymi
vlastnostmi polymeru jako je molekulovd hmotnost, chemické sloZzeni (kompozice),
krystalinita a také plocha povrchu. Co se tykd enzymatické hydrolyzy, tak zalezi na
specifickém enzymu, jeho aktivité, stabilité, koncentraci, kompozici (sloZeni)
aminokyselin a na 3D struktuie. V tivahu je tfeba brat i podminky média, kterému je

substat vystaven, hlavné pH nebo teplota maji vliv na vlastnosti substritu a enzymu. [8]

Ve zdroji [10, str. 18] popisuji, Ze vyzkum semikrystalického polykaprolaktonu
(PCL) potvrdil, Ze morfologie ovliviiuje degradradaci. Po hydrolytickém ataku byla
Cisté viditelnd morfologie sférolitu (kulovitého utvaru), vzhledem k tomu, Ze amorfni
oblasti jsou prioritn¢ degradovany. Dale hydrolytické studie kopolymert laktidu a
glykolidu (z aj. glycolide) ukazuji, Ze amorfni oblasti jsou také prioritn¢ vyleptany,

stejné tak jako v ptipadé PCL. [10]

Komplex chemicky pfirodnich télnich tekutin a zanicenych tkéni v okoli
implantédtu, ktery mize byt z riznych polymernich materidlii, je doprovazen kolisanim
biologickych substratd (tj. stupen latkové vymeny piijemce implantitu), zptsobuje
celkovou degradaci biomateridli. Prvni interakci mezi implantovanym biomateridlem a
tkdni prijemce je adsorpce proteinii. Posloupnost interakci je zdvisld na absorpci
ptirodnich proteinti. Krevni plazma obsahuje ptes 150 proteind a kazdy z nich se mize
absorbovat do biomateridlu. ZéleZi to na schopnosti vazani jednotlivych proteini.
Proteiny se mohou adsorbovat na povrch biomateridlu s nizkou afinitou a mohou byt
pfemistény jinymi proteiny s vyS$i vazebni afinitou. Na ndnos proteinti na povrchu
biomateridlii nédsledn¢ pfilnou buiiky béZného typu. Adsorpce ostatnich proteinii na

povrch polymeru miiZe ovlivnit enzymatickou degradaci biomateriald. [8]
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Sitované polymery a jejich degradace

Vv

Pokud jsou zesitované polymery s nizsi krystalinitou, tak by mély degradovat
rychleji neZ linedrni polymery. V tomto pfipad€ ale neplati, Ze by byly vSechny vlivy

stejné, zaleZi na chemickém sloZeni materidlu. [10]

Jak jiz bylo zminéno, u linedrnich polymert je vysledkem jedné hydrolyzy
rozbiti jednoho fetézce do dvou fetézcl (viz.: degrada¢ni mechanizmy, obr. 7). [9,10].
Vysledkem jedné hydrolyzy u zesitovaného systému (fetézce, sitky) neni proces
formovéani do dvou novych fetézci. S ndhodnym zesitovanim miiZkové struktury se
vice postupn€ ztrdci hmotnost bez katastrofického zniceni. Jestlize jsou ptitomny
enzymy, Sifeni potencidlnich degradant pevné¢ zesitovanou miiZkou (sitf) bude klesat.
Tzn.: Ze degradace bude omezena povrchem. SniZenim difuze bude také vzriistat u

zesitovanych systéml odolnost vici hydrolyze. Zesitovani také zbavi pohyblivosti

segmenty, kterym nedovoli potfebné utvaieni pro navazani enzymu. [10]

Chemickd modifikace polymert (odstranéni nebo pifiddni chemickych skupin
do polymerniho fetézce) ovliviiuje stupent enzymatické degradace. ZaleZi také na stupni
chemické modifikace, protoze mulZze ohrozit schopnost enzymu rozpoznat upraveny

substrat. [8]

vvvvvv

v

vytvorily kovalentni pficné vazby pfiddvajici strukturdlni a funkéni stabilitu a
vzrustajici dobu zdrZeni in vivo. V nékterych piipadech miZe zesitovani zvySovat
degradaci. Dickenson a spol. pracuji na vivo a vitro degradaci hydrogelli z poly(a-
amino kyselin), které slouZzi k zesileni zavislosti degradace na mnoha faktorech. Jako
prostiedek k sesitovani byl pouzit dodekan diamine (z aj. dodecane diamine), kde bylo
ptedpoklddéno, Ze dojde ke zvySeni hydrofobity a k podpoteni rozptylu lypophilickych

enzymd, které prispivaji k degradaci. [10]

Autor v [10, str. 19] popisuje zkuSenosti s PCL, kde bylo PCL vytvrzeno
spolecné s benzoylperoxidem a formovano do sitové struktury. Degradace byla v tomto
piipad€ nepiimo imérna hustoté pficnych vazeb mezi fetézci (zesitovani). Po degradaci
zpusobenou cryptococcus laurentii byl povrch PCL vysoce pordzni a struktura pénova
az houbovita. Po stejném procesu degradace nezesitovaného PCL se dle autora ukdzaly

zbylé krystalické sférolity. Jeden test zesitovaného vzorku vypadal por6zné, ale udrzel
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puvodni rozméry, piestoze ztratil 70% hmotnosti. Vyplyvajici porézni struktura je po
degradaci Zadanou vlastnosti, jelikoz se ukdazalo, ze stimuluje rtst nové tkané. [10]
Materidly, které jsou vyrobeny z linedrnich polymeri, zdmérn¢ obsahuji odstranitelné

uzavieniny (dutinky), které zanechdvaji porézni strukturu. [10]

Mnoho okolnosti miZe mit vliv na biodegradaci polyesterd ,,in vitro®“. Mezi n¢
patii jiz zminéné pH, iontova sila média a enzymaticka aktivita. Ponofenim vzorku do
fostatového ochraného fyziologického roztoku (PBS) nebo rovnocenného roztoku pufru
o pH 7,4 pti 37°C je béZn¢ uzivanou metodou ,,in vitro* k urceni degradace polymeru.
Pfi testovdni degradace in vivo se kus vzorku jednoduSe vkladd do podkoZi malého

zvitete, tim miZe byt mys nebo potkan. [4]

11. Degradace polymerii, analyza

Zivotnost polymeru neni zdvisld pouze na oslabeni (nedostate¢ném) spojeni
uvniti materidlu, ale také na jeho okoli. K ur¢eni upotiebitelnosti a Zivotnosti polymert
v rozdilnych aplikacich musi byt degradace pozorné monitorovdna. KdyZ okolni
prostiedi zvySuje sviij podil na degradaci, jsou na misté¢ nové poZadavky pro predpoved’
dlouho — trvajicich vlastnosti, jak pfirodnich, tak syntetickych polymert. KdyZ jsou
polymerni materidly vystaveny souboru prostiedi (napf. venkovnimu prostiedi),
muzZeme to popsat jako degradaci zptisobenou okolnim prostfedim. Degradace okolnim
prostiedim nastdavd v dasledku vlivi oxidace u¢inkem svétla, tepla, vlhkosti a eroze
zpusobenou pocasim a chemickou aktivitou v dasledku vlivli Skodlivin (imise) a mikro

a makroorganismd. [10]

Aby bylo moZné predvidat nadchylnost polymert k degradaci, je tfeba pouZzivat
osvédcené (spolehlivé) techniky. Analyza by méla byt schopnd zaznamenat chemické,
fyzikalni a mechanické zmény, které byly zpisobeny béhem procesu. Testy degradace
mohou byt dlouho trvajici, ale obvykle jsou vhodnéjsi zrychlené testy. Je také dulezité
monitorovat, jak ptisady (pfidavné latky) pronikaji nebo se st¢huji (migruji) v potadi,
které souvisi s formovanim degradacnich produktl v zavislosti na degrada¢nim stupni.
[10] VSechny organické polymery jsou v podstaté¢ rozlozitelné, liSici se pouze v
degradacnim reZimu a Case rozkladu. V disledku zvySeného zdjmu o Zivotni prostredi

rostou 1 pozadavky pro nové materidly, aby zatéZovani okolnitho prostfedi bylo co

36



nejmensi. Castéji je pozadovan novy koncept schopnosti degradace novych

polymernich materidli (hlavné v oblasti recyklace, napt. obaly apod.).

Bylo navrZeno né¢kolik zajimavych feSeni, aby polyetylen degradoval rychle;ji.
Bézné vyrobky se v Zivotnim prostiedi rozlozi béhem 25-50 let. Zaclenénim
chromoforickych skupin se mize rozloZitelnost urychlit, zvysi se citlivost polyetylenu
k svételné oxidaci. Také je zndmo, Ze se biopolymery obvykle rozkladaji rychleji
mikrobiologickou aktivitou. V zaméru produkce rozlozitelného polyetylenu vede
mirobiologickd aktivita k zeméd€lskym vyrobkiim jako jsou aditiva pro syntetické
polymery. V [10] uvadéji, Ze nejbéZneji pouZivany biopolymer v tomto kontextu je

Skrob. [10]

11.1 Zmény molekulové hmotnosti

Mezi rozmanité metody k detekci chemickych zmén hraji vyznamnou roli ty,
které jsou zalozeny na molekulové hmotnosti, pokud jde o linedrni polymery (tzn., Ze
nejsou zesitované). V piipadé ndhodného rozstépeni hlavniho fetézce, pokud je
pocateCni molekulovd hmotnost dostate¢né vysokd, pfinaSi vyznamné zmeény
v prumérné molekulové hmotnosti dokonce i mald pieména. To samé plati pro
mezimolekulové zesitovani, napf.: proces se dé&je v mnoha piipadech, kde jsou
formovany bo¢ni makroradikaly.

Stanoveni molekulové hmotnosti je uskutecnitelné, nicméné je dosti Castéji
prednéjsi evidovat chemické reakce v hlavnich fetézcich nebo ve vedlejsich skupinach
linedrnich polymerii a objasnit reakéni mechanismy. Mezi dulezité vlastnosti, které
charakterizuji polymer, patfi molekulovd hmotnost nebo rozvrZzeni molekulové
hmotnosti (z angli¢tiny Molacular weight-distribution, MWD), jelikoZ se syntetické
polymery obvykle sklddaji ze smési chemicky stejnych makromolekul rozdilné
velikosti. Casto je rozvrzeni molekulové hmotnosti (MWD) zménéno na zesitovani
nebo roztrzeni hlavniho fetézce. V této souvislosti je dalezité si vSimnout, Ze urceni
rozvrzeni molekulové hmotnosti (MWD) miZe byt vyneseno hned pomoci gelové

chromatografie. [7]
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11.2 Analyza a charakteristika polymeru

Mezi chemické, mechanické a fyzikdlni analyzy, které davaji informace o
funk¢ni skupiné zmén béhem degradace patii: Fourier Transform Infrared Spectoscopy
(FTIR) — experimentédlni spektroskopickd technika, X— Ray diffraction (XRD),
vlastnosti: sila — napéti méfitelné Instronem nebo dynamicko — mechanické analyzy
(DMA) a teplotni vlastnosti jako je Tg, stupenn krystalinity — pomoci diferen¢ni
kompenzacni kalorimetrie (méfeni tepla) — Differential Scanning Calorimetry (DSC).
Morfologii lze studovat pod elektronovym mikroskopem (SEM) a pfenosovym

elektronovym mikroskopem Transmission Elektron Microscopy (TEM).

Gelova chromatografie — Size Exclusion Chromatography (SEC), hmotnostni
spektrometrie — Matrix — Assisted Laser Desorption/ Ionisation (MALDI) a formovani
piimési nizké molekulové hmotnosti, plynovd chromatografie- Gas Chromatography
(GCO), kapalna chromatografie- Liquid chromatogramy (LC) a plynova chromatografie
(GC) spojend s hmotnostni spektrometrii- Mass Spectrometry (MS) jsou metody
k ziskdvani vysledkt, které se tykaji zmén v polymernich fetézcich jako molekulové

hmotnosti. [10]

U degradace, kterd je zpiisobena hydrolyzou (chemicky a/nebo biologicky) je
zaznamenan hlavné hmotnostni ubytek. Jestlize se sparuji data hmotnostniho ubytku
s gelovou chromatografii, tak je moZzné rozliSovat mezi povrchovou erozi doprovdzenou
podstatnym ubytkem vahy (toto bylo zpozorovano u biologicky hydrolyzovaného PCL)

a ndhodnym rozstépenim fetézce s malou povrchovou erozi a mensim ubytkem vahy.

UZiteCné jsou také zmény krystalinity a morfologie, hodnoty teploty tdni (Tm)

a teploty zeskelnéni (Tg) pti popisovani zmén dlouho trvajicich vlastnosti. [10]

12. Vliv sterilizovani gama zairenim na polycaprolacton (PCL)

Ve svém clanku autofi Cottam, Hukings, Lee, Hewwit a Jenkins popisuji vliv

sterilizace gama zafenim davkou 2,5 Mrad (25kGY) na tyto nasledujici vlastnosti:

1) Stupen degradace
2) Mechanické vlastnosti

3) Schopnost bunék se piipojit a ndsledné na povrchu rast
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Standardni davkou pro sterilizaci gama zéafenim je 2,5 Mrad. Gelova
chromatografie (GPC) byla pouzita k zaznamendni vlivu gama zdfeni na primérnou
hmotnost a primérnou molekulovou hmotnost. Bylo zjiSténo, Ze se gama zdfenim
vyznamn¢ sniZil stupenn degradace polymeru. Ddle byl také ovlivnén vzhled vzorkt
podléhajici degradaci, jestlize mame moZnost sledovat vzorky pod elektronovym
mikroskopem. V odborném c¢lanku [1] bylo také uvedeno, Ze davkou zafeni znacné
vzriustd mez prataZznosti. Jinak pfipojeni zralé bunky a jeji ndsledny rdst na

polykaprolakton nebyl nijak zdsadné gama zarenim ovlivnén. [1]

Jako béznd technika sterilizace polymernich implantiti se pouZzivda gama
zafeni, je vhodnou metodou pro mnoho implantiti z PCL. ProtoZe se tkanové
inzenyrstvi vyviji jako prakticky 1éCebny proces, napt.: pro chirurgické opraveni tkané,
je zapotiebi sterilizovat scaffoldy metodami, které se konvencné pouZzivaji pro jiné
implantaty. Jelikoz béZn¢ pouzivané scaffoldy maji vétSinou pordzni strukturu, je nutné,
aby sterilizace pronikla materidlem bez zanechdni zbytkového mnoZstvi. Je to vhodné
hlavné pfi nasazovani bunék, aby nebyla ovlivnéna jejich schopnost ptichyceni a ristu.
Gama zéfeni je vysoce razantni a zatim dle ¢ldnku [1] neni zndmo, jestli ma vliv na

prichyceni a riist bunék na povrchu PCL.

13. Metody testovani degradace

V ¢lanku autofi Cottam, Hukings, Lee, Hewwit a Jenkins popisuji, Ze pouZzili
PCL ve form¢ peletek, ze kterych pfipravili filmy o praméru 20 mm a tloustce 0,5 - 1,5
mm. Ke sterilizaci pouzili gama zafeni o velikosti 30,8 kGy. Pfi testovani degradace
pouzili celkem 16 diski o velikosti 10 mm a tloustce 0,5 mm, z toho byla polovina (8
diski) ozarenych. Bylo tfeba urychlit degradaci PCL za ucelem dokoncit experimenty
v rozumném cCase, protoze PCL muze znateln¢ degradovat béhem 2 let. Ziskali ztratu
hmotnosti v priméru 1% z PCL diskii v PBS (phosphate buffered saline) béhem 13
meésicl. Za timto dcelem pouZili katalyzator lipdzu Pseudomonas cepacia 7 mg/ml, ale
neudédvali koncentraci. Pro vzorek pouZili 5 ml tohoto roztoku do kazdé ze 16
zkumavek. Pfed samotnym testovanim byla zaznamenana vadha kazdého vzorku (v
mezich 0,001 g). Kazdy vzorek byl vlozen do zkumavky s roztokem. Zkumavky byly

oznaceny, utésnény a umistény do vodni lazné o 37 °C. Dale byly vzorky odstranény,
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usuSeny papirovym ru¢nikem (dokud neztstala hmotnost konstantni) a vdzeny po 1, 2 ,4

,7 a 24 hodinach, dokud nebyla hmotnost vzorkii konstantni. [1]

Prakticka ¢ast:

z Mz

V této praktické Casti experimentu budeme provadét testovani vzorki PCL,

PLLA a PLC za pouZiti lipazy, protézy v raznych Casovych usecich s pribéZnym

vyhodnocovanim vysledkt testovani.

Material:

Seznam chemikalii

Systematicky nazev

Sumarni vzorec

Molarni
hmotnost g/mol

Vyrobce

Chlorid draselny

Hydrogenfosfore¢nan
disodny dodekahydrat

Chlorid sodny

Dihydrogenfosfore¢nan
draselny

Destilovana voda

Azid sodny

Kyselina chlorovodikova

Pufr pH 4.01; 7.00; 10.01

2—Amino—2-hydroxymethy
I-propan—1,3—diol

KCl

NazHPO4; 12H20

NaCl

KH,PO,

dH,0O

N3Na

HCI

C4H;1NO;

74,56

358,14

58,44

136,09

65,01

36,46

121,14

Analytika, spol. s.r.o0.,
CR
Analytika, spol. s.r.o.,
CR

@nalytika, spol. s.r.0.,
CR

@nalytika, spol. s.r.0.,

Sigma — Aldrich,
Némecko

Hamilton Bonaduz AG,
Svycarsko
Sigma — Aldrich
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Enzymy:

Seznam enzymi Vyrobce a koncentrace
Lip4za z Pseudomonas cepacia  (Sigma Aldrich 62309 >
30U/mg)
Proteindza K Sigma Aldrich; > 30U/mg
Roztoky:
Pufr PBS (Phosphate buffer solution):
AHoO oo, 800 ml
INACT .o 8¢g
KCl .. 02¢g
Na;HPOg4; 12H>0 (n=141,96 g/mMOl) ....coevcvveerieeieeeiieee. 363¢g
KH2P04 ................................................................... 0,24 g

pH bylo upraveno roztokem HCI na hodnotu 7,4 a poté byl roztok doplnén vodou do
objemu 1000 ml. Nakonec jsme ptidali 0,2 g NaN3, aby celkovy roztok PBS obsahoval
0,02% NaN.

Tris pufr:
AHo0 oo 800 ml
TRIS o, 12,14 g

pH bylo upraveno kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 8. Poté se ptidalo 0,2 g NaNs,

aby roztok obsahoval 0,02 % azidu sodného. Poté se pufr doplnil do 1000 ml.

Pristroje:

Zlatici ptistroj Quorum Q 150 R ES

Elektronovy mikroskop TESCAN VEGA 3sgy

Elektronovy mikroskop PHENOM FEI COMPANY

Analytické vahy ATILON; ACCULAB SARTORIUS GROUP max. 120 g,
d=0,1 mg

Software NIS Elements AR 4.30.00
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Dalsi vybaveni:
Lednicka, mraznicka, pH metr, pipety, zkumavky o objemu 15 ml s vickem,
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, pinzeta, nuzky, parafilm, 12 — ti jamkovéa kultiva¢ni

deska, laboratorni termostat

14. Popis experimentu: Testovani degradace PCL pomoci lipazy

K dispozici jsme méli nanovldkenny materidl o molekulové hmotnosti 45 tis.,

vyrobeny na prumyslovém stroji Nanospider NS 1WS500U od firmy Elmarco.

Na zédklad¢ zadani této priace a prostudovani souvisejicich ¢lankli jsme se
rozhodli otestovat nanovldkenny materidl PCL, ktery byl rizn¢ sterilizovan. A to témito
zpusoby: gama zdfenim — riznymi ddvkami — 20, 30 a 40 kGY, ethylenoxidem, ale také
nesterilizovany PCL materidl. Radia¢ni sterilizace probéhla ve Veverské Bitysce,

Bioster, a.s., Cesk4 republika.

Piiprava vzorki

Z tohoto pfipraveného materidlu- polykaprolaktanu (nesterilizovaného PCL,
ozafeného gama zafenim — 20, 30 a 40 kGY a oSetfeného ethylenoxidem) jsme
nastiihali pét druhti vzorki nanovldkennych vrstev o velikosti 2 x 2,5 cm po 16-ti
kusech (z toho 8 pro lipdzu a 8 pro negativni kontrolu). Poté jsme jednotlivé vzorky

zvazili na analytickych vahach a vlozili do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml.

Testovani:

K dispozici jsme méli lipadzu z Pseudomonas cepacia (Sigma Aldrich 62309 >
30U/mg). Pro prvni experiment jsme dle vysledkii prostudované literatury zvolili
koncentraci lipazy 8U/ml PBS pH 7.4. Rozpis ptipravy PBS pH 7.4 je uveden
v roztocich. Do kazdé mikrozkumavky s patficnym vzorkem jsme napipetovali 1,5 ml
PBS pH 7.4 s ptislusnou koncentraci lipazy (8U/ml) a 1,5 ml PBS pH 7.4 jako negativni
kontrolu. Poté jsme vzorky vloZili do termostatu na 37 °C. Kazdy den (po 24 hodinach)
Jjsme vyjmuli od kazdého materidlu 1 vzorek z PBS pH 7.4 s lipdzou a jeden vzorek
(pouze v PBS pH 7,4) pro negativni kontrolu. Déle jsme je proplachli destilovanou
vodou a vloZili je do jednotlivych jamek desticky. Vzorky jsme nechali uschnout

v termostatu pii 37°C dokud jejich hmotnost nebyla konstantni. U vSech ostatnich
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mikrozkumavek jsme vymeénili roztok PBS pH 7,4 s lipazou a opét nechali inkubovat

v termostatu pii 37 °C. Pii suSeni vzorkl nastal problém s jejich pfichycenim k desticce.

Proto jsme tento problém vyfeSili tak, Ze jsme jednotlivé jamky desticky vyloZili

parafilmem. V tabulkdch jsou zaznamendny namétfené hodnoty jednotlivych vzorkt

pied a po inkubaci v PBS pH 7,4 nebo v PBS pH 7,4 s lipizou. Nasleduje ukizka

tabulek 1 a 2 s naméfenymi hodnotami, ostatni viz piiloha 1.

PCL- 20 kGy v PBS s lipdzou 8U/ml

Vzorek C.

2

3

4

5

Hmotnost [g]

0,0021

0,0018

0,0025

0,0019

0,002

0,002

0,0014

0,0014

Po 1 dni

0,0019

Po 2 dnech

0,002

Po 3 dnech

0,0016

Po 4 dnech

0,0018

Po 5 dnech

0,002

Po 6 dnech

0,0018

Po 7 dnech

0,0014

Po 8 dnech

0,0007

Tabulka 1: Naméfené hmotnosti jednotlivych vzorki PCL 20 kGY pied a po plisobeni
PBS pH 7.4 s lipazou 8U/ml [g]

PCL- 20 kGy v PBS pH 7.4 (negativni kontrola)

Vzorek C.

1

2

3

4

5

6

Hmotnost [g]

0,0018

0,0019

0,0018

0,0019

0,0019

0,0015

0,0014

0,0014

Po 1 dni

0,0018

Po 2 dnech

0,0013

Po 3 dnech

0,0017

Po 4 dnech

0,0019

Po 5 dnech

0,0019

Po 6 dnech

0,0015

Po 7 dnech

0,0011

Po 8 dnech

0,0011

Tabulka 2: Naméfené hmotnosti jednotlivych vzorki PCL 20 kGY pied a po plisobeni
pufru PBS pH 7.4 [g]
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14.1 Vyhodnoceni:

Data jsou dale zpracovdna jako hmotnost jednotlivych vzorkll riizné
sterilizovanych a také nesterilizovaného PCL v procentech po plisobeni lipazy 8U/ml
v PBS pH 7,4 o objemu 1,5 ml po inkubaci v 37°C, viz Tab.: 3. Nasledn¢ jsou data
vlozena do grafu, viz Graf 1. Z tabulky 3 je zfejmé, Ze nesterilizované PCL se po 2
dnech v PBS pH 7.4 pii ptusobeni lipazy rozlozilo tplné. Nékteré vzorky sterilizované
ethylenoxidem byly rozloZeny jiZ po prvnim dni, ale n¢které nebyly zcela rozloZzené ani
po tfech dnech. Zajimavym a zcela prekvapivym vysledkem bylo, Ze PCL oSetfeny y
zafenim (rGznymi ddvkami) se béhem osmi testovacich dni piasobeni lipdzy 8U/ml
v PBS pH 7,4 o objemu 1,5 ml dplné nerozloZil. Tento vysledek experimentu potvrzuje
teorii, ze pfi oSetieni PCL gama zafenim dochdzi jednozna¢né k jeho zesitovani.
Zvyseni hmotnosti nékterych vzorki mohlo byt zptisobeno ulpénim soli z pufru PBS na

jejich povrchu z diivodu jejich malé hmotnosti, ale také jejich zesitovanim a moZnym

nabobtninim.
Hmotnost
[%] 20k GY 30k GY 40k GY PCL EtO
Po 1 dni 90,48 94,12 78,58 4,11 0
Po 2 dnech 111,11 118,75 50 0 12,07
Po 3 dnech 64 62,5 100 0 14,71
Po 4 dnech 94,74 100 89,47 0 0
Po 5 dnech 100 73,68 94,74 0 0
Po 6 dnech 90 100 78,95 0 0
Po 7 dnech 100 100 75 0 0
Po 8 dnech 50 81,25 41,18 0 0

Tab. 3: Hmotnosti jednotlivych vzorkt PCL v [%] (20 kGY, 30 kGY, 40kGY, EtO a

bez sterilizace) po pusobeni lipazy 8U/ml v PBS pH 7,4 pii 37 °C

44




PCL v PBS pH 7,4 s lipazou
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Graf 1: Namérené hmotnosti vzorkt PCL (20 kGY, 30 kGY, 40kGY, EtO a bez
sterilizace) po plsobeni lipdzy 8U/ml v PBS pH 7,4 pti 37 °C; po usuSeni v termostatu

na 37 °C dokud hmotnost jednotlivych vzorkili nebyla konstantni

Snimky z elektronového mikroskopu (SEM)

Z jednotlivych testovanych vzorkil, které jsme zvaZzili po degradaci, jsme
nastithali vzorky pro elektronovou mikroskopii. Nalepili jsme je na terciky a vloZzili do
naprasovacky kovl, kde se vzorek potdhl vrstvou zlata o tloustce 7 nm. Takto
pfipravéné terciky jsme poté vloZzili do elektronového mikroskopu a pozorovali jsme

zmény nanovlakenné struktury.

A

Obr.: 9 A: PCL - 20 kGY v PBS s lipazou o koncentraci 8U/ml po 1 dni; B: PCL - 20

(s

kGY v PBS s lipazou o koncentraci 8U/ml po 8 dnech, zvétSeni 10000x, métitko 10 um
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Obr.: 10 A: PCL - 30 kGY v PBS s lipazou o koncentraci 8U/ml po 1 dni, B: po 8

Vs

dnech, zvétsSeni 10000x, métitko 10 um

Obr.: 11 A: PCL - 40 kGY v PBS s lipdzou o koncentraci 8U/ml po 1 dni, B: po 8

(s

dnech, zvétSeni 10000x, méfitko 10 um

Obr.:12 A: PCL - EtO v PBS po 4 dnech, B: PCL - EtO v PBS po 4 dnech s lipdzou o

v

koncentraci 8U/ml, zvétSeni 10000x, métitko 10 um
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Na obrazcich 11, 12, 13 a 14 z elektronového mikroskopu mizeme pozorovat,
Ze u polykaprolaktanu sterilizovaného gama zafenim riznymi ddvkami nedochdzi
v prubéhu testovani k Zddnym viditelnym zméndm. U polykaprolaktonu sterilizovaného
ethylenoxidem dochédzelo postupné k degradaci, viz Obr. 12, kde 12 A je negativni
kontrola PCL - EtO v PBS po 4 dnech a 12 B je PCL - EtO v PBS slipdzou o
koncentraci 8U/ml. Na obrazku miZzeme ale pozorovat i zmény nanovlakenné vrstvy ke
kterym doSlo pravdépodobné uz b&hem sterilizace. Dals$i snimky z el. mikroskopu

(SEM) pro experimentélni ¢ast €. 1 jsou k dispozici v piiloze 2.

15. Popis experimentu:

Testovani degradace pomoci lipazy

Z ptedchoziho experimentu jsme zjistili, Ze by bylo dobré zvysit hmotnost jednotlivych
vzorkl. V programu NIS Elements AR 4.30.00 jsme zméfili tlouStku vldken a pordzitu
kazdého materidlu na néckolika snimcich z elektronového mikroskopu. NiZe jsou

vypracované charakteristiky materidla a postup jejich degradace.

Priprava vzorku pro testovani degradace

Nejdrive jsme nastiihali vzorky o velikosti 5 x 3 cm o hmotnosti pfesné asi 50
mg. Jednotlivé vzorky jsme zvézili na analytickych vahach, zaznamenali jejich
hmotnost do tabulky a vlozili do zkumavek o objemu 15 ml. Pro kazdy materidl jsme
piipravili 7 vzorkl, pro sedm testovacich dni a dvé negativni kontroly (pro prvni a

posledni den testovani). Déle jsme pfipravili mnoZstvi pufru PBS pH 7.4 podle potieby.

Charakteristika jednotlivych materiali a jejich degradace

a) Polykaprolakton (PCL)

Byl zde pouzit nanovldkenny materidl PCL (polymer od firmy Sigma Aldrich o
mol. hmotnosti 45 tis.), vyrobeny na Nanospideru NS 1WS500U od firmy Elmarco,
rozpous$tédlo chloroform, etanol v poméru 9:1 pfi odtahu 15 mm/min.; 16% podil

polymeru.
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V programu NIS Elements AR 4.30.00 jsme zméfili tloustku 100 vldken

jednotlivych materidli na nékolika smimcich.

Charakteristika Polykaprolaktonu PCL:

Pribéh méteni tloustky vldken Ize vidét na Obr. 13 Méfeni tloustky vldken
v programu NIS Elements. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v piiloze 3 i s jejich
roztfidénim do jednotlivych tfid a souhrnou charakteristikou. Déle z téchto dat je
vytvofen histogram priméru vldken testovaného PCL [nm], viz Histogram 1.
Z histogramu 1 je zfejmé, Ze se nejvice vldken vyskytuje v rozmezi 150 — 300 [nm].
V programu NIS Elements AR 4.30.00 byla zméfena primérnd plocha péru (3,6626
um? + 6,7 um?) a plosna porézita y = 0,18, kde y = Sp/Sc. Sp je soucet ploch p6rt a Sc
je celkovd plocha. Primérnou tloustku PCL nanovldken jsme stanovili pomoci

programu NIS Elements AR 4.30.00 na hodnotu (895,58 + 1374,02) nm.

SEMHV:300kV  SEM MAG: 487 kx VEGA3 TESCANJl SEM HV:30.0kV | SEM MAG: 5.00 kx 7 | VEGA3 TESCAN
WD: 16.42 mm Det: SE 10 pm WD: 16.44 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.7 pm  Date(m/d/y): 03/31/15 FT TUL Liberec View field: §5.4 ym  Date(m/dly): 03/31/15 FT TUL Liberec

Obr. 13: A, B: Méfeni tloustky vldken PCL v programu NIS Elements
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Histogram 1: Histogram priiméru vldken testovaného PCL [nm]

Testovani degradace PCL 10 U/ml :

Na vySe popsaném a charakterizovaném nanovldkenném materidlu PCL jsme
testovali degradaci lipdzou Pseudomonas cepacia o zvolené koncentraci 10U/ml a
1U/ml. K dispozici jsme méli lipazu (Sigma Aldrich 62309 = 30U/mg). Vzorky
nastithaného nanovldkenného materidlu byly o hmotnosti pfesné asi 50 mg a o velikosti
5 x 3 cm. Do kazdé zkumavky s patiicnym vzorkem jsme pipetovali 5 ml PBS (pH 7,4)
s ptisluSnou koncentraci lipazy (10 U/ml) a 5 ml PBS (pH 7,4) pro negativni kontroly.
Poté jsme vzorky vlozili do termostatu na 37 °C. Kazdy den (po 24 hodinidch) jsme
vyjmuli od kazdého materidlu 1 vzorek z PBS s lipazou a negativni kontroly po 1. a
poslednim testovacim dni. VSechny vyjmuté vzorky jsme proplachli destilovanou
vodou, vlozili do jednotlivych jamek desticky vylozené parafilmem a nechali usnout
v termostatu pfi 37°C. U vSech ostatnich zkumavek jsme vymeénili roztok PBS s lipazou
a opét nechali inkubovat v termostatu pii 37 °C. V tabulce 4 jsou zaznamenany
pramérné hodnoty jednotlivych vzorka pied a po inkubaci v PBS pH 7,4 nebo v PBS
pH 7,4 slipazou (10 U/ml), konkrétni naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulkach

v ptiloze 4. V tabulce 5 je uvedena hmotnost v [%] po pisobeni lipdzy 10 U/ml a
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zpracovand do grafu, viz Graf 2: Hmotnost PCL [%] po pisobeni lipdzy Pseudom.

sepacia.
I;f{ggt;gnglzg;n"éggl;; Hmotnosti PCL \;Zl(())II'}(/llln 11))0 pusobeni lipazy
(10U/ml)
Vzorek Priamérna hmotnost [g] Pramérna hmotnost [g]

1 0,05558 po 1 dni 0,03606
2 0,05164 po 2 dnech 0,01724
3 0,05078 Po 3 dnech 0,00248
4 0,04896 Po 4 dnech 0
5 0,05754 Po 5 dnech 0
6 0,05684 Po 6 dnech 0
7 0,04288 Po 7 dnech 0

NC1 0,05482 po 1 dni 0,0555

NC2 0,0541 po 4 dnech 0,05406

Tab.: 4 Primérné hodnoty jednotlivych vzorkl pied a po inkubaci v PBS pH 7,4 (NC)
nebo v PBS pH 7,4 s lipazou (10 U/ml), kde NC= negativni kontrola

Hmotnost
[%] PCL NC

Po 1 dni 64,38 101,24
Po 2 dnech | 33,38
Po 3 dnech 4,88

Po 4 dnech 0 99,92
Po 5 dnech 0
Po 6 dnech 0
Po 7 dnech 0

Tab. 5: Naméfené hmotnosti PCL [%] po ptisobeni lipdzy Pseudomonas cepacia o
koncentraci 10U/ml v 5 ml pufru PBS, NC= negativni kontrola, tj.: namé&fené hmotnosti

PCL [%] po ptisobeni 5 ml pufru PBS
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Degradace PCL (10 U/ml)
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Graf 2: Hmotnost PCL [%] po ptisobeni lipdzy Pseudomonas cepacia o koncentraci

10U/ml v 5 ml pufru PBS, NC = negativni kontrola

Piisobenim lipdzy Pseudomonas cepacia o koncentraci 10U/ml, kde v kazdém
vzorku bylo 5 ml PBS s touto zvolenou koncentraci enzymu je mozZné fici, Ze na tomto
materidlu probihala degradace relativné rychle. Po 4 dnech enzymatické degradace se

testovany materidl PCL zcela rozlozil.
Elektronova mikroskopie (SEM)

Vzorky pro elektronovou mikroskopii SEM byly pfipraveny podobnym
zpusobem jako u ptfedchoziho experimentu. Vzorky byly nastithdny, nalepeny na
terciky a nazlaceny 7 nm tenkou vrstvou zlata. Z pribéhu degradace je moZzné vidét na
nasledujicich obrdzcich snimky z elektronového mikroskopu. Na obr. 14 je mozné

pozorovat zleva doprava jak se polykaprolakton postupné rozkladal.

View m  Date{mi 3015 FTTUL Liberec B R

Obr.14 : Degradace PCL, A: po 1 dni, B: po 2 dnech a C: po 3 dnech v lipdze

Pseudomonas cepacia o koncentracilO U/ml v pufru PBS 5 ml, zvétSeni 5000x, métitko

10 um
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Obr.15 : Negativni kontrola pro degradaci PCL 10U/ml, A: po 1 dni a B: po 4 dnech

Vs

v 5ml pufru PBS, zvétSeni 5000x, méfitko 10 pm

Testovani degradace PCL 1 U/ml :

Stejnym zpiisobem jako pfedchozi testovani degradace PCL 10 U/ml probihalo
testovani PCL s 1 U/ml. Do kazdé zkumavky o objemu 15 ml se vlozil vzorek a
napipetovalo se k nému 5 ml PBS o koncentraci 1 U/ml lipdzy Pseudomonas cepacia,
pro negativni kontrolu pouze 5 ml pufru PBS. Dalsi postup byl stejny. Nésleduje
tabulka 6 s nam¢fenymi hodnotami PCL pfed testovdnim a po testovdni degradace.
Z téchto dat je zpracovand tabulka 7 s naméfenymi hmotnostmi po degradaci v [%].
Dile s tim souvisi graf 3: Hmotnost PCL [%] po plsobeni lipdzy Pseudomonas cepacia
o koncentraci 1U/ml v5 ml pufru PBS, kde je moZné pozorovat jaky vliv md
koncentrace enzymu v pufru PBS na tento materidl. Behem 14 testovacich dni klesala
hmotnost jednotlivych vzorkli téméf linedrné a zastavila se na 31%. Aby se
nanovldkenny materidl PCL zcela rozlozil, musel by se experiment naplanovat na delsi
dobu nebo zvolit vyssi koncentraci lipazy. K dplnému rozloZeni nanovldkenné vrstvy
béhem 14 dni pfi koncentraci 1U/ml nedoslo. O to postupnéjs$i a pomalejsi degradace
probihala, pravé tento jev lze sledovat na obrdzcich 16, 17 a 18 =z elektronové

mikroskopie SEM.
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Hmotnosti PCL vzorkii pred Hmotnosti PCL vzorkiu po pisobeni
pusobenim lipazy 1U/ml lipazy 1U/ml
Vzorek Primérna hmotnost [g] Priamérna hmotnost [g]
1 0,05736 po 2 dnech 0,05338
2 0,05736 po 4 dnech 0,04802
3 0,05274 Po 6 dnech 0,03736
4 0,05732 Po 8 dnech 0,03726
5 0,05682 Po 10 dnech 0,03342
6 0,05626 Po 12 dnech 0,03244
7 0,0553 Po 14 dnech 0,01728
NC1 0,0547 po 2 dnech 0,05456
NC2 0,04716 po 14 dnech 0,04694

Tab. 6: Primérné hodnoty jednotlivych vzorkl pred a po inkubaci v PBS pH 7,4 (NC)
nebo v PBS pH 7.4 s lipdzou (1 U/ml), kde NC= negativni kontrola

Degradace PCL (1U/ml)

120

100 . =
80 i v

60 4404

9PCL

40 4 ENC

20

Hmotnost [ %]

Pocet dni

Graf 3: Hmotnost PCL [%] po plisobeni lipdzy Pseudomonas cepacia o koncentraci

1U/ml v 5 ml pufru PBS, NC = negativni kontrola
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Hmotnost
[%] PCL NC

po 2 dnech 93,06 99,74
po 4 dnech 83,72
Po 6 dnech 70,84
Po 8 dnech 65

Po 10 dnech | 58,82
Po 12 dnech 57,66
Po 14 dnech 31,24 99,53

Tab.7: Naméfené hmotnosti PCL [%] po plisobeni lipdzy Pseudomonas cepacia o

koncentraci 1U/ml v 5 ml pufru PBS, NC= negativni kontrola, tj.: namétené hmotnosti

PCL [%] po ptsobeni 5 ml pufru PBS

i SEMHV:30.0kV | SEM MAGi4gEkx || | ~ VEGA3 TESCAN|
10 um Det: SE WD: 16.51 mm Det: SE

View feld: 55.5 m _ Date(micly): 03/30/15 FTTUL Liberec e 4um _ Date(midly): 03/31/15 FTTUL Liberec View fied: 85.6 ym _ Date(midly): 03,3115 FT TUL Liberee

Obr.16 : Nanovldkenny materidl PCL po plsobeni lipizy Pseudomonas cepacia o
koncentraci 1U/ml v 5 ml pufru PBS, A: po 2 dnech, B: po 4 dnech a C: po 6 dnech,

s

zvétSeni 5000x, métitko 10 pm

SEMHV: 300KV | SEM MAG: .00 ke N vecas Tescanfl] SEMHV:300kv | SEM MAG: 498 kx VEGA3 TESCAN
WO: 18.11 mm Det: SE 10 pm WD: 1820 mm Det: SE 10 pm
View field: §6.4 um | Date(m/diy): 04/02115 FT TUL Liberec View field: 66.6 ym | Date(m/diy): 04/02115 FT TUL Liberec

Obr.17: Nanovldkenny materidl PCL po ptisobeni lipdzy Pseudomonas cepacia o
koncentraci 1U/ml v 5 ml pufru PBS, A: po 8 dnech, B: po 10 dnech a C: po 12 dnech,

v

zvétSeni 5000x, méfitko 10 um
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Obr. 18: A: degradace PCL po 14 dnech 1U/ml, B: negativni kontrola PCL v 5 ml PBS

pro 1 U/ml po 2 dnech a C: negativni kontrola po 14 dnech; zvétSeni 5000x, méfitko

10um
b) Kopolymer kyseliny polymlééné a polykaprolaktonu (PLC)

Dalsi nanovldkenny materidl, u kterého jsme testovali jeho degradaci pouZitim
lipdzy Pseudomonas sepacia, byl kopolymer kyseliny polymlécné a polykaprolaktonu
(PLC) od firmy Purac. Oznaceni vyrobku: PURASORB; v poméru PLA:PCL; 70:30
o mol. hmotnosti 90 tis.. K dispozici byla vlidkenna vrstva z tohoto polymeru vyrobend
na Nanospideru NS 1WS500U od firmy Elmarco (rozpoustédlo: chloroform, etanol a

kyselina octova v poméru 8:1:1), 10% podil polymeru.

V programu NIS Elements AR 4.30.00 jsme zmé&fili tloustku vldken na
nckolika smimcich z elektronového mikroskopu. Jejich hodnoty jsou uvedeny v ptiloze
6 1 s jejich rozdélenim do jednotlivych tiid. S jejich rozdélenim souvisi histogram 2, kde
muZeme pozorovat, Ze nejvice vldken md primér mezi 300 a 400 nm. Primérnou
plochu péru jsme naméfili pomoci funkce prahovédni v tomto programu, kterd ¢inila
(4,7155 + 8,8) um? a plosnou pordzitu y = 0,37, y = Sp/Sc, kde Sp je soucet ploch p6rt
a Sc je plocha celkova. Primér PLC vldken jsme naméfili (593,88 + 329,1) nm, dalsi
statistickd charakteristika je uvedena v pfiloze 6. Pribéh méteni priméra vldken PLC je

vidét na obr. 19.
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View field: 55.1 yum  Date(m/dly): 03/31/15 FT TUL Liberec View field: 55.8 ym  Date(m/dly): 03/31/15 FT TUL Liberec

Obr.19: A,B: Snimky z elektronového mikroskopu pii méfeni prumérii vladken PLC

s

v NIS Elements, méfitko 10 pm
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Histogram 2: namétenych priméra vldken PLC [nm]

Testovani degradace PLC

U charakterizovaného a popsaného nanovldkenného materidlu PLC jsme

testovali enzymatickou degradaci lipdzou Pseudomonas cepacia o zvolené koncentraci 5

U/ml a 1 U/ml. Tyto dvé koncentrace jsme zvolili z divodu pfedchozi zkuSenosti
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s testovanim enzymatické degradace materidlu PCL, kdy béhem testovani koncentrace
10 U/ml doslo relativné rychle k jeho degradaci. Pouzili jsme stejnou lipdzu (Sigma
Aldrich 62309 > 30U/mg), aby piipadné vysledky byly porovnatelné. Vzorky
nastiihaného nanovldkenného materidlu byly o hmotnosti piesn¢ asi 50 mg a o velikosti

5x3cm.

Testovani degradace PLC 1U/ml :

Postup testovani enzymatické degradace PLC byl shodny s postupem testovani
enzymatické degradace PCL s 1 U/ml. Priimérné hmotnosti PLC vzorkl jsou
pied a po piisobeni lipdzy 1 U/ml v 5 ml PBS pH 7,4 zaznamenény v tabulce 8.
Konkrétni naméfené hmotnosti PLC vzorki a jejich primérnd hodnota pied a po
testovani enzymatické degradace o koncentraci 1 U/ml jsou uvedeny v piiloze 7.
Diéle jsou tyto hodnoty zpracovany v tab. 9, kde je uvedena jejich hmotnost v

[%] po pusobeni lipazy 1 U/ml a v grafu 4: Degradace PLC, ktery nésleduje

tabulku 9.
:F?(;)Lnﬁzzc;)eprlfn:lfi(:) ;kzl; Hmotnosti PLC vzork( po pusobeni
10/ml lipazy 1U/ml
Vzorek Primér [g] Primeér [g]
1 0,06138 po 2 dnech 0,06186
2 0,04514 po 4 dnech 0,04498
3 0,05746 Po 7 dnech 0,05694
4 0,0631 Po 8 dnech 0,06284
NC1 0,0599 po 2 dnech 0,05974
NC2 0,04556 po 8 dnech 0,04568

Tab. 8 Hmotnosti PLC vzorkt pted a po ptsobeni lipdzy 1U/ml v 5 ml PBS pH 7,4
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Hmotnost [%] PLC NC
po 2 dnech 100,78 | 99,73
po 4 dnech 99,65
po 7 dnech 99,09
Po 8 dnech 99,59 | 100,26

Tab.: 9 hmotnost PLC v [%] po plsobeni lipazy 1 U/ml

Degradace PLC lipazou- 1U/ml
120
— 100 - 4 =
S 80
Z
= 0 $PLC
E Y ENC
== 20 =
0
0 2 4 6 8 10
Pocet dni

Graf 4: Degradace PLC lipdzou Pseudomonas cepacia 1U/ml v 5 ml PBS piti 37°C

Testovani degradace PLC 5 U/ml :

I tento postup byl shodny s predeSlymi, pouze koncentrace se v tomto
piipadé¢ liSila. V piiloze 8 jsou naméfené hmotnosti vzorkli pfed testovanim a
namétfené hmotnosti po inkubaci vzorkti v 5 ml PBS pH 7,4 o dané koncentraci
5 U/ml lipazy Pseud. cepacia. Tab.: 10 uddva hmotnost PLC v [%] po inkubaci
vzorkii v PBS pH 7,4 nebo v PBS pH 7.4 s lipazou Pseud. cepacia 5 U/ml. Daéle
jsou hodnoty vyneseny do grafu 5: Degradace PLC lipdzou Pseud. cepacia 5
U/ml v 5 ml PBS pH 7.4.
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Hmotnost [%] PLC NC

po 1 dni 99,42 99,89

po 2 dnech 99,69

po 3 dnech 98,79

po 4 dnech 100,17

po 7 dnech 98,7

Po 8 dnech 97,97

po 9 dnech 98,43 99,09

Tab.: 10 Hmotnost PLC vzorkl v [%] po inkubaci v PBS pH 7,4 nebo v PBS pH 7,4

s lipazou Pseud. cepacia 5 U/ml

Degradace PLC lipazou 5U/ml
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Graf 5: Degradace PLC lipazou Pseud. cepacia 5 U/ml v 5 ml PBS pfi 37 °C; NC =

negativni kontrola, pouze v 5 ml PBS

Vyhodnoceni:

Z grafti Degradace PLC lipdzou Pseudomonas cepacia o koncentraci 1 U/ml a
5 U/ml v 5 ml PBS pfi 37°C je ziejmé, Ze na tento materidl lipdza Pseudomonas cepacia
nema vliv. Z tohoto diivodu jsme v dalsi ¢asti testovali vlakenné materidly PCL, PLLA
a PLC proteinazou K (viz Kapitola 16.). Snimky z elektronového mikroskopu pro

testovani PLC 1U/ml a 5U/ml v 5 ml PBS pH 7,4 jsou v ptiloze 12.
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¢) Poly-L-latktid (PLLA)

Déle je uvedena dalSi charakteristika vldkenného materidlu PLLA o
molekulové hmotnosti 46 tisic, 12 % podilu polymeru, ktery byl k dispozici
na testovani degradace. Vyroben byl na Nanospideru NS 1WS500U od
firmy Elmarco. V programu NIS Elements AR 4.30.00 jsme stanovili
praumérnou plochu péru na hodnotu (4,3856pum? + 9,67um?), tloustku vlaken
na (1140,59 + 907,56) nm a ploSnou pordzitu pomoci vzorce y = Sp/Sc, kde
Sp je soucet ploch pért a Sc je plocha celkova, y = 0,27. V piiloze 9 jsou
naméfené hodnoty se statistickou analyzou PLLA a rozdé€leni naméfenych

hodnot do jednotlivych tfid, které souvisi s histogramem 3.

Histogram

frequency
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llln.
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-100 1900 3900 5900 7900
PLLA [nm]

Histogram 3: Histogram namétenych praméra vldken PLLA [nm]

15.3 Testovani PLLA, PLC a PCL lipazou Pseudomonas cepacia o
koncentraci 50 U/ml

Z ptedchoziho testovani vldkenného materidlu PLC pomoci lipazy
Pseudomonas cepacia o koncentraci 1 U/ml a 5 U/ml, kdy jsme zjistili, Ze tento enzym
na materidl PLC nemd vliv, jsme se rozhodli vyzkouset jeSt¢ mnohondsobné vyssi
koncentraci lipdzy Pseudomonas cepacia, a to 50 U/ml. Touto koncentraci jsme

testovali jak PLC, tak PLLA 1 PCL. Zkumavky byly opét o objemu 15 ml, kam se

60



pipetovalo 5 ml PBS s koncentraci 50 U/ml lipazy Pseud. cepacia. Vzorky byly
inkubovény v termostatu pii 37 °C, poté vyjmuty, oplachnuty destilovanou vodou a
vloZzeny do desticky vyloZené parafinem. Tab. 11 obsahuje primérné namétrené
hmotnosti PLLA, PCL a PLC vzorkli [g] pfed plsobenim a po plsobeni lipazy
Pseudomonas cepacia o koncentraci 50 U/ml v 5 ml pufru PBS pH 7.,4. V Tab. 12 jsou
hmotnosti vzorkit PLLA, PLC a PCL v [%] po pusobeni lipdzy Pseudomonas cepacia o
koncentraci 50 U/ml v 5 ml pufru PBS pH 7,4. S Tab. 12 souvisi graf ¢. 6 a v ptiloze 10

jsou uvedeny tabulky s konkrétnimi naméfenymi hodnotami.

Hmotnosti PLLA, PCL | stnosti PLLA, PCL a PLC
a PLC vzorku pred o o frs
o f e vzorkl po plisobeni lipazy 50
ptisobenim lipazy 50 u/ml
u/ml
Vzorek | Hmotnost [g] Prameér [g] Prameér [g]
PLLA 1 po 1 dni 0,061866667 0,06196
PLLA 2 po 2 dnech 0,053266667 0,0538
PLLA 3 po 3 dnech 0,062433333 0,06358
PCL1 po 1 dni 0,044233333 0,00052
PLC 2 po 2 dnech 0,041033333 0
PCL3 po 3 dnech 0,038633333 0
PLC1 po 1 dni 0,055933333 0,05504
PLC 2 po 2 dnech 0,072433333 0,0709
PLC 3 po 3 dnech 0,0648 0,06306

Tab.: 11 Primérné naméfené hmotnosti PLLA, PCL a PLC vzorki [g] pfed pisobenim

a po pusobeni lipazy Pseudomonas cepacia o koncentraci 50 U/ml v 5 ml pufru PBS pH

7.4
Hmotnost [% ] PCL PLC PLLA
po 1 dni 1,18 98,4 100,15
po 2 dnech 0 97,88 101
po 3 dnech 0 97,3 101,84

Tab.:12 Hmotnost nanovldkennych vrstev PCL, PLC a PLLA [%] po
pusobenti lipazy Pseudomonas cepacia o koncentraci 50 U/ml v 5 ml pufru

PBS pH 7,4
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Predchozi hodnoty jsou zpracovany do grafu 6: Degradace PCL, PLC a PLLA

v 5 ml PBS s lipdzou Pseudomonas cepacia o koncentraci 50 U/ml.

Degradace PCL, PLC a PLLA (50U/ml)
lipazou z Pseudomonas cepacia
120
100 ] & &
£ g0
2
S 60 #PCL
E 40 EPLC
20 PLLA
0 * . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Pocet dni

Graf 6: Degradace PCL, PLC a PLLA v 5 ml PBS s lipdzou Pseudomonas cepacia o

koncentraci 50 U/ml

15.3.1 Vyhodnoceni:

Z testovani degradace lipazou z Pseudomonas cepacia o relativné vysoké
koncentraci 50 U/ml, jsme zjistili, Ze testované vldkenné materidly PLC a PLLA
nezmeénily ani po tak vysoké koncentraci svou pivodni hmotnost. Z tohoto testovani 1ze
usuzovat, ze na tyto materidly lipdza Pseudomonas cepacia neptisobi. Snimky
z elektronového mikroskopu pro PLLA a PLC po ptisobeni lipazy 50 U/ml jsou
k dispozici v ptiloze 13. Polykaprolaktonu zbylo po 1 dni kolem 1% ptivodni hmotnosti

a po 2 dnech se rozlozil tplné.

16. Testovani degradace PLC, PLLA a PCL Proteinazou K

JelikoZ jsme zjistili, Ze na PLC a PLLA lipaza Pseudomonas cepacia neptisobi,

rozhodli jsme se je i s Polykaprolaktonem otestovat Proteindzou K.
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Material: Vldkenné materidly, které byly pouzity pro testovani Proteindzou K,
byly stejné jako materidly pro testovani lipdzou Pseudomonas cepacia (vldkenné
materidly jsou vySe charakterizované). PouZzila se Proteindza K od firmy Sigma Aldrich
(30 U/mg). Vyznamnou roli pii degradaci hraje hmotnost vzorki, proto jsme u vsech
zvolili hmotnost pfesn¢ asi 50 mg. Vzorky jsme nastithali a vlozili do zkumavek o
objemu 15 ml. Ddle jsme si ptipravili Tris pufr pro cely experiment o pH 8. Optimalni

hodnota pH pro aktivitu Proteindzy K je osm.

Prirava Tris pufru:

pH bylo upraveno kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 8. Poté se ptidalo 0,2 g NaNs,
aby roztok obsahoval 0,02 % azidu sodného. Poté se pufr doplnil do 1000 ml.

Testovani:

Po pfedchozich zkuSenostech jsme testovali vSechny materidly (PLLA, PCL a
PLC) koncentraci Proteindzy K 5 U/ml. Do kazdé zkumavky s patficnym vzorkem jsme
pipetovali 5 ml Tris pufru s piisluSnou koncentraci proteindzy (5U/ml) a 5 ml Tris pufru
jako negativni kontrolu. Poté jsme vzorky vlozili do termostatu na 37 °C. Kazdy den
(po 24 hodinich) jsme vyjmuli od kazdého materidlu 1 vzorek =z Tris pufru
s proteindzou. Vzorky pro negativni kontrolu (pouze v Tris pufru) jsme vyjmuli pouze
na konci experimentu. Soucasti experimentu byla optimalizace postupu testovani.
Degradacni produkty jednotlivych vzorkl jsme ziskali filtrovdanim obsahu kazdé
zkumavky pfes filtracni papirek, ktery jsme si predem zvazili a vlozili do nélevky. Tyto
degradacni produkty jsme poté proplachli destilovanou vodou a vloZili je i s filtraCnim
papirkem do jednotlivych jamek destiCky vyloZenych parafilmem. Vzorky jsme nechali
usnout v termostatu pii 37°C. U vSech ostatnich zkumavek jsme vymeénili Tris pufr
s proteindzou a opét nechali inkubovat v termostatu pii 37 °C. Timto zplisobem jsme
postupné vyjmuli vSechny vzorky v pribéhu testovacitho tydne. 'V piiloze 11
jsou tabulky se zaznamenanymi naméfenymi hodnotami jednotlivych vzorkl pred
inkubaci v Tris pufru pH 8 s Proteindzou K a hmotnosti vzorkl po inkubaci v Tris pufru
s Proteindzou K o koncentraci SU/ml s hmotnosti filtra¢niho papirku i bez né¢ho, v dalsi

tabulce v pfiloze 11 je uvedena hmotnost filtr. Hmotnost vzorkti PLC, PLLA a PCL v
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[%] po degradaci, tedy po pusobeni Proteindzy K o koncentraci 5 U/ml v péti mililitrech
Tris pufru pH 8 je uvedena v tabulce 13. Dale je z téchto dat zpracovany graf z priabchu
testovani degradace PLC, PLLA a PCL v 5 ml Trisu pomoci Proteindzy K o koncentraci

5U/ml, viz Graf 7.

Hmotnost
[%] PLC NC PLC PLLA NC PLLA PCL NC PCL
po 1 dni 37,04 58,78 86,52
po 2 dnech 6,87 15,5 71,92
po 3 dnech 2,95 2,22 54,84
po 4 dnech 0,27 -0,32 44,86
po 5 dnech 100,78 99,25 100

Tab. 13: Hmotnost vzorkt PLC, PLLA a PCL [4] po degradaci v 5 ml Trisu pomoci

Proteindzy K o koncentraci 5 U/ml

Degradace PLC, PLLA a
PCLProteinazou K (5U/ml)
120
100 ﬁ
< % O O #PLC
g N YNCPLC
g a O APLLA
E 40 ‘ O :II:ICCLPLLA
20 ONC PCL
0 é A v

0 1 2 4 5 6

3
Pocet dni

Graf 7: Degradace PLC, PLLA a PCL v 5 ml Trisu pomoci Proteindzy K o koncentraci
5U/ml
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Vyhodnoceni:

U vldkenného materidlu PLLA doSlo po 4 dnech testovdni degradace
Proteindzou K o koncentraci 5 U/ml k jeho tdplnému rozlozeni, u PLC po 4 dnech zbylo
hmotnostné nepatrné mnozstvi degradac¢nich produktii a Polykaprolakton zmensil svou
hmotnost pfiblizn€ o polovinu. Na tbytek hmotnosti materidlu PCL ma vliv Proteindza
K z téchto testovanych materidli jednoznacné nejnizsi. V piiloze 14 jsou snimky
z elektronového mikroskopu, kde je mozné sledovat, Ze u materidlu PLLA dochézelo
proteindizou K k nehomogennimu nebo nestejnomérnému rozkladu. Tento jev byl

viditelny uZ pifi samotném testovani (v makro méfitku), kdy bylo vidét, Ze se na

materidlu PLLA vytvofily degradované otvory.
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Zavér

Cilem této priace bylo studium degradace vybranych nanovlikennych vrstev,
kterd souvisi shmotnostnim tubytkem nanovldkenné vrstvy béhem degradace.
DiileZitou soucasti bylo vybrat vhodnou testovaci metodu a postup testovani degradace

pritbézn¢ optimalizovat.

Nanovldkennou vrstvu ze syntetickych materidld, kterou jsme méli k dispozici
na tyto experimenty, byla vyrobena na Nanospideru NS 1WS500U od firmy Elmarco.
Takto ptfipravené nanovldkenné vrstvy pro testovani jejich degradace byly vyrobeny
z polykaprolaktonu, kyseliny polymlécné a kopolymeru kyseliny polymlécné a
polykaprolaktonu. Pro prvni testovani byla vrstva polylaprolaktonu rizné sterilizovana,

gama zafenim davkami 20, 30, 40 kGY a ethylenoxidem.

Testovani degradace vysSe charakterizovanych vrstev probéhlo na zdkladé
prostudovani odborné literatury. Nékteré z nich jsou v této praci citované. [1, 4, 7, 8,
10] Vysledek prvniho experimentu potvrzuje teorii, Ze pii oSetieni polykaprolaktonu
gama zafenim dochdzi jednoznacné k jeho zesitovdni. Zesitovani polykaprolaktonu
zfejmé& nejvice ovlivnilo jeho hoiSi enzymatickou degradaci lipdzou Pseudomonas
cepacia, v nékterych piipadech vedlo ke zvySeni hmotnosti nanovldkenné struktury
pravdépodobné¢ jeho nabobtndnim. V porovnani s nesterilnim nezesitovanym
nanovldkennym polykaprolaktonem degraduje sterilizovany polykaprolakton gama
zafenim piekvapivé pomaleji. Vysledek prvniho testovani potvrdil jiz zjisténé

skutecnosti, které jsou uvedeny v publikaci [1].

V dalsi C¢4sti testovani enzymatické degradace byla vénovdna pozornost
nesterilnimu nanovldkennému materidlu polykaprolaktonu a také jeho charakteristice.
Hmotnost testovanych vzorkl jsme zvysili pfesné asi na 50 mg, zvétsila se tedy i jejich
velikost. V tomto testovani jsme se zaméfili na optimalizaci vhodné koncentrace lipazy
Pseudomonas cepacia, zvolili jsme tedy koncentrace 10 U/ml a 1 U/ml PBS. Z vysledkt
nam vyslo, Ze 10 U/ml degraduje polykaprolakton relativné rychle a 1 U/ml zase pfili§
pomalu. Z tohoto 1ze usoudit, Ze pro dal§i experimenty na tento nanovldkenny material
1ze doporucit koncentraci 5 U/ml. Z této Casti experiment jsou k dispozici snimky

z elektronového mikroskopu, kde je zachycen pribéh enzymatické degradace.
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Na zdklad¢ ptredchozich vysledkii jsme i naddle testovali enzymatickou
degradaci pomoci lipdzy Pseudomonas cepacia. Tentokrat jsme testovali kopolymer
kyseliny polymlécné a polykaprolaktonu. Koncentraci lipazy Pseudomonas cepacia
jsme zvolili 1 U/ml a 5 U/ml. Zjistili jsme, Ze lipaza Pseudomonas cepacia
pravdépodobné nema vliv na samotnou degradaci kopolymeru PLC.

Z tohoto dlivodu jsme se rozhodli ovéfit, zda by piece jen vyssi koncentrace
lipdzy Pseudomonas cepacia nezpusobila na materidlu PLC enzymatickou degradaci. A
proto jsme zvolili koncentraci 50 U/ml, kterou jsme vyzkouSeli na vSech
charakterizovanych materidlech PLC, PLLA i PCL. Zjistili jsme, Ze testované vlakenné
materidly PLC a PLLA nezménily ani po tak vysoké koncentraci svou plvodni
hmotnost. Z tohoto lze usuzovat, Ze na tyto materidly lipdza Pseudomonas cepacia

skute¢n¢ neptisobi. Polykaprolakton se samoziejmé po dvou dnech zcela rozlozil.

Na zédvér jsme testovali degradaci PLC, PLLA a PCL Proteindzou K v Tris
pufru. Pro vSechny nanovldkenné materidly jsme zvolili koncentraci Proteindzy K 5
U/ml. U vldkenného materidlu PLLA doslo po 4 dnech testovani k jeho uplné degradaci,
PLC zbylo po 4 dnech z hlediska hmotnosti nepatrné mnoZstvi a polykaprolakton

zmensSil svou hmotnost pfibliZzné o polovinu.

Celkove by se tyto vysledky vyzkumu daly zhodnotit jako piinosné pro dalsi
pfipadné budouci experimenty. DuleZitou soucdsti pfi zpracovani této prace byla

dislednost, peclivost a trpelivost pii testovani vzorkd.

Pro préci na budoucich experimentech (testovani degradace) bych navrhovala
zpracovat vetsi pocet zkoumanych vzorkl pro kazdy den, a to z divodu, aby bylo
mozné tato data statisticky zpracovat. Bylo by také piinosné testovat dal$i materidly,
hlavné kopolymery v riznych pomérech a v delSim nepfetrzitém c¢asovém useku (vice
kalendarnich dnil). Dédle bych doporucila se zaméfit na riizné sterilizované vldkenné

materidly, jelikoZ sterilizace je potieba pro jejich cilené vyuziti v 1ékarstvi.
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Priloha 1

PCL- 30 kGy v PBS pH 7.4 s lipdzou 8U/ml

Vzorek €.

1

2

3

4

5

6

Hmotnost [g]

0,0017

0,0016

0,0016

0,0016

0,0019

0,002

0,0014

0,0016

Po 1 dni

0,0016

Po 2 dnech

0,0019

Po 3 dnech

0,001

Po 4 dnech

0,0016

Po 5 dnech

0,0014

Po 6 dnech

0,002

Po 7 dnech

0,0014

Po 8 dnech

0,0013

Tabulka: Naméfené hmotnosti jednotlivych vzorkti PCL 30 kGY pfed a po ptasobeni pufru
PBS pH 7.4 s lipazou [g]

PCL- 30 kGy v PBS pH 7,4 (NC)

Vzorek €.

2

3

4

5

Hmotnost [g]

0,0019

0,0017

0,0015

0,0013

0,0015

0,0012

0,0019

0,0011

Po 1 dni

0,0011

Po 2 dnech

0,0016

Po 3 dnech

0,0008

Po 4 dnech

0,0014

Po 5 dnech

0,0014

Po 6 dnech

0,0012

Po 7 dnech

0,0009

Po 8 dnech

0,0007

Tabulka: Namétené hmotnosti jednotlivych vzorkd PCL 30 kGY pted a po ptisobeni pufru
PBS pH 7.4 [g]
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PCL- 40 kGy v PBS pH 7.4 s lipdzou 8U/ml

Vzorek C.

1

2

3

4

5

6

Hmotnost [g]

0,0014

0,0016

0,0013

0,0019

0,0019

0,0019

0,0016

0,0017

Po 1 dni

0,0011

Po 2 dnech

0,0008

Po 3 dnech

0,0013

Po 4 dnech

0,0017

Po 5 dnech

0,0018

Po 6 dnech

0,0015

Po 7 dnech

0,0012

Po 8 dnech

0,0007

Tabulka: Namétené hmotnosti jednotlivych vzorkti PCL 40 kGY pfed a po ptsobeni pufru
PBS pH 7.4 s lipazou [g]

PCL- 40 kGy v PBS pH 7,4 (NC)

Vzorek €.

2

3

4

5

Hmotnost [g]

0,0014

0,0019

0,0024

0,0021

0,002

0,0022

0,0022

0,0012

Po 1 dni

0,0008

Po 2 dnech

0,0017

Po 3 dnech

0,0011

Po 4 dnech

0,0021

Po 5 dnech

0,0019

Po 6 dnech

0,0019

Po 7 dnech

0,0016

Po 8 dnech

0,0006

Tabulka: Namétené hmotnosti jednotlivych vzorkid PCL 40 kGY pted a po piisobeni
pufru PBS/ PBS s lipazou [g]

72




PCL- ethylenoxid v PBS pH 7,4 s lipazou 8U/ml

Vzorek €.

1

2

3

4

5

6

Hmotnost [g]

0,0061

0,0058

0,0068

0,0065

0,0062

0,0064

0,006

0,0066

Po 1 dni

0

Po 2 dnech

0,0007

Po 3 dnech

0,001

Po 4 dnech

Po 5 dnech

Po 6 dnech

Po 7 dnech

Po 8 dnech

Tabulka: Naméfené hmotnosti jednotlivych vzorki PCL - ethylenoxid pted a po ptisobeni

pufru PBS pH 7,4 s lipdzou [g]

PCL- ethylenoxid v PBS pH 7,4 (NC)

Vzorek C.

2

3

4

5

6

Hmotnost [g]

0,0067

0,0068

0,0066

0,0068

0,0066

0,0064

0,0073

0,0067

Po 1 dni

0,0067

Po 2 dnech

0,0072

Po 3 dnech

0,0066

Po 4 dnech

0,0075

Po 5 dnech

0,0063

Po 6 dnech

0,0064

Po 7 dnech

0,0072

Po 8 dnech

0,0066

Tabulka: Naméfené hmotnosti jednotlivych vzorki PCL - ethylenoxid pfed a po ptisobeni

pufru PBS pH 7.4 [g]
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PCL bez sterilizace v PBS pH 7,4 s lipazou 8U/m

Vzorek C. 1 2 3 4 5 6 7 8

Hmotnost [g] | 0,0073 | 0,0068 | 0,007 | 0,0067 | 0,0058 | 0,0068 | 0,0059 | 0,0069

Po 1 dni 0,0003

Po 2 dnech 0

Po 3 dnech 0

Po 4 dnech 0

Po 5 dnech 0

Po 6 dnech 0

Po 7 dnech 0

Po 8 dnech 0

Tabulka: Namétené hmotnosti jednotlivych vzorki PCL pted a po plisobeni pufru PBS pH
7,4 s lipazou [g]

PCL bez sterilizace v PBS pH 7.4 (NC)

Vzorek ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8

Hmotnost [g] | 0,0069 | 0,0069 | 0,0061 | 0,0068 | 0,0062 | 0,0066 | 0,0066 | 0,0062

Po 1 dni 0,0068

Po 2 dnech 0,0066

Po 3 dnech 0,0058

Po 4 dnech 0,0068

Po 5 dnech 0,0062

Po 6 dnech 0,0065

Po 7 dnech 0,0066

Po 8 dnech 0,0064

Tabulka: Namétené hmotnosti jednotlivych vzorki PCL pfed a po ptsobeni pufru PBS
pH 7.4 [g]
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Priloha 2

18

Obr.: Vlevo PCL 20 kGY s lipdzou Pseudomonas cepacia o koncentraci 8U/ml v 1,5 ml
PBS po 1 dni, zvétSeni 3000x, métitko 40 um, vpravo negativni kontrola PCL 20 kGY
v 1,5 ml PBS po 1 dni, méfitko 10 pm, zvétSeni 10000x

Obr.: Vlevo PCL 30 kGY s lipdzou Pseudomonas cepacia o koncentraci 8U/ml v 1,5 ml
PBS po 1 dni, zvétSeni 5000x, métitko 20 um, vpravo negativni kontrola PCL 30 kGY
v 1,5 ml PBS po 1 dni, méfitko 40 pm, zvétSeni 3000x
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Obr.: Vlevo PCL 40 kGY s lipazou Pseudomonas cepacia o koncentraci 8U/ml v 1,5 ml
PBS po 1 dni, zvétSeni 5000x, métitko 20 um, vpravo negativni kontrola PCL 40 kGY
v 1,5 ml PBS po 1 dni, méfitko 20 pm, zvétSeni S000x

Obr.: Vlevo PCL 20 kGY s lipdzou Pseudomonas cepacia o koncentraci 8U/ml v 1,5 ml
PBS po 8 dnech, zvétseni 5000x, méfitko 20 um, vpravo negativni kontrola PCL 20
kGY v 1,5 ml PBS po 8 dnech, métitko 20 um, zvétSeni S000x
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Obr.: Vlevo PCL 30 kGY s lipazou Pseudomonas cepacia o koncentraci 8U/ml v 1,5 ml

PBS po 8 dnech, zvétseni 5000x, méfitko 20 um, vpravo negativni kontrola PCL 30
kGY v 1,5 ml PBS po 8 dnech, métitko 20 um, zvétSeni S000x

Obr.: Vlevo PCL 40 kGY s lipazou Pseudomonas cepacia o koncentraci 8U/ml v 1,5 ml
PBS po 8 dnech, zvétseni 10000x, métitko 10 um, vpravo negativni kontrola PCL 40
kGY v 1,5 ml PBS po 8 dnech, métitko 20 um, zvétSeni 5000x
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Priloha 3

6509,22 | 226,39| 148,49| 137,47| 349,36| 221,28 | 1152,83| 3164,07| 111,35| 443,15
408,03 | 120,75| 343,52| 556,72| 159,08| 225,66| 188,06| 3386,96| 1865,87| 136,63
501,69 160,58 | 309,36| 206,53| 196,73 197,92| 322,19| 258,06| 645,17 242,63
155,51 301,49| 123,52|2170,35| 435,47| 125,23|3067,74| 309,78| 2215,17| 290,07
188,15 2215,25| 1703,86| 265,95| 158,82 90,55 2896,72| 319,14| 240,44| 363,26
365,04 | 165,53| 364,35 904,18 | 371,07 137,47 3732 | 6500,73 184,4] 182,36

3204,31| 235,11| 59592 354,71| 2727,8|4176,24| 325,03 243,01| 198,62| 262,98

288,5| 500,38 186,97 140,62| 122,85 212,42| 166,02| 122,96| 175,24 | 2583,04
219,06 122,96| 206,53 | 165,72|2138,03| 55291| 168,74 137,85| 369,51| 162,12
219,03 | 145,81 2483,19 113,7| 2185,44| 178,76| 4531,34| 241,69 4724,88| 229,03

Tab. Namétené hodnoty priméru PCL vldken [nm]; n=100

Pocet priméra vldken 100

Primér 895,584

Smérodatna odchylka 1374,02

Variacni koeficient 153,421%

Minimum 90,55

Maximum 6509,22

Tabulka: Statistickd analyza PCL [nm]
Spodni Horni Relativni Kumulativni Kum. Rel.
Trida |Hranice Hranice |Stred Cetnost Cetnost Cetnost Cetnost
v nebo pod -399 0 0,0000 0 0,0000

1 -399 -265,0 -332,5 0 0,0000 0 0,0000
2 -264 -130,0 -197,5 0 0,0000 0 0,0000
3 -129 5,0 -62,5 0 0,0000 0 0,0000
4 5 140,0 72,5 13 0,1300 13 0,1300
5 140 275,0 207,5 39 0,3900 52 0,5200
6 275 410,0 3425 17 0,1700 69 0,6900
7 410 545,0 477,5 4 0,0400 73 0,7300
8 545 680,0 612,5 4 0,0400 77 0,7700
9 680 815,0 747.5 0 0,0000 77 0,7700
10 815 950,0 882,5 1 0,0100 78 0,7800
11 950 1085,0 1017,5 0 0,0000 78 0,7800
12 1085 1220,0 1152,5 1 0,0100 79 0,7900
13 1220 1355,0 1287,5 0 0,0000 79 0,7900
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14 1355 1490,0 1422,5 0 0,0000 79 0,7900
15 1490 1625,0 1557,5 0 0,0000 79 0,7900
16 1625 1760,0 1692,5 1 0,0100 80 0,8000
17 1760 1895,0 1827,5 1 0,0100 81 0,8100
18 1895 2030,0 1962,5 0 0,0000 81 0,8100
19 2030 2165,0 2097,5 1 0,0100 82 0,8200
20 2165 2300,0 22325 4 0,0400 86 0,8600
21 2300 2435,0 23675 0 0,0000 86 0,8600
22 2435 2570,0 2502,5 1 0,0100 87 0,8700
23 2570 2705,0 2637,5 1 0,0100 88 0,8800
24 2705 2840,0 2772,5 1 0,0100 89 0,8900
25 2840 2975,0 2907,5 1 0,0100 90 0,9000
26 2975 3110,0 3042,5 1 0,0100 91 0,9100
27 3110 3245,0 3177,5 2 0,0200 93 0,9300
28 3245 3380,0 3312,5 0 0,0000 93 0,9300
29 3380 3515,0 34475 1 0,0100 94 0,9400
30 3515 3650,0 3582,5 0 0,0000 94 0,9400
31 3650 3785,0 3717,5 1 0,0100 95 0,9500
32 3785 3920,0 3852,5 0 0,0000 95 0,9500
33 3920 4055,0 39875 0 0,0000 95 0,9500
34 4055 4190,0 4122,5 1 0,0100 96 0,9600
35 4190 4325,0 4257,5 0 0,0000 96 0,9600
36 4325 4460,0 4392,5 0 0,0000 96 0,9600
37 4460 4595,0 4527,5 1 0,0100 97 0,9700
38 4595 4730,0 4662,5 1 0,0100 98 0,9800
39 4730 4865,0 479175 0 0,0000 98 0,9800
40 4865 5000,0 4932,5 0 0,0000 98 0,9800
41 5000 5135,0 5067,5 0 0,0000 98 0,9800
42 5135 5270,0 5202,5 0 0,0000 98 0,9800
43 5270 5405,0 5337,5 0 0,0000 98 0,9800
44 5405 5540,0 5472,5 0 0,0000 98 0,9800
45 5540 5675,0 5607,5 0 0,0000 98 0,9800
46 5675 5810,0 5742,5 0 0,0000 98 0,9800
47 5810 5945,0 5877,5 0 0,0000 98 0,9800
48 5945 6080,0 6012,5 0 0,0000 98 0,9800
49 6080 6215,0 6147,5 0 0,0000 98 0,9800
50 6215 6350,0 6282,5 0 0,0000 98 0,9800
51 6350 6485,0 6417,5 0 0,0000 98 0,9800
52 6485 6620,0 6552,5 2 0,0200 100 1,0000
53 6620 6755,0 6687,5 0 0,0000 100 1,0000
54 6755 6890,0 6822,5 0 0,0000 100 1,0000
55 6890 7025,0 6957,5 0 0,0000 100 1,0000
56 7025 7160,0 7092,5 0 0,0000 100 1,0000
57 7160 7295,0 72275 0 0,0000 100 1,0000
58 7295 7430,0 7362,5 0 0,0000 100 1,0000
59 7430 7565,0 7497,5 0 0,0000 100 1,0000
60 7565 7700,0 7632,5 0 0,0000 100 1,0000

celkem 7700 0 0,0000 100 1,0000

Tab.: Rozdéleni pramért PCL do tiid
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Priloha 4

Hmotnosti PCL vzorkii pred ptisobenim lipazy (10U/ml)
Vzorek Hmotnost [g] Priimérna hmotnost [g]
1 0,0557 | 0,0556 | 0,0556 | 0,0556 | 0,0554 0,05558
2 0,0519 | 0,0514 | 0,0516 | 0,0517 | 0,0516 0,05164
3 0,0509 | 0,0508 | 0,0507 | 0,0509 | 0,0506 0,05078
4 0,049 | 0,0488 | 0,0489 | 0,0491 | 0,049 0,04896
5 0,0577 | 0,0576 | 0,0575 | 0,0573 | 0,0576 0,05754
6 0,057 | 0,0567 | 0,0566 | 0,0569 | 0,057 0,05684
7 0,043 | 0,0429 | 0,0428 | 0,0426 | 0,0431 0,04288
NC1 0,0548 | 0,0546 | 0,0548 | 0,055 | 0,0549 0,05482
NC2 | 0,0544 | 0,0545 | 0,0542 | 0,0537 | 0,0537 0,0541
Tab. Hmotnosti PCL vzorkt pfed pisobenim lipazy (10U/ml)
Hmotnosti PCL vzorkii po piisobeni lipazy (10U/ml)

Vzorek Hmotnost [g] Pramérna hmotnost [g]
1 po 1 dni 0,0365 | 0,036 | 0,0357 | 0,036 | 0,0361 0,03606
2 po 2 dnech | 0,0177 | 0,0172 | 0,0171 | 0,0168 | 0,0174 0,01724
3 Po 3 dnech | 0,0026 | 0,0024 | 0,0026 | 0,0025 | 0,0023 0,00248
4 Po 4 dnech 0 0 0 0 0 0
5 Po 5 dnech 0 0 0 0 0 0
6 Po 6 dnech 0 0 0 0 0 0
7 Po 7 dnech 0 0 0 0 0 0

NC1 po 1 dni 0,0552 | 0,0555 | 0,0554 | 0,0557 | 0,0557 0,0555
NC2 po 4 dnech | 0,0543 | 0,0541 | 0,054 | 0,0538 | 0,0541 0,05406

Tab.: Hmotnosti PCL vzorkii po ptsobeni lipazy (10U/ml)
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Priloha 5

Hmotnosti PCL vzorkii pied ptusobenim lipazy 1U/ml

Vzorek Hmotnost [g] Primérna hmotnost [g]

1 0,0574 | 0,0573 | 0,0574 | 0,0573 | 0,0574 0,05736

2 0,0574 | 0,0573 | 0,0571 | 0,0576 | 0,0574 0,05736

3 0,0531 | 0,0527 | 0,0527 | 0,0524 | 0,0528 0,05274

4 0,0573 | 0,0574 | 0,0574 | 0,0572 | 0,0573 0,05732

5 0,0568 | 0,057 0,057 | 0,0568 | 0,0565 0,05682

6 0,0564 | 0,0562 | 0,0563 | 0,0562 | 0,0562 0,05626

7 0,0555 | 0,0554 | 0,0551 | 0,0552 | 0,0553 0,0553

NC1 | 0,0548 | 0,0547 | 0,0546 | 0,0547 | 0,0547 0,0547

NC2 0,0474 | 0,0473 | 0,0471 | 0,0471 | 0,0469 0,04716

Tab.: Hmotnosti PCL vzorkt pfed pisobenim lipazy 1U/ml
Hmotnosti PCL vzorki po ptisobeni lipazy 1U/ml
Vzorek Hmotnost v gramech Prdmérna hmotnost [g]

1 po 2 dnech | 0,0536 | 0,0535 | 0,0533 | 0,0532 | 0,0533 0,05338
2 po 4 dnech 0,0481 | 0,0482 | 0,0481 | 0,0477 | 0,048 0,04802
3 Po 6 dnech | 0,0374 | 0,0373 | 0,0374 | 0,0374 | 0,0373 0,03736
4 Po 8 dnech 0,0375 | 0,0375 | 0,037 | 0,0368 | 0,0375 0,03726
5 Po 10 dnech | 0,0334 | 0,0334 | 0,0334 | 0,0335 | 0,0334 0,03342
6 Po 12 dnech | 0,0324 | 0,0325 | 0,0325 | 0,0324 | 0,0324 0,03244
7 Po 14 dnech | 0,0173 | 0,0172 | 0,0173 | 0,0173 | 0,0173 0,01728
NC1 po 2 dnech | 0,0533 | 0,055 | 0,0548 | 0,0549 | 0,0548 0,05456
NC2 po 14 dnech 0,047 | 0,0469 | 0,047 | 0,0469 | 0,0469 0,04694

Tab.: Hmotnosti PCL vzorkl po plisobeni lipdzy 1U/ml
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Priloha 6

1107,21 346,68 478,19 446,04 301,42 746,66 369,95 179,45 398,95 307,77
613,12 451,28 313,58 490,28 239,08 588,2 671,84 353,99 317,2 461,24
575,29 173,33 299,95 523,22 698,94 355,76 251,29 635,53 241,96 317,7

1292,39 391,03 329,42 391,03 535,25 766,76 471,05 502,29 | 1082,17 754,29

1142,75 257,94 664,81 984,27 224,31 | 1306,52 462,22 664,21 950,79 751,67
889,82 540,01 288,94 803,56 1562,8 321,02 346,66 350,07 376,12 571,21
896,55| 1506,88 252,06 587,83 | 1178,76 703,15 670,34 317,7 585,83 420,5
706,44 406,89 993,71 406,89 775,61 732,25 819,33 387,11 228,25 1221,99
764,77 204,38 596,52 474,13 479,39 715,89 299,98 409,9 433,91 527,54

1581,42 675,44 337,17 | 1359,98 618,69 269,57 | 1258,77 274,43 620,7 457,01

Tabulka namétenych hodnot priimérti PLC vldken [nm]
Pocet priméra vldken 100
Primeér 593,881
Smérodatna odchylka 329,108
Variac¢ni koeficient 55,4164%
Minimum 173,33
Maximum 1581,42
Tabulka: Statistickd analyza PLC vldken [nm]
Spodni Horni Relativni Kumulativni Kum. Rel.
Trida |Hranice Hranice |Stred Cetnost Cetnost Cetnost Cetnost
v nebo pod 0 0 0,0000 0 0,0000
1 0 90,0 45,0 0 0,0000 0 0,0000
2 90 180,0 135,0 2 0,0200 2 0,0200
3 180 270,0 225,0 9 0,0900 11 0,1100
4 270 360,0 315,0 18 0,1800 29 0,2900
5 360 450,0 405,0 12 0,1200 41 0,4100
6 450 540,0 495,0 13 0,1300 54 0,5400
7 540 630,0 585,0 10 0,1000 64 0,6400
8 630 720,0 675,0 10 0,1000 74 0,7400
9 720 810,0 765,0 8 0,0800 82 0,8200
10 810 900,0 855,0 3 0,0300 85 0,8500
11 900 990,0 945,0 2 0,0200 87 0,8700
12 990 1080,0 1035,0 1 0,0100 88 0,8800
13 1080 1170,0 1125,0 3 0,0300 91 0,9100
14 1170 1260,0 1215,0 3 0,0300 94 0,9400
15 1260 1350,0 1305,0 2 0,0200 96 0,9600
16 1350 1440,0 1395,0 1 0,0100 97 0,9700
17 1440 1530,0 1485,0 1 0,0100 98 0,9800
18 1530 1620,0 1575,0 2 0,0200 100 1,0000
19 1620 1710,0 1665,0 0 0,0000 100 1,0000
20 1710 1800,0 1755,0 0 0,0000 100 1,0000
celkem 1800 0 0,0000 100 1,0000

Tab.: Rozd¢leni do tiid priiméry PLC vldken [nm]
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Priloha 7

Hmotnosti PLC vzork( pfed pusobenim lipazy 1U/ml

Vzorek Hmotnost [g] Pramér [g]
1 0,0614 | 0,0614 | 0,0615 | 0,0613 | 0,0613 0,06138
2 0,0452 | 0,0452 | 0,0451 | 0,0451 | 0,0451 0,04514
3 0,0571 | 0,0573 | 0,0577 | 0,0576 | 0,0576 0,05746
4 0,0631 | 0,0631 | 0,0631 | 0,0631 | 0,0631 0,0631
NC1 0,06 0,06 0,06 0,0597 | 0,0598 0,0599
NC2 0,0457 | 0,0456 | 0,0455 | 0,0455 | 0,0455 0,04556

Tab.: Namétené hmotnosti PLC vzorkl pfed pisobenim lipdzy 1U/ml

Hmotnosti PLC vzork( po plsobeni lipdzy 1U/ml
Vzorek Hmotnost [g] Primér [g]
1 po 2 dnech 0,0619 | 0,0619 | 0,0619 | 0,0618 | 0,0618 0,06186
2 po 4 dnech 0,0449 | 0,0449 | 0,0451 0,045 0,045 0,04498
3 Po 7 dnech 0,057 0,057 0,0569 | 0,0569 | 0,0569 0,05694
4 Po 8 dnech 0,0628 | 0,0628 | 0,0628 | 0,0629 | 0,0629 0,06284
NC1 po 2 dnech 0,0598 | 0,0597 | 0,0597 | 0,0597 | 0,0598 0,05974
NC2 po 8 dnech 0,0457 | 0,0456 | 0,0456 | 0,0457 | 0,0458 0,04568

Tab.: Namétené hmotnosti PLC vzorki po ptisobeni lipazy 1U/ml
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Priloha 8

Hmotnosti PLC vzork( pfed plsobenim lipazy 5 U/ml
Vzorek Hmotnost [g] Primér [g]
1 0,0483 | 0,0483 | 0,0483 | 0,0482 | 0,0484 0,0483
2 0,0589 | 0,0589 | 0,0589 | 0,0588 | 0,0587 0,05884
3 0,0361 | 0,0361 | 0,0361 | 0,036 0,036 0,03606
4 0,0469 | 0,0469 | 0,0469 | 0,0468 | 0,0468 0,04686
5 0,0506 | 0,0503 | 0,0508 | 0,0507 | 0,0507 0,05062
6 0,0591 | 0,0591 | 0,0591 | 0,0592 | 0,0592 0,05914
7 0,0372 | 0,0372 | 0,0371 | 0,0371 | 0,0371 0,03714
NC1 0,0365 | 0,0365 | 0,0365 | 0,0365 | 0,0365 0,0365
NC2 0,0507 | 0,0504 | 0,0504 | 0,0505 | 0,0506 0,05052

Tab.: Hmotnosti PLC vzorkt pted ptsobenim lipdzy 5 U/ml

Hmotnosti PLC vzork( po pusobeni lipdzy 5 U/ml
Vzorek Hmotnost [g] Primér [g]
1 po 1 dni 0,048 0,048 0,048 0,048 | 0,0481 0,04802
2 po 2 dnech | 0,0587 | 0,0587 | 0,0587 | 0,0586 | 0,0586 0,05866
3 po 3dnech | 0,0358 | 0,0356 | 0,0356 | 0,0356 | 0,0355 0,03562
4 po 4 dnech | 0,0469 | 0,0469 | 0,0469 | 0,047 0,047 0,04694
5 po 7 dnech | 0,0501 0,05 0,0499 | 0,0499 | 0,0499 0,04996
6 Po 8 dnech 0,0578 | 0,0579 | 0,058 0,058 0,058 0,05794
7 po9dnech | 0,0367 | 0,0366 | 0,0365 | 0,0365 | 0,0365 0,03656
NC1 Po 1 dni 0,0365 | 0,0365 | 0,0365 | 0,0364 | 0,0364 0,03646
NC2 Po 9 dnech 0,05 0,05 0,0501 | 0,0501 | 0,0501 0,05006

Tab.: Hmotnosti PLC vzorkl po plisobeni lipdzy 5 U/ml
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Priloha 9

984,02 764,19 624,54 | 1258,03| 1568,36 516,8 696,77 444,7 | 6131,16| 1936,35
439,28 311,14 | 2552,27| 1065,19 662,88 964,71 490,21 826,3 573,65 752,26
501,73 220,77 | 3163,85| 2378,23 592,85 632,21 359,36 | 1734,65| 2216,72 800,1
858,99 384,13 | 1899,61 692,45| 3379,89| 1351,44 249,97 | 2198,85| 1052,38| 2641,19
330,99 749,85 | 1899,61| 1114,63| 2028,37| 1343,54 397,04 | 1585,68 1481,4 549,81
361,76 414,22 | 1899,61| 1062,96| 1171,81 766,6 868,65 | 2071,29 637,08 | 1145,61
548,16 841,27 | 1899,61| 1305,74 474,94 490,44 457,79 | 2577,22 842,19| 1779,61
709,62 645,98 | 1899,61| 3499,06 415,35 699,88 397,11 472,04 800,14 328,88
2321,39 875,74 | 1899,61 791,66 | 1684,36| 1253,23 418,17 | 2784,58 736,79 517,72
527,04 333,91 | 1899,61| 1782,66| 1727,74| 1116,57 279,98 | 1082,86 578,07 | 1817,95
Tab.: Tabulka namétenych hodnot primért PLLA vldken [nm]
Pocet primért vldken (100
Pramér 1140,59
Smérodatna odchylka [907,562
Variaéni koeficient 79,5693%
Minimum 220,77
Maximum 6131,16
Souhrnn4 statistika praméra vidken PLLA [nm]
Spodni Horni Relativni Kumulativni Kum. Rel.
Trida |Hranice Hranice |Stred Cetnost Cetnost Cetnost Cetnost
v nebo pod -99 0 0,0000 0 0,0000
1 -99 300,0 100,0 3 0,0300 3 0,0300
2 300 700,0 500,0 36 0,3600 39 0,3900
3 700 1100,0 900,0 25 0,2500 64 0,6400
4 1100 1500,0 1300,0 11 0,1100 75 0,7500
5 1500 1900,0 1700,0 9 0,0900 84 0,8400
6 1900 2300,0 2100,0 5 0,0500 89 0,8900
7 2300 2700,0 2500,0 6 0,0600 95 0,9500
8 2700 3100,0 2900,0 1 0,0100 96 0,9600
9 3100 3500,0 3300,0 3 0,0300 99 0,9900
10 3500 3900,0 3700,0 0 0,0000 99 0,9900
11 3900 4300,0 4100,0 0 0,0000 99 0,9900
12 4300 4700,0 4500,0 0 0,0000 99 0,9900
13 4700 5100,0 4900,0 0 0,0000 99 0,9900
14 5100 5500,0 5300,0 0 0,0000 99 0,9900
15 5500 5900,0 5700,0 0 0,0000 99 0,9900
16 5900 6300,0 6100,0 1 0,0100 100 1,0000
17 6300 6700,0 6500,0 0 0,0000 100 1,0000
18 6700 7100,0 6900,0 0 0,0000 100 1,0000
19 7100 7500,0 7300,0 0 0,0000 100 1,0000

Tab.: Rozdéleni primért vldken PLLA do jednotlivych tiid [nm]
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Hmotnosti PLLA, PCL a PLC vzorkl pred ptisobenim lipazy 50 U/ml
Vzorek Hmotnost [g] Pramér [g]
PLLA 1 0,0619 0,0619 0,0618 0,061866667
PLLA 2 0,0533 0,0533 0,0532 0,053266667
PLLA 3 0,0624 0,0624 0,0625 0,062433333
PCL1 0,0442 0,0442 0,0443 0,044233333
PCL2 0,041 0,041 0,0411 0,041033333
PCL 3 0,0386 0,0386 0,0387 0,038633333
PLC1 0,0559 0,0559 0,056 0,055933333
PLC 2 0,0724 0,0724 0,0725 0,072433333
PLC3 0,0649 0,0648 0,0647 0,0648

Tab.: Namétené hmotnosti PLLA, PCL a PLC vzorkt [g] pied plisobenim
lipazy 50 U/ml

Hmotnosti PLLA, PCL a PLC vzorkt po pUsobeni lipazy 50 U/ml
Vzorek Hmotnost [g] Prameér [g]
PLLA 1 po 1 dni 0,0618 | 0,0619 | 0,062 0,062 | 0,0621 0,06196
PLLA 2 po 2 dnech 0,0539 | 0,0539 | 0,0538 | 0,0537 | 0,0537 0,0538
PLLA 3 po 3 dnech 0,0637 | 0,0635 | 0,0635 | 0,0636 | 0,0636 0,06358

PCL1 po 1 dni 0,0007 | 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 | 0,0004 0,00052
PLC 2 po 2 dnech 0 0 0 0 0 0
PCL3 po 3 dnech 0 0 0 0 0 0

PLC1 po 1 dni 0,0551 | 0,055 0,055 0,055 | 0,0551 0,05504
PLC 2 po 2dnech | 0,0708 | 0,0708 | 0,0709 | 0,071 0,071 0,0709
PLC3 po 3 dnech | 0,0631 | 0,0631 | 0,0631 | 0,063 0,063 0,06306

Tab.: Namétené hmotnosti nanovlakennych vrstev PCL, PLC a PLLA [g] po
pusobenti lipazy Pseudomonas cepacia o koncentraci 50 U/ml v 5 ml pufru

PBS
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Priloha 11

Hmotnosti PLC, PLLA a PCL vzorkl pfed plsobenim proteinazy 5 U/ml
Vzorek Hmotnost [g] Primér [g]
PLC1 0,0516 0,0516 0,0516 0,0516
PLC2 0,0515 0,0515 0,0514 0,051466667
PLC3 0,0519 0,0519 0,052 0,051933333
PLC4 0,0502 0,0503 0,0502 0,050233333
PLLA 1 0,0513 0,0513 0,0512 0,051266667
PLLA 2 0,0518 0,0518 0,0519 0,051833333
PLLA 3 0,051 0,0511 0,051 0,051033333
PLLA 4 0,0521 0,0521 0,052 0,052066667
PCL 1 0,0515 0,0514 0,0514 0,051433333
PCL?2 0,051 0,0509 0,0509 0,050933333
PCL3 0,0521 0,052 0,052 0,052033333
PCL4 0,0519 0,0519 0,0518 0,051866667

Tab.: Hmotnosti PLC, PLLA a PCL vzorkl pied ptisobenim proteindzy 5 U/ml v Tris
pufru pH 8

Hmotnosti PLC, PLLA a PCL vzorkd po pusobeni proteindzy 5 U/ml v 5 ml Tris pufru

o u Prdmérna hmotnost
Vzorek + filtr Hmotnost [g] Prumeorna .hmotnost vzorkU bez filtru po
vzorka s filtrem [g] .
degradaci [g]
Po 1 dni PLC1+a | 0,2076 | 0,2075 | 0,2074 0,2075 0,019133
Po 2 dnech PLC2+d | 0,1874 | 0,1874 | 0,1873 0,187366667 0,003534
Po 3dnech PLC3+g | 0,1978 | 0,1978 | 0,1979 0,197833333 0,001533
Po 4 dnech PLC4+j |0,1989 | 0,1989 | 0,1988 0,198866667 0,000134
Po 1 dni PLLA1+b | 0,2201 | 0,2199 | 0,2198 0,219933333 0,030133333
Po2dnech | PLLA2+e | 0,2013 | 0,2012 | 0,201 0,201166667 0,008033333
Po3dnech | PLLA3+h | 0,1965 | 0,1965 | 0,1964 0,196466667 0,001133333
Po4dnech | PLLA4+k | 0,1942 | 0,1943 | 0,1944 0,1943 -0,000166667
Po 1 dni PCL1+c |0,2401 | 0,2401 | 0,2401 0,2401 0,0445
Po 2 dnech PCL2+f | 0,2245 | 0,2245 | 0,2246 0,224533333 0,036633333
Po 3dnech PCL3+i |0,2181 | 0,2181 | 0,2183 0,218166667 0,028533333
Po 4 dnech PCL4+1 | 0,2143 | 0,2144 | 0,2144 0,214366667 0,023266667

Tab.: Hmotnosti PLC , PLLA a PCL vzorkt po plisobeni proteindzy 5 U/ml v 5 ml Tris

pufru pH 8
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Filtr Hmotnost filtrd [g] Primér [g]
a 0,1884 | 0,1884 | 0,1883 |0,188366667
b 0,1899 0,1898 0,1897 0,1898
c 0,1957 0,1956 0,1955 0,1956
d 0,1838 0,1838 0,1839 |0,183833333
e 0,1932 0,1931 0,1931 |0,193133333
f 0,188 0,1879 0,1878 0,1879
g 0,1963 0,1963 0,1963 0,1963
h 0,1955 0,1953 0,1952 |0,195333333
i 0,1896 0,1896 0,1897 |0,189633333
j 0,1988 0,1988 0,1986 |0,198733333
k 0,1945 | 0,1945 | 0,1944 |0,194466667
I 0,191 0,191 0,1913 0,1911

Tab.: Hmotnosti filtrt [g]
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Priloha 12

- . A o
—;\ \. . - Cin A
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.01 kx VEGA3 TESCAN|
WD: 14.02 mm Det: SE 10 pm

View field: 55.3 um  Date(m/d/y): 04/13/15 FT TUL Liberec

J J ™ ) \ S 4
SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.04 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.06 mm Det: SE 10 um
View field: 55.0 ym  Date(m/dly): 04/13/15 FT TUL Liberec

Obr.: A: PLC po 4 dnech pusobeni lipazy Pseud. cepacia 1 U/ml v 5 ml PBS pH 7.4;

s

zvétseni 5000x, méfitko 10 um, B: PLC po 2 dnech ptsobeni lipadzy Pseud. cepacia 1
U/ml v 5 ml PBS pH 7.4; zvétSeni 5000x, métitko 10 um

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.01 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 4.99 kx VEGA3 TESCAN
WD: 15.51 mm Det: SE 10 ym 'WD: 15.56 mm Det: SE 10 ym

View field: 55.3 ym | Date(m/dly): 04/27/15 FT TUL Liberec View field: 55.5 um | Date(m/dly): 04/27/15 FT TUL Liberec

Obr.: A: PLC po 1 dni pasobeni lipazy Pseud. cepacia 5 U/ml v 5 ml PBS pH 7.4;

zvétseni 5000x, méfitko 10 um, B: PLC po 3 dnech plisobeni lipdzy Pseud. cepacia 5
U/ml v 5 ml PBS pH 7.4; zvétSeni 5000x, métitko 10 um
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A 1 y' -\ ; = ) —
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 4.99 kx VEGA3 TESCAN
WD: 15.53 mm Det: SE 10 pm WD: 15.57 mm Det: SE 10 um
View field: 55.4 um | Date(m/dly): 04/27/15 FT TUL Liberec View field: 55.5 um | Date(m/d/y): 04/27/15 FT TUL Liberec

Obr.: A: PLC po 9 dnech ptsobeni lipadzy Pseud. cepacia 5 U/ml v 5 ml PBS pH 7.4;
zvétSeni 5000x, méfitko 10 um, B: PLC po 9 dnech v 5 ml PBS pH 7,4, negativni

s

kontrola; zvétSeni 5000x, métitko 10 um
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Priloha 13

S A
% !
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.02 kx
WD: 15.50 mm Det: SE 10 um

View field: §5.2 um | Date(m/dly): 04/27/15 FT TUL Liberec

SEM HV: 30.0kV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 15.97 mm Det: SE 10 ym
View field: 55.4 ym | Date(m/d/y): 04/28/15 FT TUL Liberec

Obr.: A: PLC po 1 dni pasobeni lipdzy Pseud. cepacia 50 U/ml v 5 ml PBS pH

7,4; zvétSeni 5000x, méfitko 10 um, B: PLC po 3 dnech plisobeni lipdzy Pseud. cepacia
50 U/ml v 5 ml PBS pH 7,4, zvétSeni 5000x, méfitko 10 pm

[ / ' ,/’ e,

e B S S AN e e . M
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.01 kx VEGAS3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.01 kx | VEGA3 TESCAN|
WD: 15.76 mm Det: SE 10 pm WD: 15.76 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.2 ym | Date(m/d/y): 04/28/15 FT TUL Liberec View field: §5.2 um | Date(m/d/y): 04/28/15 FT TUL Liberec

Obr.: A: PLLA po 1 dni plsobeni lipdzy Pseud. cepacia 50 U/ml v 5 ml PBS pH 7.4;

zvétseni 5000x, méfitko 10 um, B: PLLA po 3 dnech piisobeni lipdzy Pseud. cepacia 50
U /ml v 5 ml PBS pH 7.4, zvétSeni 5000x, méfitko 10 um
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Priloha 14

Snimky PLLA:

-
2N

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx
WD: 14.78 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym | Date(m/d/y): 05/04/15 FT TUL Liberec

-~ N }
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 4.97 kx VEGA3 TESCAN

WD: 15.09 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.6 ym | Date(m/dly): 05/04/15 FT TUL Liberec

Obr. A: PLLA po 1 dni psobeni S5U/ml Proteindzy K v 5 ml Tris pufru pH 8, zvétSeni
5000x, méfitko 10 pm; B: PLLA po 2 dnech piisobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris

s

pufru pH 8, zvétSeni 5000x, métitko 10 um

8 i o) 1 N \ PN
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 100 x | VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.98 mm Det: SE 500 pm WD: 14.96 mm Det: SE 10 ym
View field: 2.77 mm | Date(m/dly): 05/04/15 FT TUL Liberec View field: §5.4 ym | Date(m/dly): 05/04/15 FT TUL Liberec

Obr. A: PLLA po 2 dnech ptisobeni 5U/ml Proteindzy K v 5 ml Tris pufru pH 8,

s

zvétseni 100x, métitko 500 um, B: PLLA po 3 dnech ptisobeni 5U/ml Proteindzy K v 5

Vs

ml Tris pufru pH 8, zvétSeni 5000x, méfitko 10 pm

92



Snimky PLC:

{ ¥ i -
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|
WD: 14.88 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym | Date(m/d/y): 05/04/15 FT TUL Liberec

SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 4.99 kx VEGA3 TESCAN|

WD: 15.06 mm Det: SE 10 um
View field: 55.4 um  Date(m/d/y): 05/04/15 FT TUL Liberec

Obr. A: PLC po 1 dni piisobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris pufru pH 8, zvétSeni
5000x, méfitko 10 pm; B: PLC po 2 dnech ptsobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris

s

pufru pH 8, zvétSeni 5000x, métitko 10 um

FEre

. 2 A |
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 4.98 kx | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.01 kx VEGA3 TESCAN
WD: 15.08 mm Det: SE 10 ym WD: 15.02 mm Det: SE 10 um
View field: 55.5 pm | Date(m/d/y): 05/05/15 FT TUL Liberec View field: 55.3 ym | Date(m/d/y): 05/05/15 FT TUL Liberec

Obr. A: PLC po 3 dnech ptsobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris pufru pH 8, zvétSeni
5000x, méfitko 10 pm; B: PLC po 4 dnech ptsobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris

Vs

pufru pH 8, zvétSeni 5000x, méfitko 10 pm
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/

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.01 kx ] | VEGA3 TESCAN|
WD: 15.90 mm Det: SE 10 ym WD: 14.98 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym | Date(m/dly): 04/28/15 FT TUL Liberec View field: 55.2 um | Date(m/d/y): 05/05/15 FT TUL Liberec

Obr.: A: PLC po 4 dnech ptusobeni Tris pufru pH 8 (negativni kontrola), zvétSeni 5000x,
méfitko 10 pm; B: PLC po 4 dnech ptsobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris pufru pH

v

8, zvétSeni 5000x, metitko 10 um

Snimky PCL:

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 4.99 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.87 mm Det: SE 10 pm WD: 15.02 mm Det: SE 10 ym
View field: §5.3 um | Date(m/dly): 05/04/15 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym | Date(m/d/y): 05/04/15 FT TUL Liberec

Obr. A: PCL po 1 dni piisobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris pufru pH 8, zvétSeni
5000x, méfitko 10 pm; B: PCL po 2 dnech ptsobeni S5U/ml Proteindzy K v 5 ml Tris

s

pufru pH 8, zvétSeni 5000x, métitko 10 um

94



SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.01 kx SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 15.76 mm Det: SE 10 pm ‘WD: 14.99 mm Det SE 10 ym
View field: 55.2 ym | Date(m/dly): 04/28/15 FT TUL Liberec View field: 55.3 pym  Date(m/dly): 05/05/15 FT TUL Liberec

Obr.: A: PCL po 4 dnech ptsobeni Tris pufru pH 8 (negativni kontrola), zvétSeni 5000x,
m¢éfitko 10 pm; B: PCL po 4 dnech ptsobeni SU/ml Proteindzy K v 5 ml Tris pufru pH

v

8, zvétSeni 5000x, metitko 10 um
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