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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je zaméfena na vyvoj biodegradabilniho scaffoldu
elektrostatickym zvldknovanim do kapaliny. Cilem bylo vyvinout a postavit
zvldknovaci aparaturu, ktera umozni zvlaknovat objemné 3D struktury vhodné pro
vyuziti v tkanovém inzenyrstvi.

Pro vyvoj byla pouzita zvlidknovaci aparatura, kterd umoziovala zvladknovat
polymerni roztok do kapaliny. Ta byla modifikovana tak, aby spliiovala pozadavky pro
vyvijeny scaffold. Bylo zjisténo, Ze pro ziskdni homogenni objemné struktury je
podstatné, aby zvldknovani probihalo pouze do kapaliny a nedochazelo k ulpivani
nanovldken na sténach zvldknovaciho bazénku. Béhem vyvoje byly vytvoteny tfi série
vzorkl z polykaprolaktonu, na kterych byla zkoumana morfologie vldkenné struktury.
V zavéru byly provedeny zakladni in vitro testy, které mély potvrdit vyuZiti pro tkanové

inzenyrstvi.

KLIiCOVA SLOVA

elektrostatické zvlaknovani do kapaliny, polykaprolakton, nosi¢e bunék, nanovldkna,

tkanové inzenyrstvi



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on development of biodegradable scaffolds by means
of wet electrospinning. The goal was to develop and construct a spinning apparatus that

will enable spinning large 3D structures suitable for use in tissue engineering.

A spinning apparatus enabling wet spinning of a polymer solution was used for the
development. It was modified to meet requirements for the scaffold. It was determined
that in order to obtain homogeneous voluminous structure, it was necessary for the
spinning process to be wet. In addition, it was necessary to prevent adhesion of the
nanofibres to the colector pool walls. Three series of polycaprolactone materials were
produced during the development, on which the morphology of fibrous structure was
examined. As a concluding step, elementary in vitro tests were performed to confirm the

usability for tissue engineering.

KEYWORDS

wet electrospinnig, polycaprolactone, scaffold, nanofibers, tissue engineering
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UVOD

V soucasnosti zaziva naSe spolecnost intenzivni technologicky boom, ktery ndm
jedné obohacuji a uleh¢uji ndm ho a na stran¢ druhé si vSak néco berou. S poklesem
fyzické aktivity, nadmérnou konzumaci potravin a celkové zhorSenou zivotospravou se
dostavame do situace, kdy nase téla chfadnou a ¢im dal vice podléhame civilizatnim
nemocem. Opacnou strankou jsou zranéni vznikla pfi sportu, adrenalinovych aktivitach
Citragickych udalostech. Lékarskd véda taktéZz nezahali a ve spojeni snovymi
technologiemi se zene raketovou rychlosti kuptfedu. Nové vznikajici biomedicinské
obory, jako je naptiklad tkanové inzenyrstvi, umoznuje i lékaiim cilené aplikovat
medikaci, opravovat poskozené tkané€, vytvaret z nasich vlastnich bun€k ,,nové nahradni
dily*. Aby méli lékafi na ¢em stavét, pfichdzi na fadu materidlové inZenyrstvi. To se
v soucasnosti ¢im dal vice opird o nanomaterialy, které svymi rozméry a vlastnostmi
vyhovuji potfebam mediciny. Ve velkém se nyni pouzivaji riizné formy netkanych
polymernich material tvofenych nanovlakny.

Jednim =z efektivnich a relativné jednoduchych zpisobu, jak tyto plosné
nanovldkenné materidly vyrabét, je elektrostatické zvlaknovani. Jeho modifikaci lze
v soucasné dobé také vyrobit trojrozmérné struktury sftizenymi parametry (pramér
vldken, porozita vldken i struktury, objemova hmotnost, aj.). Tyto struktury pak
nachézeji uplatnéni v biomedicing jako tzv. nosi¢e bunék, neboli scaffold.

Cilem této prace je pochopit problematiku tvorby trojrozmérnych nanovldkennych
struktur metodou elektrostatického zvlaknovani do kapaliny. Sezndmit se s materidly,
které se v tkailovém inzenyrstvi nejcastéji pouzivaji, jaké jsou kladeny pozadavky na
jejich vlastnosti, pfedev§im na jejich morfologii (typ vlaken, jejich rozméry, velikost
pori, aj.). Nasledné sestrojit a otestovat zvlakniovaci aparaturu, na které se vyrobi

zkuSebni materidl pro zkoumani morfologie struktury a pro zakladni in vitro testy.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Nanovlakna

Nanovlékna definuje literatura jako jednorozmérné utvary o priméru menSim nez
1000 nm s pomérem délka/primér vét§im nez 100:1 [1]. Lze je vyrabét rozlicnymi
metodami, naptiklad tazenim, Sablonovou syntézou, fazovou separaci, samo
uspofadavanim nebo elektrostatickym zvldknovanim. Na zéklad¢ pouzitého zplsobu lze
ziskat rozdilné strukturni a funk¢éni vlastnosti nanovlaken, které ndm ptedurcuji jejich
dalsi vyuziti. Mezi nejvétsi piednosti nanovlakennych materialli, pfipravenych

elektrostatickym zvlaknovanim patii vysoky mérny povrch a vysoka porozita [1] [2].

1.2 Elektrostatické zvlaknovani

1.2.1 Strucné do historie

Vroce 1600 byla Williamem Gilbertem poprvé popsana interakce kapaliny
s elektrostatickymi silami. Stalo se tak pfi pokusu, kdy na vodni kapky na suchém
povrchu nechal plsobit elektrostatické pole, vyvolané tfenim krystalu jantaru. VSiml si,
7e pti pusobeni elektrostatického pole dochazi ke zméné tvaru kapky z kulového na tvar
kuzelovity [1].

V roce 1745 némecky védec George Mathias Bose a Francouz Jean Antoine-Nollet
experimentovali nezavisle na sob& s elektrostatickym rozpraSovanim kapaliny
(electrospraying) [3].

Pocatkem 20. stoleti pak vznikaji mnohé vyzkumy, které se daji povazovat za prvni
pokusy s elektrostatickym zvldkiovanim (electrospinning). Za zminku stoji patenty
Antona Formhalse, ktery navrhl zafizeni na kontinudlni vyrobu jemnych pftizi a prace
Geoffreyho Ingrama Taylora, ktery se zabyval matematickym modelovanim tvaru
kapky zvlakiiovaného polymerniho roztoku [1].

Vyrazny posun z laboratorniho prostiedi do primyslového vyuziti byl ucinén na
pocatku 21. stoleti na Technické univerzité v Liberci, kdy tym profesora Jirsdka vyvinul
ptistroj na kontinualni primyslovou vyrobu nanovlakennych vrstev. Prvni experimenty
s elektrickym zvldknovanim do kapaliny (wet electrospinning) pak probéhly v roce

2005, kdy byly popsany prvni experimenty vyzkumnych tymt z Japonska a USA [4].
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Od roku 2009 az do soucasnosti pak prudce vzrista zdjem o tento zplsob zvladknovani,

ktery se pouziva ptevazné pro vyrobu 3D vlakennych scaffoldt [4].

1.2.2 Elektrostatické zvlakriovdni z jehly (Needle electrospinning)

Elektrostatické zvlaknovani zjehly ¢i trysky je jednou z moznosti, jak lze
kontinudlnim zplsobem vytvaiet netkané nanovlakenné materidly. Pfi tomto procesu
vznikaji z viskozniho roztoku polymeru ¢i polymerni tavenin, za plisobeni vysokého
napéti, vlakna, kterd se svym primérem pohybuji obvykle pod hranici 1 pm. Ve vétSing
ptipadli vytvari ploSné struktury sndhodnou orientaci vlaken, nicméné vhodné
zvolenym kolektorem a zplsobem odtahu Ize vldkna orientovat a vytvaret
tak 1 nanovlakenné nité [4] [5].

Zakladni aparatura pro elektrostatické zvlaknovani z jehly se sklada z:

e zasobniku polymerniho roztoku ¢i polymerni taveniny,
e zvlakiovaci elektrody (jehla, pasteurova trubice, kapiléra,...)
e kolektoru,

e a vysokonapétového zdroje.

Jeji zapojeni je zndzornéno na obr. 1

zdsoba polymerni kapaliny

a popisuje zvladkinovani na rovinny

|
kolektor. Pfi tomto typu zapojeni je e
polymerni roztok ulozen v injek¢éni 2droj vysokého napéti =

stiikacce, ze které je protlacovan skrze

kovovou jehlu. Ta je elektrovodivé UL :
. @ ] polymerni tryska

propojena s kladnym nebo zapornym *

vysokonapétovym zdrojem. Injekéni @

bicujici oblast \

kolektor

stitkacka je umisténa kolmo nad
rovinnym  kolektorem, ktery je
uzemnén nebo je nabijen opacné nez

jehla. Konkrétni parametry, mapliklad |

vzdalenost jehly od kolektoru, zpisob _
() ™~ uzemnéni

) Obr. 1: Schéma mozné zviakiovaci soustavy pro
elektrick¢ého napéti, typ polymeru, cjeksrostatické zvidkiiovani z Jjehly na rovinny kolektor.

apod. zavisi na konkrétnich

nabijeni jehly (kolektoru), velikost
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pozadavcich vysledné nanovlakenné struktury [1].

Na polymerni kapalinu pisobi vysoké elektrické napéti, ktera se jeho piisobenim
deformuje do charakteristického kuzele (tzv. Tayloriv kuzel). Z ného pak vychazi
polymerni tryska, kterd je pfitahovana ke kolektoru. Vznikajici vldkno je vlivem
elektrického naboje nestabilni, proto tryska po case pfejde do oblasti bicovani. V této
oblasti dochéazi k rozpadu trysky na mnoho jemnéjSich vldken. Vldkna se dlouzi a
vlivem odparovani rozpoustédla vysuSuji. Po dopadu na kolektor byva vétSina vldken
téméf sucha. Elektrostatické zvlaknovani byva velmi citlivé na vliv okolniho prostiedi.

Proto je nutné hlidat pfedevsim relativni vlhkost vzduchu a teplotu okoli [1].

1.2.3 Faktory ovlivriujici morfologii vidken

Nanovlékna pfipravena elektrostatickym zvldkiiovanim mohou mit zna¢né rozdilnou
morfologii (primér, porovitost vladken). Ta je dana predevsim faktory, které ovliviiuji
proces zvlakiovani. Jedna se o parametry polymerniho roztoku: koncentrace, viskozita,
elektricka vodivost, povrchové napéti a pouzité rozpoustédlo. Dale maji na morfologii
nanovldkna vliv parametry zvldknovaci soustavy: velikost elektrického napéti,

vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem, prutok polymeru, atd. [1] [2].

1.2.3.1 Viskozita

Vysoka koncentrace polymeru mé za ndsledek zvySenou viskozitu polymerniho
roztoku, ktera ovliviluje vyslednou morfologii vlaken. To je dano hustotou zapleteni
makromolekularnich fetézcl polymeru vroztoku [2]. Vysoko viskdzni polymerni
roztoky proto u bézn€ pouzivanych polymert vytvari vlakna vétSich praimért. Nekteré
polymery s vyssi viskozitou naopak vytvaii vldkna jemnéj$i. Toto chovani je
popisovano tim, Ze vysSi koncentrace zplsobuje narGst hustoty elektrického naboje

v roztoku. To pak vede k vyssi dlouzici sile plsobici na vldkno [1].

1.2.3.2 Elektrickd vodivost a povrchové napéti

Pro zahdjeni zvldknovani je nutné, aby byl polymerni roztok nabit dostatecné velkym
nabojem. Ten musi dosédhnout takové hodnoty, kdy je elektrické napéti schopno
ptekonat povrchové napéti na povrchu kapky a vytvofit tak polymerni trysku. Zcela
nevodivy roztok nemize byt zvladkiiovan, jelikoz u néj nedochdzi ke kumulaci

elektrického naboje [2].
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U zvlaknovani nékterych polymernich roztoka vznika koralkovita struktura vlaken
(Obr. 2), i kdyz je pouzit polymerni roztok o vysoké koncentraci. Aby k tomuto jevu
nedochdzelo, pfidavaji se do roztoku ritiznd aditiva, kterymi se upravuje jeho elektricka
vodivost a povrchové napéti. Mezi nejpouzivanéjsi patii anorganické soli (napt. NaCL),
mineralni a karboxylové kyseliny a povrchové aktivni latky. S naristem elektrické
vodivosti roztoku, mohou byt ziskavany uspotfaddanéj$i nanovlakenné struktury, nékdy
také 1 vldkna s menSimi priméry. Snizenim povrchového napéti roztoku se usnadiuje
proces zvlaknovani. Snizuje se tzv. kriticka hodnota napéti elektrického pole, pii které

dochazi k prekonani sil povrchového napéti roztoku a zahdjeni zvlaknovani [1].

b, /
SEMHV:30.0kV  SEM MAG: 2.00 kx VEGA3 TESCAN|
WD: 15.05 mm Det: SE

SEM HV: 30.0 kV
WD: 14.98 mm Det: SE 20 pm

Obr. 2: Kordalkova struktura vidken pri zviaknovani polymerniho roztoku 15 hm% PCL

s rozpoustédlem chloroform-etanol (9:1). Zvldkinovani zjehly do bazénku s etanolem.

Z leva: perlovy efekt, koralky na viakne.
1.2.3.3 Rozpoustédlo

Pouzité rozpoustédlo pro tvorbu polymernich roztokl také ovliviiuje morfologii

vlaken. Pro ziskani suchych vlaken je dulezité, aby se rozpoustédlo zcela odpatilo pied
tim, nez vldkna dopadnou na plochu kolektoru. Pii malé t€kavosti rozpoustédla dopadaji
vldkna jesté¢ vlhka, to mad za nasledek vytvofeni polymerniho filmu nebo pfilisné
slepovani vldken. Nektera vysoce tékava rozpoustédla mohou vlivem rychlého
odparovani zapficinit nestabilitu povrchu vlédkna, to vede ke vzniku pérovité struktury a

castecné i k tvorbe vldken se spiSe mikrovldkennymi praméry [1] [2].

1.2.3.4 Elektrické napéti
Hodnota elektrického napéti je dulezitym faktorem, ktery ovliviiujei cely proces
elektrostatického zvldknovani. Elektrické napéti nabiji polymerni roztok a je zdrojem

tahové sily, kterd po prekovani povrchového napéti vytvari polymerni trysku. Obecné
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plati, ze napéti (kladné ¢i zaporné) o velikosti vice jak 6 kV dokaze na povrchu
polymerni kapky vytvofit Tayloriv kuzel a zahdjit tak proces elektrostatického
zvlaknovani. Aby byl tento proces stabilni, musi se velikost elektrického napéti nastavit
umérné k pratoku polymerni kapaliny zvldknovaci jehlou. Pfi zvySujicim se napéti
dochazi k urychlovani toku elektrond, a tim i ke zvySovani rychlosti pritoku polymerni
kapaliny tryskou. Pomoci téchto parametrii je také mozné do znaéné miry ovlivnit
vyslednou morfologii vlaken, zejména jejich primér. Pti nizkém elektrickém napéti a
nizké viskozité polymerniho roztoku dochazi k tzv. Rayleighove nestabilité, kterd ma za
nasledek rozpad vladkenné struktury a vzniku perlickového efektu (viz kapitola 1.2.3.2
této prace). Pii vysokém elektrickém napéti vznikaji dal$i dva druhy nestability

(bending a whipping), které ztencuji a prodluzuji vldkna [1] [2] [19].

1.2.4 Elektrostatické zvlakiiovdni do kapaliny (Wet electrospinning)

Elektrostatické zvlaknovani do kapaliny il i

je modifikaci klasického zvldknovani na T
zdsoba polymerni kapaliny

rovinny kolektor, ktery je umistén na

vzduchu (obr. 1). Jako kolektor se vyuziva
zdroj vysokého napéti

nadobka s vhodnou kapalinou, kterd je

stejné¢ jako piiklasickém elektrostatickém o s )

o polymenni tryska
zvlaknovani uzemnéna nebo nabijena /
opanym nabojem nez elektroda. Tato @)

metoda  umoznuje  vytvaret objemné .
L yt d nddobka s kapalinou

vldkenné struktury, kterych pti zvldknovani
na vzduchu nelze docilit. Dal§i mozné
vyuziti je vyroba nanovldkennych niti [1]

[2]1 [7]1[9]. O kolektor

Mo s . uzemnéni
Parametry zvldknovani jsou obdobné

Obr. 3: Schéma mozné zvlakiovaci soustavy
pro elektrostatické zviaknovani z jehly do

Dilezitou roli zde hraje vhodn& pouzita nddobky s kapalinou.

jako u zvldknovani na rovinny kolektor.

kapalina kolektoru, ktera vyrazné ovlivituje strukturu vldken a celé vldkenné struktury.
Vlivem povrchového napéti kapaliny kolektoru se vlakna budou zachytavat na hladiné

nebo nofit pod hladinu. Zména povrchového napéti tak umozniuje vyrobu rozdilnych
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vldkennych struktur (niti, chomacku, aj.). Oproti klasickému zvldknovani spociva
vyhoda ptedev§im v manipulaci s vldkennou strukturou. Stou lze libovolné
manipulovat, aniz by doslo k vyraznému poskozeni materialu [7] [8].

Zvlaknovani do kapaliny se zacalo rozvijet pomérné¢ nedavno a v soucasné dob¢ se
jedna pouze o laboratorni metodu. I pifesto vSak dosahuje pomérné zajimavych
vysledki, které se daji vyuzit pfi vyrobé nanovldkennych scaffoldi v tkanovém
inzenyrstvi, elektrotechnickych aplikacich, sana¢nich technologiich a dalsich odvétvich

[71 18] [9].

1.2.4.1 Vyroba nanovldkennych niti pomoci zvlakiiovani na hladinu kapaliny

Jedno zmoznych vyuziti elektrostatického zvldknovani do kapaliny je snimani
nanovldkenné vrstvy z hladiny. Timto zpisobem se daji vyrabét v laboratornim métitku
nanovladkenné ptize. Jedna se o pomérné¢ o jednoduchy zptisob vyroby, ktery vykazuje
vysokou miru uspofadani vldken v ptizi.

Nanovldkenné nit¢ byly vytvofeny naptiklad z polyvinylidenfluoridu (PVDF),
polyvinylacetatu (PVAc) a polyakrylonitrilu (PAN). Jako rozpoustédlo pro PVDF byl
pouzit N,N-dimethylacetamid, pro PVAc a PAN pak N,N-dimethylformamid [7].

Polymer koncentrace  Zvlaknovaci  Vzdalenost mezi
) (hm%) napéti kapilarou a kolektorem
(kV) (cm)
PVDF 15 20 20 20
PVAc 18 15 20
PAN 5 15 20

Tabulka 1: Parametry elektrostatického zvidknovani na hladinu
kapaliny pro tvorbu nanovidkenné prize[7].

Zvlaknovaci soustava se skladala ze sklenéné pipety, odkud byl vlivem gravitace
davkovan roztok polymeru (cca 1 ml/h). Elektricka vodivost polymeru byla zajisténa
vloZzenim médéného dratku do roztoku. Pro zachytdvani nanovldken byla pouzita
sklenéna Petriho miska s vlozenou kovovou desti¢kou, kterd byla uzemnéna pomoci
meédéného dratku, ktery byl veden ptes okraj misky. Jako lazeni byla pouzita destilovana
voda. Parametry vzorkl a napéti jsou popsany v tabulce 1. Celd zvlakiiovaci soustava,

vetné nasledného odtahu ptize je zndzornéna na obr. 4 [7].
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napajeci +15 KV,

zdroj

odebiraci valec

Pasteurova pipeta

nanovlakenna nit

mélka nadobka s
kapalinou

7

uzemnéna elektroda v lazni

Obr. 4: Navijeni nité z bazénku s uzemnénou elektrodou [7].

Z vysledkii bylo patrné, ze veskerd ptize vykazovala vysokou miru usporadani
vlaken. Se zvySujici se koncentraci rostly priméry vldken a snizovalo se mnoZzstvi
perli¢ek ve struktufe. Rozdil je dobfe vidét na obr. 5, kde jsou ukdzany ptize z 20 hm%

PVDF (obr. 5a) a 15 hm% PVDF (obr. 5b) [7].

n

JR7 = 4

Obr. 5:Priklady nanovldkennych niti vyrobenych elektrostatickym zvlaknovanim na hladinu kapaliny
a) 20hm% roztoku PVDF, nit vykazuje nizky pocet perlicek a vysoky primeér vidken.
b) 15hm% roztok PVDF, nit vykazuje vysoky pocet perlicek a nizky primer vidken.[7]

Proces ziskavani nit¢ byl autory c¢lanku rozdélen do tfi fazi. V prvni fazi se
shlukovala ndhodné orientovand vldkna na hladin€é. Za ptsobeni tahovych sil se ve
druhé fazi vlakna formovala do uspotadanéjSiho naptimeného 2D utvaru a byla tazena
smérem k okraji Petriho misky. Tteti faze pak probihala na rozhrani voda-vzduch, kdy
byl vldkenny utvar vytazen z kapaliny. Vlivem povrchového napéti zbyvajici vody se
vlakna shlukovala do 3D tutvaru, ktery byl nazvan niti [7].

Vysledky také ukazaly, ze pouzitim NaCl nebo povrchové aktivnich latek, se vlakna

neshlukovala na hlading, ale klesala pod ni. To mélo za nasledek zvySeni tahovych sil
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na vladkna a zhorSeni stejnomérnosti a napiimeni vladkenné struktury. Dalsi vliv
elektrické vodivosti a povrchového napéti neni v této publikaci popisovan [7].

Jiny clanek popisuje  vyrobu nekoneéné nanovldkenné nit€ pomoci
hydrodynamickych interakci, pomoci kterych bylo manipulovano s elektrostaticky
zvldknénymi vlakny. Tato manipulace dala vldknim pozadovanou orientaci. Pro
experiment byl pouzit kopolymer polyvinylidenfluoridu a hexafluorpropylenu
(PVDFco-HFP) v rozpoustédle 40 % dimethylacetamidu a 60 % acetonu v koncentraci
8, 10 a 12 hm% PVDFco-HFP [8].

Zvlaknovaci sestava byla popsdna na nasledujicim schematickém obr. 6, ktery
znazornuje jak zvlaknovaci, tak odtahovou cast. Polymer byl ptivadén do tupé jehly
pfipojené¢ na kladny p6l zdroje o elektrickém napéti 12 kV. Jehla byla vzdalena od
hladiny 12 cm. Odtah nanovlédken byl zajistén pomoci vodniho viru, ktery vznikal ve
valcové nadobé vlivem pratoku vody skrze otvor ve dné bazénku o velikosti 5 mm v
praméru. Nanovlakennd nit byla odtahovdna na odtahovy valec a piebytecnd voda byla
zachytdvana do spodni nadoby, ze které byla za pomoci Cerpadla ptecerpavana zpét do
bazénku. V bazénku byl umistén uzemnény drat, ktery slouzi ke sbéru ndboje po

zvldknéni [8].

zvlaknovaci jehla

zdroj vysokého napéti Faze 1
nanovlikenna vrstva Elektrospinning a sbér nano-

vldken na vodni hladinu

bazének \
—{ |
vodni vir ~.,___ﬁ___‘-_’ - Faze 2
—w__ vtahovani zasoby vlaken do
ger T b\ 4 i 1. viru
M — = =
= ———— Faze 3
ulozena vlakna stazena do
nanovlikenns nit -1 \ pfize na vystupu z otvoru,
& shromazd’ovana na valci
B _;_ g =) ( ' Faze 4
' — g recyklace vody

sbérna nadrz / e

Obr. 6: Schematicky postup pri vyrobé nanovldakenné nité pomoci hydrodynamickych sil[8].
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Vldkna dopadala na hladinu a byla okamzité zachytdvana do proudu rotujici kapaliny
a unaSena k otvoru ve dné. V tomto okamziku dochazelo k shlukovani nanovlakenné
sité¢ a vzniku ptize, ktera byla dale orientovana ve sméru vytékajici vody. K dalSimu
zvySovani orientace a celistvosti pfize dochazelo pomoci tahové sily pfi navijeni na
odtahovy vélec. Porovnani pfize pied odtahem na trn a po plsobeni tahové sily pii

navijeni, bylo ukdzdno na obr. 7 [8].

Obr. 7: SEM snimky nanovldkenné nité vyrobené elektrostatickym zviakniovanim s vyuZitim
hydrodynamickych sil: (a) bez tazeni na vzduchu, (b) po odtahu na vzduchu pri navijeni na sbérny
valec. [8]

1.2.4.2 Nanovldkenné membrdny

Metoda wet elektrospinning se da také uspéSné vyuzit pro vyrobu nanovlakennych
membran, které lze vyuzit jako separdtory tézkych kovii z vody. Vyuziva se zde
pfedevsim vysoky mérny povrch nanovldkennych materialti a schopnost polymeri, jako
je napft. polyetylenimin (PEI), adsorbovat na sebe ionty tézkych kovt [9].

Pro vyrobu takovéto membrany byl pouzit roztok ze dvou polymerti: 6 hm %
polyvinylalkoholu (PVA) ve vodé a 50 hm % PEI ve vodé&. Pro zlepSeni zvlakiiovani byl
jesté ptidan sodium dodecyl benzensulfoniat (SDBS) a to v 0,1% hm koncentraci
(vztazeno na hmotnost polymerniho roztoku PEI/PVA). PVA zde byl pouzit jako
substrat, ve kterém byly ulozeny segmenty z PEI [9].

Samotné zvlaknovani bylo provedeno na specidlné sestavené zvlakiovaci sestave,
ktera byla svym provedenim odlisné od sestav, které byly v této praci doposud uvedeny.
Jeji schematické zapojeni je zndzornéno obr. 8. Zvlakiiovaci jehla s polymerem byla

pfipojena na kladny pol stejnosmérného zdroje a napajena 15 kV. Vzdalenost mezi ni
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auzemnénym kolektorem byla 15cm a polymerni roztok se davkoval rychlosti
0,36ml/h. Jako kolektor byl pouzit kovovy buben, ktery se brodil v koagulac¢ni 14zni a
zachytaval nanovldkennou membranu rychlosti cca 3m/min. Kolagula¢ni lazenn byla
slozena ze sitovaciho C¢inidla glutaraldehyd (25% vodny roztok) a N, N-
dimethylformamidu (DMF) v poméru 1:20. Takze jiz pti samotné koagulaci dochazelo
k zesitovani PVA. Timto bylo dosazeno vyrazné lepSich vysledkii, nez pii klasickém
postupu zvlakiiovani a sitovani ve dvou krocich [9].

zdroj elektrického
— napéti_+15 kV

_ ' i v
e —— | Power supply

davkovaci pumpa * /

kolagulacni lazen |

Obr. 8: Schematické zapojeni sestavy na vyrobu nanovlakennych vrstev z PEI/PVA
stabilizovanych vici piisobeni vody/[9].

Stejné jako v ptredesSlych popsanych experimentech byla 1 zde morfologie
nanovldkennych membran ovliviiovana ptedev§im hmotnostnim podilem polymeru ve
zvlédknovacim roztoku. V tomto ptipadé vSak zdviselo taktéz na poméru mezi obéma
polymery (PEI/PVA). Vyzkumnici se zaméfili na porovnani dvou metod zvldknovani se
sitovanim, a to na klasickou dvoustupiiovou metodu (zvlakniovani a sitovani ve dvou
krocich) a jednostupiiovou metodu (zvladknovani do koagula¢né-sitovaci lazn€). Na
obr. 9 A — C je porovnan vliv poméru PEI/PVA ve zvlakiiovacim roztoku na morfologii
vlaken v pripadé pouziti dvoustupniové metody. Byl zde jasné patrny nariist priméru
vldken az do piekroceni kritického poméru, ktery mél za nasledek rozpad vldkenné

struktury a vznik slepenct, které zcela zalepily pory mezi vlakny (obr. 9 D — E) [9].
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Obr. 9: SEM snimky nanovlakenné membrany PVA/PEI elektrostaticky zvidknénych na
rotujici valec brodict se v koagulacni lazni se sitovadly: suché zviaknovani pred zesitenim:
A 20/80, B 50/50, C 90/10; suché zvlaknovani po zesiténi: D 20/80, E 50/50,F 90/10;
mokré zvlaknovani: G 20/80, H 50/50, 1 90/10; [9]

Pti zvlaknovani jednostupnovou metodou byl opét ménén pomér mezi jednotlivymi
polymery. Bylo dokézdno, ze pii jednostupiiovém zvlaknovani doslo k eliminaci
kritického poméru PEI/PVA, a i pti poméru 90/10 nedochazelo k zaslepeni pori [9].

Pti sledovani adsorpcnich schopnosti membrany bylo prokazano, Ze s rostoucim
podilem PEI v polymernim roztoku, rostla i jeji adsorpcni schopnost. Tato zavislost
nebyla linearni, jak ukazuje graf 1. Autofi ¢lanku toto vysvétluji tak, Ze pfi zvySujicim
se podilu PEI v polymernim roztoku dochdzelo k tvorbé hrubsich vladken a tim ke

snizeni mérného povrchu membrany [9].

1201

| B Cua)
100 @ Pb(ID)
= 80 B Cd(ID)
o
o 60
£
o 40
o
20
0

20/80 50/50 90/10
PEI / PVA (hmotnostni podil)

Graf 1: Adsorpcni kapacita PEI/PVA nanovidkenné membrany s riiznym hmotnostnim
podilem PEI/PVA. Pocatecni koncentrace kovovych iontii 100 mg.I”" [9].
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Pro praktické wvyuziti je dilezité, aby membrana umoziiovala desorpci
adsorbovanych ionti kovli za ucelem snadné recyklace. Bézné pouzivané postupy
desorpce iontl tézkych kovll za pouziti kyseliny dusi¢né nebo kyseliny chlorovodikové
zde nebyly pouzity z divodu mozné degradace PVA. Namisto toho byl pouzit roztok
EDTA (kyselina etylendiamintetraoctovd), u kterého se ukazalo, ze jeho pfitomnost
zajistuje velkou desorpéni schopnost membrany (az 99 %) aniz by byla sniZzena jeji

nasledna schopnost adsorbovat. [9]

1.3  Scaffoldy

Scaffoldy, neboli nosi¢e bunék, jsou nedilnou soucésti regenerativni mediciny
a tkdnového inzenyrstvi. Nabizeji alternativni moznosti k transplantaci celych organt a
tkani. Aby bylo mozné ziskat novou tkan, musi byt splnény tti faktory: i) buiiky jsou
oddéleny a odebirdny z darcovské tkané pacienta (tzv. autogenni buiky); ii) jako
tkanové scaffoldy jsou pouzity biokompatibilni materidly, ve kterych jsou bunky
uchyceny a kultivovany, coZ umoziiuje implantaci na pozadované misto v poSkozené
tkani; iii) je zapotiebi pouzit ristové faktory, které podporuji a / nebo predchazeji
adhezi bungk, proliferaci, migraci a prodiferenciaci mezenchymalnich kmenovych
bunék (MSC). Z téchto tii klicovych komponenti mohou pravé scaffoldy hrat velmi
dulezitou roli v regenerativni medicing a tkafiovém inzenyrstvi. Ukolem scaffoldt je
totiz vyvolat a stimulovat riist bunék nasazenych v jejich porézni struktuie nebo
umoznit migraci buitkdm z okolni tkan¢, ptipadné napodobovat extracelularni matrix

(ECM), (mezibunéénou hmotu) [10].

1.3.1 Scaffoldy pro kosti a chrupavky

V ptipadé¢ onemocnéni chrupavek je kazdy rok ve Spojenych stitech americkych
provedeno vice nez tfi miliony operaci kolenich, kyc€elnich, a jinych kloubd. Mezi
nejCastéjSi onemocnéni patii artritida, kterd casto vznika v disledku poskozeni
chrupavky, zraneni pii sportu, ¢i jinych traumat nebo nadmérnou zatézi. Tato
degenerace chrupavky spolecn¢ s jeji neschopnosti samostatné regenerace vede k dalsi
degradaci kloubii. Nejedna se ale pouze o onemocnéni kloubti dolnich koncetin. Velice
Casto byvaji postizeny také klouby v oblasti hlavy a krku. Velka ¢ast pacientti nakonec
potfebuje chirurgickym zdkrokem chrupavku nahradit. Podobn¢ lze také postupovat u
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rekonstrukce septa (chrupavcitd nosni prepazka), rekonstrukce usi, laryngotrachealni
vychlipky (vyrastek v oblasti hrtanu), apod. [10]

V praxi (mimo CR) se vyuziva k regeneraci chrupavky kmenovych bunék, které jsou
odebrany z kostni dfen¢ nebo zdravé chrupavky pacienta. Tyto buiiky jsou rozdéleny na
jednotlivé chondrocytové burky za pouziti enzymtl, napiiklad kolagendzy, a nasledné
kultivovany in vitro, aby bylo ziskano jejich dostatecné mnozstvi. Chondrocytové
buiky nebo chondrogenezované kmenové builky jsou pak nasazeny na porézni
synteticky scaffold. Takto pfipraveny §té€p je nasledné kultivovan v bioreaktoru, dokud
nedojde k uchyceni a namnozeni bunék. PoSkozena tkan je odstranéna, a Stép je
implantovan do poSkozené¢ho mista v téle pacienta. Biodegradabilni scaffold je diky
fyziologickym procestim v téle rozkladan a chondrocytové bunky, produkujici kolagen
a glykosaminoglykany, si misto n&j vytvaii své vlastni ptirozené ECM, ¢imz dochdzi

k postupné regeneraci chrupavky [10].

1.3.1.1 Pozadavky na scaffold pro kosti a chrupavky

Vzhledem k tomu, ze vétSina typti sav€ich bunék, tedy i lidskych, jsou zavislé na
uchyceni k substratu, je velice dulezité, aby pouzité scaffoldy splhovaly zakladni
pozadavky pro jejich zdarné preziti, proliferaci a migraci bunék do ostatnich ¢asti
scaffoldu [10].

FyzikdIné-chemické pozadavky na scaffold jsou: poskytovat dostate¢nou podporu
pro ruast tkani; zajistit dostate¢nou adhezi bunék a podpofit jejich chemickou odezvu
(cellular response); biokompatibilita a biodegradabilita; vysoka porovitost s velkym
mérnym povrchem a objemem; mechanickd odolnost a rozmérova stabilita;

sterilizovatelnost, apod [10].

1.3.2 PouZivané materidly

Porézni 3D scaffoldy lze vyrobit z pfirodnich nebo syntetickych polymerq,
keramiky, kompozitnich biomateridlli, materidld uvoliujicich cytokiny (signalni
proteiny) a v mensi mite také z kovu [10].

Pti vybéru vhodného materidlu pro konstrukci scaffoldu hraje hlavni roli pozadavek
na jeho biokompatibilitu. Rozumi se tim vlastnost materialu byt pfi specifické aplikaci
snasen zivym organismem [10]. Biokompatibilni materidl nesmi poSkozovat in vivo
normalni télni funkce, tedy nesmi vyvolavat zadné zanétlivé, alergické, toxické ani
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imunologické reakce, nesmi ovliviiovat srazlivost krve nebo stimulovat zmény
v plazmatickych proteinech a enzymech, dale nesmi vyvolavat karcinogenni, mutagenni

nebo teratogenni (celkové zmény) ucinky na okolni tkané [11].

1.3.2.1 Syntetické polymery vhodné pro tvorbu scaffoldii pro tkdriové
inZenyrstvi

Syntetické polymery jsou jedny znejvice pouzivanych materidli v tkanovém
inzenyrstvi. Je to dano predev§im snadnym fizenim jejich fyzikalné-chemickych
vlastnosti, dobrou mechanickou odolnosti, zpracovatelnosti a nevyskytujicich se
imunogenicitnich reakci (obranné reakce organizmu). Oproti organickym polymerim je
pak vyhoda pfedev§im v cen¢ a odpada problém s nechténou kontaminaci v disledku

jejich izolovani z rostlinné, zvireci nebo lidské tkané [10] [11].

Poly(e-kaprolakton) PCL

PCL je hydrofobni, semikrystalicky, mékky polymer, s T, (-60 °C) a Ty (55—
60 °C), chemicky se taktéz tfadi mezi polyestery a je pfipravovan katalytickou
polymerizaci s otevienim laktonového kruhu (¢ — kaprolaktonu). Autofi ¢lanku [23]
uvadéji, Ze za riizné definovanych podminek, lze pouzit jako katalyzator rizné kovové a

nekovové prvky ¢i organické slouceniny [12] [23].
)
e
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)

Obr. 10: Polymerace poly(e-kaprolaktonu) oteviranim kruhu e-kaprolaktanu.

PCL je vyznamny také pro svou biokompatibilitu (snaSenlivost s Zivymi organismy)
a biodegradabilitu (schopnost rozkladu Zivymi organismy). Sir§imu vyuziti PCL, jako
Cistého polymeru, v oblasti tkdnového inzenyrstvi, vSak brani jeho relativné dlouhd
doba resorpce (uvolnéni a vstiebani) docasnych implantatd [13]. Rychlost této
degradace zavisi na vhodnych okolnich podminkidch a také na stupni krystalinity
polymeru. S jeji vzriistajici hodnotou rychlost degradace klesa [24].

V soucasné dobé, se PCL pouzivda v mnoha medicinskych a biomedicinskych

aplikacich, naptiklad jako Sici nité, pro dlouhodobé uvoliovani 1é¢iv (enkapsulaci),
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tkanové inzenyrstvi, k regeneraci pokozky, tvorbu podpor pro rist fibroblasti a

osteoblastil, nebo nanokompozity pro regeneraci kosti [ 14].

1.3.3 Struktura scaffoldii

Kloubni a kostni §tépy musi splitovat specifické naroky na strukturu scaffoldu. Ten
musi byt dostatecné objemny a mechanicky odolny, aby pIné¢ vyplnil chybé&jici tkan
a odolal 1 naslednému mechanickému namahani nez dojde k jeho vstfebani télem
pacienta.

Pro tyto aplikace by mohly byt vhodné polymerni scaffoldy, které se vyrabi
elektrostatickym zvlakiiovanim do kapaliny. Aby bylo dosaZeno dostatecné porézni a
zaroven co nejvice homogenni objemné struktury, je nutné po zvlaknéni do kapaliny
vzorek lyofilizovat a po ziskdni dostateéného mnozstvi materidlu lisovat za zvySené
teploty [15].

Porézni povrch struktury je dilezity nejenom pro lepsi uchyceni bunek, ale také pro
ptenos kysliku a Zivin k buiikdm a jejich dobry rist. Velikost lidské buiiky neni mensi
nez jeden mikrometr, je tedy nutné zajistit dostatecnou velikost pord, aby bylo
umoznéno buiikdm prorustat i do vnitiku struktury. Jediné tak je mozné, aby scaffold
plnil funkci pfirodntho ECM. Vysoce porézni vlaknitd struktura scaffoldu navic
umoznuje odstraiiovat metabolické odpady bunécné cinnosti. Z téchto divodd je
nezbytné vyvinout techniku zajiStujici relativné velké pory uvnitt elektrostaticky

zvldknéného scaffoldu, pfi zachovani jeho geometrie a stability béhem riistu bunék [16].

1.3.4 Aplikace scaffoldii

Jako priklady aplikace scaffoldii vyrobenych wet elektrospiningem jsou zde uvedeny

dva ¢lanky vénujici se vyvoji pro aplikaci v oblasti kosti a chrupavek.

1.3.4.1 Vysoce porézni scaffoldy z poly(s-kaprolaktonu)

Pro vyrobu byl pouzit roztok 10 hm % poly(e-kaprolaktonu) rozpusStény
v chloroformu s ptidavkem (0,5; 1; 2 g) metoxy-polyetylenglykolu (MPEG), ktery byl
nasledné zvlaknovan z jehly pfi napéti 22kV ve vzdalenosti (jehla-kolektor) cca 18 cm.
Jako kolektor byl pouzit uzemnény bazének s vodni 1azni. Nanovlakenna struktura se

nasledné¢ 24 h vakuoveé vysousela [16].
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Poté byly provedeny testy s mySimi osteoblasty MC 3T3-El, které byly nasazeny
v mnozstvi 5 - 10* bunék - cm™2. Po kultivaci byly testovany po 1. a 3. dni. V kazdém
testovacim dni doSlo nejprve k proplachnuti struktury a odstranéni neadherovanych
bunék pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS) a fixaci adherovanych bunék pomoci
2% roztoku glutaraldehydu. Po dehydrataci prostfednictvim etanolové tfady (50 — 100
%) byly vzorky vysuSeny a zkoumany na SEM [16].

Z vysledkl je patrné, Ze pii pouziti Cistého PCL bez piidavku MPEG vznikla
vldkennd struktura s velkymi mezivlakennymi pory, nicméné vlakna maji hladky
povrch. Se zvysujici se koncentraci MPEG v polymernim roztoku dochazelo k naristu
priméru vldken, ale zaroven se zacala na jejich povrchu objevovat porézni struktura. Pii
dosazeni poméru 25g/4g PCL/MPEG doslo k morfologické zmén¢. Na povrchu vldken
se prestaly vyskytovat péry a misto nich se vytvorily ovalné utvary, podobné zrnkiim
ryze. Jak je patrné z obr. 11, mikrovldkna obsahuji dostatecné velké pory s dostate€nou
hloubkou na to, aby poskytly potiebnou oporu pro rast bunék v celém svém objemu.
Vznik pord autofi ptipisuji rozpousténi a vymyvani MPEG ve vodni 14zni po zvlaknéni.
Muize za to dobra rozpustnost MPEG v chloroformu, coz spole¢n¢ s PCL umoziiuje jeho
zvladknéni a nasledné rozpusténi ve vodni 14zni. Vyplavovani MPEG z vldken vSak neni
uplné a zistava zde urcité stopové mnozstvi, které je na makromolekularni Grovni pevné
vazané¢ na PCL. Toto stopové mnozstvi ma vsak pozitivni efekt v podobé zlepsené
smacivosti povrchu vldkna, které usnadniuje jeho pouziti v tkanovém inzenyrstvi [16].
Pro zjisténi adheze a Zivotaschopnosti bun¢k na vlakenné struktute bylo provedeno
testovani v 1. a 3. den po nasazeni bunck. Béhem prvniho dne proliferace nebyl patrny
zadny rozdil mezi poréznimi a neporéznimi vlakny (s a bez ptidavku MPEG). Autofi to
ptipisuji tomu, ze buitky béhem prvniho dne pronikaly nejprve do pért, proto nedochédzi
k viditelnému nartstu na povrchu vldken. Naopak vysoka proliferace byla patrna pti
tretim dni testovani, kdy porézni vlakna vykazovaly daleko lepsi vysledky nez vlakna
neporéznich (obr. 12). To by mohlo byt zplisobeno nejenom porézni strukturou, ale i
obsahu stopového mnozstvi MPEG, které zlepSuje hydrofilitu povrchu a zajiStuje tak

lepsi adhezi bun€k po celé plose vldkna [16].

27



Obr. 11: SEM snimky vidkenné struktury PCL, zvlaknovanych elektrostatickym zvldknovanim
z jehly do bazénku s kapalinou, s obsahem (4) 0,5; (B) 1, (C) 2 a (D) 4 g MPEG v 25 g roztoku
PCL. Viozene obrazky znazornuji kontaktni vihel na povrchu viaken [16].

Obr. 12: SEM snimky vidkenné struktury PCL, zvlaknovanych elektrostatickym zvldkiiovanim
z jehly do bazénku s kapalinou, s obsahem (4) 0,5; (B) 1, (C) 2 a (D) 4 g MPEG v 25 g roztoku
PCL. Viozenée obrazky znazornuji kontaktni ithel na povrchu vidken. [16].

Z vysledki, které popisuje tento Clanek, je zfejmé, Ze timto zplisobem lze Usp&Sné
vyuzit PCL jako vychozi material pro tvorbu polymernich scaffoldi za pomoci wet
electrospinningu. Z toho divodu byl pouzit jako vychozi material pro vyvoj scaffoldu

v této praci [16].
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1.3.4.2 Vysoce porézni scaffold pro regeneraci kosti

Pro vyrobu tohoto scaffoldu byl pouzit polymerni roztok 13 hm % poly(p-diaxanon)-
b-poly(trimetylen karbonat-co-g-kaprolakton) v hexafluoroisopropanolu. Ten byl
elektrostaticky zvldkiiovan do metanolové koagulagni lazng&. Jehla byla napajena 13kV"
a byla umistétna 15cm nad hladinu uzemnéného kolektoru. Vysledkem byla
nanovladkenna struktura rozptylend v koagulacni lazni. Pro jeji separaci byla pouzita
metoda lyofilizace (blize popséna v kapitole 1.4). Lyofilizovand nanovldkna byla
nasledné stlacena pii teploté¢ 70°C, aby bylo docileno homogenni porézni struktury.
Vysledkem byla houbovitd 3D struktura, kterd byla zamrazena v tekutém dusiku
a rozfezana na vzorky pro testovani nasazenim mysich osteoblastti. Pro biologické testy

byly pouzity mysi osteoblasty MC 3T3-E, které byly kultivovany a nasazeny na scaffold

2

v mnozstvi 5+ 10%bunék - cm™

bungk [15].

. Nasledovalo testovani v 1., 4. a 7. den po nasazeni

\'\__ I 1 " i | AT VY v E

Obr. 13: SEM analyza 3D poly(trimetylkarbonatu-co-e-kaprolaktonu)-b-poly(p-dioxanonu) scaffoldu
a) po zvldkiovani na kovovou desku (méritko 50 um), b) wet electrospinning pred tepelnym stlacenim
(meritko 100 um), c) wet electrospinning po tepelném stlacenim (méritko 100 um). [15]

Pti zvlaknovani na rovinnou desku bylo dosazeno vldkenné struktury se stfedni
hodnotou priméru vldken 1,7 + 0,2 um. Pfi stejnych parametrech zvldknovani do
kapaliny se stfedni hodnota priméru zvysila na 2,3 + 0,3 um, nicméné bylo docileno
vys$si porozity (obr. 12). Po lyofilizaci vykazoval scaffold 90% porézitu s velikosti pora
18,2 £ 6,6 um (obr. 13). Vytvari tak idedlni strukturu pro naslednou proliferaci, migraci

a propojeni bunék se sousedni tkani pacienta [15].
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Obr. 14: 3D scaffold poly(trimetylkarbonatu-co-e-kaprolaktonu)-b-poly (p-dioxanonu)
a) vysuseny vzorek po lyofilizaci, b) vysuSeny vzorek po lyofilizaci a nasledném stlaceni. [15]

Pti testovani bun€k v jednotlivych testovacich dnech byla zaznamenéana velmi rychla
migrace bun€k. V prvnim dni byly builky pozorovany v tenkém a uzkém utvaru (obr.
15 a, d), odkud se nasledné¢ rozsitily do témét celého scaffoldu, jak ukazuje snimek ze
4. testovaciho dne (obr. 14 b, e). Velikost buiiky se pak oproti prvnimu dni zvétsila 5 -
10x. Pfi sedmém testovacim dni jiz bylo velmi obtizné rozeznat hranice mezi
jednotlivymi buiikami, jelikoz k sobé velice tésné pfilnuly a kompletné obalily strukturu
scaffoldu (obr. 14 ¢, f). Rychlou migraci bun¢k autofi ¢lanku vysvétluji pozitivnim
vlivem poro6zni struktury scaffoldu. Byla pozorovdna vysoka troven Zivotaschopnosti
bun€k ve srovnani s nasazenim bunék na strukturu, kterd byla zvlakniovana na rovinnou
desku. To naznaCuje, ze scaffold poskytuje pfiznivé podminky pro diferenciaci

osteoblastll, v€etné bunééné migrace a proliferace [15].
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br. 15: SEM analyza MC3T3-E1 bunék nasazenych na scaffold. 1. den (a, d), 4. den (b, e), 7. den (c, f)
po nasazeni. [15]
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1.4 Lyofilizace

Lyofilizace, neboli vakuové vymrazovédni, je metoda suSeni vlhkych materiald.
Vyuziva se predev§im pro materidl, ktery nesnese vyssi teploty, jako jsou napiiklad
buniky nebo bakterie. Jednd se o sublima¢ni metodu suSeni pfi nizkém tlaku. Cely
proces lyofilizace lze rozdélit do tiech fazi [21].

V prvni fazi se material zmrazi na teplotu pod bod mrazu (-10°C — -50°C), kdy se
zacnou tvofit ledové krystalky, dokud nedojde ke kompletni zméné skupenstvi roztoku.
Zmrzly roztok mize byt krystalicky, semikrystalicky nebo amorfni. Ve vzorku i pfes
uplné zmrazeni zlstava malé procento vodnich molekul, které se nazyvaji ,,vazana
voda“ [21].

Ve zbyvajicich dvou fazich dochazi k suseni materialu. Béhem prvniho suseni, které
probiha za snizené¢ho tlaku (v fadech jednotek pascalu), dochdzi k sublimaci krystalkti
ze zmrzlého vzorku. Police lyofilizatoru jsou vyhfivany takovym mnoZstvi tepla, aby
nedochdzelo k tani vzorki, ale pouze k ptechodu zmrzlé¢ vody z pevné faze do plynné.
Susici proces za¢ind v misté¢ kontaktu suSeného materidlu s polici a postupuje dal
k povrchu. Aby nedochéazelo, vlivem sublimovanych par, ke zvySovani tlaku v komote,
jsou tyto pary odvadény ke kondenzatoru, kde opét mrznou na led. Prvni stupen suseni
je Casové narocny a trva n€kolik hodin az dni. Pokud je potieba dosahnout jesté sussiho
stavu, pristupuje se k druhé fazi suSeni, kdy je odstranéna i absorbovand voda. Druha
faze suseni probihd opét za snizené¢ho tlaku, ale s teplotou nad bodem mrazu. Ta, dle
typu lyofilizadtoru, miize dosahovat az 40°C. Po skonceni lyofilizace zlstava ve vzorku
1-4 % vody [21].

Vyuziti lyofilizace pro ziskani vysoce poréznich nanovlakennych vrstev, ziskanych
elektrostatickym zvlakniovanim, je popsan v ¢lanku [15]. Nanovladkenna vrstva zde byla
vytvofena pomoci elektrostatického zvldknovani do metanolu. Poté byla vymyta

destilovanou vodou a ziskany vzorek byl lyofilizovan (viz kapitola 1.3.4.2 této préce).
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2. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této prace se zabyva konstrukei a inovaci zvlaknovaci soustavy
pro elektrostatick¢é zvlaknovani do kapaliny se zaméfenim na vyrobu poréznich
vlakennych materiali vys$S$i ploSné hmotnosti. Konstrukce zvldknovaci soustavy,
parametry zvlakiovani, a pouzit¢ materidly jsou uzplsobeny vyrobé scaffoldi pro

tkanové inzenyrstvi.

2.1 Materialy

V této kapitole jsou vyjmenovany materidly, které byly pouzity pro vyrobu a

testovani vzorkli uvedenych v experimentalni ¢asti této prace.

Poly(e-kaprolakton) Mn =45 000, CAS: 24980-41-4, Sigma-Aldrich spol. s r.o.

Trichlotmetan CAS: 67-66-3, PENTA s.r.o,

Ethanol p.a. CAS: 111-42-2, PENTA s.r.0,

PBS Fosfatovy puft, 0,15 M NaCL, Lonza Walkersville,
EDTA-Trypsin CAS: 9002-07-7, Sigma-Aldrich spol. s r.o0.,

DNEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich spol. s r.0.,
PI Propidium jodid, CAS: 25535-16-4, Sigma-Aldrich spol. s r.o.,
Glutaraldehyd CAS: 111-30-8, Sigma-Aldrich spol. s r.o0., €. Sarze:

Methanol CAS: 67-56-1, PENTA s.r.o, . Sarze:

Destilovana voda Laboratote KNT TUL, Ing. Denisa ZaleSédkova.

2.2 Metody

2.2.1 Elektrostatické zvldkriovani do kapaliny

Tato kapitola se bude zabyvat piipravou polymerni kapaliny pro elektrostatického

zvlaknovani do kapaliny, konstrukci a zdokonalenim zvlaknovaci aparatury.

2.2.1.1 Priprava zdsobniho polymernich roztoku
Zasobni roztok byl pfipraven v koncentraci 15 hm % z PCL a roztoku chloroform-
etanolu (9:1). Ten byl nasledné po dobu 24h michdn na magnetickém michadle, dokud

nedoslo k dokonalému rozpusténi polymeru.
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2.2.1.2 Konstrukce zvldkiovaci aparatury

Zvlaktiovaci aparatura vychazi z pfedchozich poznatk®i Bc. Michala Sepse [20],
ktery se elektrostatickym zvldknovani do kapaliny zabyval ve své bakalaiské praci. Jeho
konstrukéni feSeni bylo vyzkouseno a vyrazné¢ modifikovano, aby vyhovovalo pro
aplikace této prace.

Zakladem konstrukce se stal laboratorni stojan, ktery byl osazen pistovym
mechanismem pro davkovani polymeru a drzdkem injekéni stfikacky. Davkovani
polymeru bylo zajisténo davkovaci pumpou KDS-100 (KD Scientific, USA), kterd
pomoci hydraulického systému davkovala polymerni roztok z injek¢ni stiikacky (objem
15 ml) do zbrousené zvlakiiovaci jehly (vnitini pramér 0,8 mm). Ta byla napdjena

kladnym vysokonapétovym zdrojem Spellman SL 150 (Spellman Highvoltage, USA).

K usmérnéni nanovldken b&hem dévkovani polymeru
zvldknovani byl pouzit médény
vodi¢, ktery byl sto¢en do kruhu
o priméru 10 cm, vodivé
propojen se zvladknovaci jehlou a laboratorni stojan
umistén mezi jehlu a kolektor.
Jako kolektory pro zachytavani
nanovlakenné  struktury  byly
pouzity dva bazénky (Petriho
misky) o rozmérech: = 60 x 10 REHJEN T
mm a & 90 x 10 mm. Do stiedu |[SEE———=====
bazénkl byl vybrousen otvor pro
uzemnéni koagula¢nitho média
(etanol), ktery byl zespodu
zaslepen hlinikovym teré¢ikem
pro utésnéni auchyceni do

uzemneéni

odizolované¢ho stojanu. Ten byl a izolaéni deska._

vytvofen  z teflonového  vilce, Obr. 16: Zvldknovaci  sestava pro elektrostaticke
polyethylenové stabilizaéni desky — zvidkiiovani do kapaliny po ipravich.
a kovové tyCinky, kterd propojovala bazének se zemnicim kabelem. Cela sestava po

vSech upravach je zndzornéna na obr. 16.
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2.2.1.3 Priibéh zvldkniovani

Zvlaknovani probihalo pfi napéti +15 kV, které bylo ptfivedeno na injekéni jehlu.
Bazének byl zcela naplnén koagula¢ni 1azni a uzemnén. Pokud neni uvedeno jinak, byla
vzdy provedena série testl, kterd Citala pét zvlaknovani pii vzdalenostech (jehla —
hladina koagula¢ni 14zn€) od 7 do 11 cm s posunem o 1 cm. Rychlost ddvkovani se
pohyboval v rozsahu 1,2 — 1,8 ml/hodinu a byla upravovana v zavislosti na vzdalenosti
jehla — hladina. Okolni podminky nebyly nijak fizeny. Zvldknovani probihalo za
laboratorni teploty 21°C + 2°C s relativni vzdusnou vlhkosti 35% =+ 4% v digestofi

s odtahem.

2.2.2 Lyofilizace vzorkii

Ziskany vzorek nanovldken v bazénku se opatrné vymyval slabym proudem
destilované vody, dokud nedoslo k odstranéni veskerého etanolu. Vzorek byl nasledné
zamrazen v hluboko mrazicim boxu na teplotu -81°C po dobu 3 hodin. Zamrazené
vzorky se nasledn¢ umistily do lyofilizatoru (Telstar, LyoQuest -85), kde byly po dobu
24 hodin lyofilizovany.

2.2.3 Morfologie vidken

Z vytvotenych nanovldkennych struktur byly vytvofeny preparaty, které se pomoci
oboustranné lepici pasky uchytily na hlinikovy tercik a potahly se vodivou vrstvou zlata
(tloustka 7 nm). Néasledn¢ byly zkoumény na rastrovacim elektronovém rastrovacim

mikroskopu VEGA3 SB (TESCAN, CR).

2.2.4 Mikrobiologické in vitro testy

Aby bylo prokdzano, Ze je dand struktura vhodna pro tkanové inzenyrstvi, byly
provedeny zdékladni biologické testy nasazenim embryonalnich mySich fibroblasti.
Testy trvaly 15 dni. Pozorovani chovani nasazenych bunék probihalo pomoci

fluorescencni mikroskopie a SEM v 1., 4., 8. a 15. den od nasazeni.

2.2.4.1 Priprava nanovldkenného scaffoldu

Z vytvorené vldkenné struktury bylo vyfezano 12 vzorkli o priméru 6 mm, které
byly umistény do jamek v kultiva¢ni destic¢ce a nasledné sterilizovany 70% etanolem po
dobu 30 minut. Po sterilizaci se vzorky ptfenesly do sterilni kultiva¢ni desticky a byly
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zbaveny etanolu trojim vymytim sterilnim PBS. Vzorky byly rozdéleny do 4 skupin po
ttech vzorcich a oznaceny PI (fluorescencni mikroskopie), VZ (vzorek s buiikami na

SEM) a NG (negativni kontrola bez bun¢k na SEM).

Obr. 17: Dezinfekce 12 vzorku 70% etanolem.

2.2.4.2 Priprava a kultivace bunék

Pro testy byly pouzity mysi embryonalni fibroblasty 3T3-SA v kultivatnim médiu
DMEM (10% bovine calf serum, 1% antibiotikum), které¢ byly 10x pasazovany.
Pasazovani probihalo kazdé dva dny az do dosazeni 80% konfluence. Nasledné¢ bylo
kultivaéni médium odsato a ptidano 3 ml trypsinu — EDTA. Po cca. 5 minutach pfi
37 °C v inkubatoru se buiiky uvolnily ode dna nadoby a bylo pfidano kultiva¢ni
médium DMEM. Pomoci automatického pocitate bunck LUNA (Logos Biosystems,
Inc.-U.S.A) byl stanoven orientaéni pocet uvolnénych bunék 5 - 10* bunék - cm~2. Na
pfipravené nanovldkenné scaffoldy se aplikovalo 200 upl kultivaéniho média s 4 -
10*bunék - cm™2. Kazdé 3 dny se pak staré médium odsalo a pifidalo se 200 pm

nového DMEM.

2.2.4.3 Testovani fluorescenéni mikroskopii

V testovaci dny byl odebran vzorek, ktery byl oznacen jako PI (propidium jodid) pro
testovani na fluorescen¢nim mikroskopu. Ze vzorku bylo odsano kultivaéni médium
a pfenesl se do nové kultivacni desticky, kde byl 3x proplachnut PBS a nésledné
fixovan vymraZzenym metanolem po dobu 10 minut pfi 4 °C. Po fixaci byl opét
proplachnut PBS a nanesl se roztok PI, kterym se oznalily jadra bunék. Po deseti
minutach se vzorek 3x proplachl PBS a ponechal v temnu na testovani. Nasledovalo
testovani na fluorescenénim mikroskopu.
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Obr. 18: Priprava vzorku na fluorescencni mikroskopii a vymeéna kultivacniho média u ostatnich vzorki
pro dalsi testovact dny.

2.2.4.3 Testovdni na rastrovacim elektronovém mikroskopu

Pro testovani na SEM se pouzily vzorky oznacené jako VZ a NG. Nejprve bylo
odsato kultivacni médium a vzorky se piesunuly do nové kultivaéni desticky. Zde byly
proplachnuty PBS a fixovany 2,5% roztokem glutaraldehydu v PBS po dobu 10 minut
pti 4 °C. Nasledné se vzorky 3x proplachly PBS a dehydratovaly etanolovou fadou (60,
70, 80, 90, 96, 100% etanol) a nechaly se vysusit na teflonové podlozce po dobu 24
hodin. Pfed SEM se vzorky pomoci oboustranné lepici pasky upevnily na teréik
a pozlatily se v pokovovacim pftistroji Quorum QI50RES (Quorum Technologies, UK)
Nasledné¢ byly zkoumany na rastrovacim elektronovém rastrovacim mikroskopu

VEGA3 SB (TESCAN, CR).

2.3 Vyhodnoceni dat a diskuze

2.3.1 Zvldkriovaci aparatura a jeji modifikace

Na zacatku experimentii byla sestavena zvlaknovaci soustava dle parametra, které
popsal ve své bakalaiské praci Be. Michal Seps. Po vytvoreni nékolika zkugebnich
vzorkl nanovldkenné vrstvy bylo konstatovdno, Ze toto technické feSeni nezcela
vyhovuje pro potieby vytvofeni scaffoldu pozadovanych vlastnosti. Cilem bylo
vytvoteni struktury, kterd nebude ulpivat na sténdch bazénku, ale bude celym svym
objemem ponofend v koagulacni 14zni. Proto byly zkoumdany vlivy jednotlivych casti
aparatury na vznikajici nanovldkennou vrstvu. Jednotlivé c¢asti byly nasledné
upravovany, dokud nebylo dosazeno pozadovanych vysledkii. Jako koagula¢ni lazen byl
pouzit 100% etanol, ktery dle piedchozich pokusii vykazoval nejlepsi vysledky pfi

zvlaknovani PCL s rozpoustédly chloroform-etanol. Pro jeho nizké povrchové napéti se
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vlakna notila do kapaliny a neziistavala na hlading. Etanol je zaroven dezinfekéni

prostfedek, ktery neznecist'uje.

- zdroj yysokefio
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Obr. 19: Vychozi zvildknovaci aparatura, dle navrhu
Bc.Michala Sepse [20].

2.3.1.1 Vliv bazénku na nanovldkennou strukturu

Pro prvni pokusy byl pouzit bazének z teflonu (PTFE), ktery byl pro tyto ucely
pouzit jiz pii predchozich zvldknovanich. Po zahdjeni zvldknovani se vytvofila
polymerni tryska, kterd se vychylila o cca 60 ° od osy zvldknovani. Svou bicujici zonu
smétovala k mistu s nejvétsi plosnou hustotou ndboje (hrana bazénku). Zde dochazelo
k prvnimu ulpivéani vldken, které se dale sitily po hladiné kapaliny, dokud nedoslo k
vytvoteni souvislé kruhové vrstvy nanovlaken. Tato ,,membrana‘“ nasledn¢ nabyvala na
sile a svou hmotnosti se ve svém stiedu caste¢né notila pod hladinu. Vysledna vrstva

méla silu 1 mm, pficemz mikroskopické vlastnosti vzniklé vrstvy se nezkoumaly
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z dlivodu nestalosti vyrobniho procesu. Tento pokus byl opakovéan pii riizném nastaveni
sestavy (viz kapitola 2.2.1) a vzdy dochdzelo k jiz zminénému ulpivani vrstvy na
okrajich bazénku.

Pro lepsi porozuméni chovani vznikajici vrstvy bylo rozhodnuto vyzkouset bazének
ze skla, 1 kdyz se svymi fyzikalnimi vlastnostmi zna¢né li§i od PTFE (viz tabulka 2).
Pro ucely experimentu byly vybrany Petriho misky, které svymi rozméry vyhovovaly

jejich pouziti.

Material Konduktivita o (S'm™) p¥i 20 °C
Sklo 10" az 107"
PTFE 10%az 10

Tabulka 2: Vybrané hodnoty elektrické vodivosti materiali. [18]

Nasledné byla provedena série testl se stejnymi parametry, jako v pfipadé pouziti
bazénku z PTFE. Z makroskopického hlediska se celd soustava chovala stejné, jako pfi
zvléknovani do bazénku z PTFE. Pfi zvlakniovani bylo vidét, jak dochazi k ulpivani
vldken na hranu a sténu bazénku a pfi dostatecné¢ dlouhé dob& byla vytvofena stejna
makro struktura, jako pfi zvldknovani do bazénku z PTFE. Bazének ze skla byl pfesto
zvolen jako vhodny pro dal$i sérii pokust, jelikoz umoznoval pozorovat pribch

zvlaknovani do kapaliny.

2.3.1.2 Vliv velikosti kolektoru

Aby bylo zamezeno ulpivani nanovlaken na sténé bazénku, byl vyzkouSen vliv
velikosti kovového kolektoru na jeho dné. Pfedpokladalo se, Ze zvétSenim vodivé
plochy dojde k usmérnéni dopadajicich vladken do mista s vyssi plosnou hustotu naboje.

Na obr. 20, B) je znazornéna modifikace bazénku s hlinikovym teréikem, ktery je
vodive propojen s koagulacni lazni skrze vrtany otvor o priméru 4 mm. Pti tomto feSeni
dochazelo k ulpivani vldken na sténach bazénku. Pro zvétSeni vodivé plochy byl tercik
umistén do bazénku, tak jak je zndzornéno na obr. 20, A), pfiCemz i zde dochéazelo pii
naslednych testech k zachyceni nanovlaken na sténach bazénku.

Pro pokryti celého dna byla pouzita desticka znerezové oceli. Ta byla vodiveé
spojena skrze vrtany otvor s uzemnénym teréikem za pomoci hlinikové folie. Nasledna

série testil vSak neukdzala oproti vySe uvedenym modifikacim zadné zlepSeni.
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Pti poslednim pokusu bylo dno pokoveno 14nm vrstvou zlata. To bylo provedeno
dvéma cykly pokoveni na pftistroji Q150RES (Quorum Technologies, UK). Ani v tomto
ptipadé se vSak neprojevila zaddnd zména pti nasledném zvlaknovani. Pii téchto testech byly
zkoumany pouze makroskopické vlastnosti nanovlakenné vrstvy.

A B

| LD

Obr. 20: Upravené Petriho misky s uzemnénym AL tercikem: A) uvniti
bazénku a B) vne bazénku.

2.3.1.3 Vliv velikosti bazénku

Nasledné¢ byly provedeny testy s rozdilnou velikosti bazénku. Bylo ptedpokladano, Ze
dostatecné velkym primérem se zamezi styku polymerni trysky s okrajem bazénku a
zvlaknovani prob¢hne ptimo do kapaliny. Pro pokus byl pouzit bazének o priméru 20 cm
z PP.

Bazének byl ve svém stfedu provrtan a utésnén pomoci hlinikového terciku. Z boc¢ni
strany byla umisténa trubicka, kterd umoZznovala vypustit koagula¢ni lazen, coz vyrazné
usnadnilo vyjmuti vzorku. Takto pfipraveny bazének byl postaven na izola¢ni desku
aupevnén za stopku teriku do sklicidel, kterd byla uzemnéna. Nasledovala série testl
(viz kapitola 2.2.1 této prace), které prokazaly, ze takto sestavend aparatura umozhuje
zvlaknovat pifimo do kapaliny, aniz by dochazelo k zachytdvani nanovlakenné vrstvy ke
sténam bazénku. Nanovlakenna struktura vypadala jako mlééné zakaleni v koagulacni 14zni,
ve kterém bylo pozd¢ji mozno pozorovat jednotlivé vrstvy ukladajici se na sebe. Tyto
vrstvy byly znacné rozptyleny kolem stfedu kolektoru a bylo obtizné je izolovat. Vysledna
vrstva pak méla velice nizkou ploSnou hmotnost a nesplnovala pozadavky, které se od
scaffoldu pozaduji.

Z toho divodu byl ter¢ik vyménén za sklenény bazének, do kterého byla nanovlakenna
vrstva zachytavana. Schematicky je celd sestava zndzornéna na obr. 21. Nasledovala dalsi
série test (viz kapitola 2.2.1 této prace), pii které se jednotlivé nanovlakenné vrstvy opét
zacaly tvofit v okoli kolektoru a ptekryvaly Petriho misku. Po ukon¢eni zvldkiovani byly
tyto vrstvy pomoci Pasteurovi pipety nahrnuty do Petriho misky, kterd byla nasledné

vyjmuta a nanovlakenné vrstvy izolovany a vysuSeny.
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Sklenény bazének s ter¢ikem
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| | ypust
qgvypus
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Obr. 21: Schematické zndzorneéni sestavy pro zvlaknovani do bazénku o velkem priméru.

Toto uspotradani zvlaknovaci soustavy odstranilo problém s ulpivanim nanovladken na
stény bazénku. Vzniklé vzorky vSak nedosahovaly dostatecné plosné hmotnosti a muselo
byt s nimi mechanicky manipulovano, jak bylo popsano vyse v této kapitole. Vysledné

vlakenné struktury byly diskutovany v této praci déle.

Obr. 22: Elektrostaticke zvlakiovani z jehly do velkého bazénku. A) Celkovy pohled na zvlikiovaci
sestavu.. B) Detailni pohled na tvorici se vrstvy (mlecné zakaleni).
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2.3.1.2 Usmérriovani polymerni trysky pomoci elektromagnetického pole

Aby bylo docileno vyssi plosné hmotnosti vzorku, bylo potfeba zvldknovat do
bazénku s mens$im objemem. Zvladknovaci aparatura byla osazena ramenem, na kterém
byl uchycen médény vodi¢ (usmériiovac). Ten byl ptipojen ke stejnému zdroji napéti
jako zvlakiovaci jehla. Ke zvldknovani byl pouzit sklenény bazének.

Prvnim usmériiovaéem byl médény vodi¢ o prifezu 1,5 mm®. Ten byl stoten do
spirdly s vnitinim primérem 5 cm, 10 zavity o stoupani 0,5 cm. Usmériiovac byl
umistén tak, aby jeho osa byla shodna s osou zvlikiiovaci jehly. Spicka jehly byla
nastavena na vrchni okraj usmériiovace. Pii spusténi zvldknovaciho procesu vSak
nedoslo ke zvlakinovani, ale pouze k odkapéavani polymeru z Gsti jehly. Tvofici se kapky
nebyly na rozdil od bézného zvldknovani nijak deformovany.

Druhym vyzkouSenym usmériiovacem byla spirdla ze stejného vodice o priméru

10 cm se 4 zavity o stoupani 2 cm. Usmérnova¢ byl umistén tak, aby jeho osa byla

shodna s osou zvldknovaci jehly.

Spicka jehly byla nastavena na

vrchni  okraj usmérnovace. Pri

spusténi zvladknovaciho procesu se

vytvofil Taylortiv kuzel

[TITITTTTTTH

a polymerni tryska byla vychylena

do prostoru mimo kolektor. Toto

. R I L
chovani se nepodaftilo odstranit ani &) |

zménami vzdalenosti mezi hrotem A \ B
jehly a vrchni ¢asti usmérnovace. @

Proto bylo od pouziti médéného P

vodi¢e stoeného do  spirdly ——— o
. T usmernovac
upusteéno.

Misto spirdly byl nakonec
pouzit vodi¢ stoCeny do kruhu

opriméru 10cm, ktery byl

umistén ve vzdalenosti 2 cm pod

Obr. 23: Schematické zndzornéni vlivu usmérnovace na

hrotem jehly. Pfi nasledném
polymerni  trysku: A) bez pouziti usmérnovace, B)
zvlaknovani byla polymerni tryska s pouzitim usmeriiovac.
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drzena v elektromagnetickém poli vodi¢e. Béhem zvlakiiovani bylo pozorovano, jak se
polymerni tryska snazi opustit toto pole a vychylovala se o maximaln¢ 30° na rtzné
strany od osy zvlaknovani (viz obr. 23). Tim bylo dosazeno toho, Ze se nanovlakenné
vrstvy zacaly tvofit kolem stiedu kolektoru, aniz by ulpivaly na sténach bazénku. Dalsi
zkoumani vlivu elektromagnetického pole na elektrostatické zvladknovani je mimo
rozsah této bakalaiské prace a je autorem jesté doporuceno k dalSimu zkouméni

v naslednych pracech. Vysledné vlakenné struktury byly diskutovany v této praci dale.

Obr. 24: PI.”ﬁbéh elektrostatickeho zvlaknovani do sklenéného bazénku s pouzitim usmerniovaciho
vodice.
2.3.1.3 Vliv izolace bazénku na kvalitu zvlakriovaciho procesu

Pfi pouziti usmérnovace dochazelo ke stabilnimu zvlaknovani do kapaliny. Vlivem
blize nezjistovanych sil dochazelo nahodile k pieskoceni proudu nanovlaken z bazénku
na jeho vnéjsi sténu smérem k zemnicimu vodici. Z toho diivodu bylo potieba vytvofit
dostatecnou izolaci, aby se zabranilo pferuSovani zvldknovani, které znehodnocovalo
vzorek.

Z PTFE tyCe byl vysoustruZzen izolacni valec, ktery mél za ukol zamezit
pteskakovani proudu nanovldken na uzemnéné kovové ¢asti bazénku. Do vrchniho cela
véalce bylo vysoustruzeno zahloubeni, které zaroven slouzilo k pevnému uchyceni
bazénku. Valec byl pro lepsi stabilitu upevnén na ctvercovou desku z PE, ktera byla

zespodu osazena tiemi Srouby pro ustaveni do vodorovné polohy. Uzemnéni bazénku
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bylo zajisténo kovovou ty€inkou, ktera prochédzela skrze cely stojanek a dotykala se

ter¢iku. Vyroba a schéma izolacniho stojanku je vyobrazeno na obr. 25.

Bazének

Izola¢ni PTFE valec

Izola¢ni PE deska

Stavitelné Srouby

Zemnici tycka

Obr. 25: Izolacni stojanek. Z leva: vyroba tela z PTFE a izolacni desky z PE; vyroba zemnict tycinky,
schematické zndzorneni izolacniho stojanku.

Zvlaknovani do takto uzemnéné¢ho a stabilizovaného bazénku piineslo nékolik
vyhod. Bylo odstranéno nezddouci pieskakovani bicujici oblasti nanovldken na kovové

Casti bazénku a ustaveni do rovnovazné polohy mélo pfiznivy vliv na rovnomernéjsi

distribuci nanovlaken na plose kolektoru.

2.3.1.4 Zména vzddlenosti mezi jehlou a kolektorem

Vzdélenost mezi hrotem jehly a kolektorem je jednim ze zékladnich parametrti, které
ovlivityji proces zvldknovani. Proto bylo duilezité, aby jeji zména byla pokud mozno
rychld a snadno méfitelna.

Spodni ¢ast zvldknovaci soustavy (patka stojanu, podlozka, izola¢ni stojanek,
bazének) neumoziioval rychlou zménu vysky, proto dochdzelo ke zméné vzdalenosti
pohybem vrchni ¢asti aparatury. K posuvu doslo po odjisténi jisticitho Sroubu u ramene
se zvlaknovaci hlavou. Pro pfesné nastaveni vzdalenosti bylo na rameno piipevnéno
pevné métitko, pomoci kterého se odecitala vzdalenost jehla — hladina. Pouzitd stupnice
predpoklada pouziti injekéni stiikaCky Omnifix 15ml a jehly s tupym hrotem, kterd je

zbrouSena na délku 2 cm.

2.3.3 Vyhodnoceni nanovldkennych vzorkii

Tato préce si nekladla za cil hlubsi zkoumani morfologie nanovlakennych struktur.
V pribé¢hu modifikace zvldkiiovaci aparatury byly vytvofeny tfi série vzorkt dle

parametrl popsanych v odstavci 2.2.1 této prace, které mély ovéfit funkénost vyvijené
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zvlaknovaci aparatury. V nasledujici ¢asti prace byly zkoumdny zmény na aparatuie
z pohledu morfologie vytvotfenych vzorkii. Cilem bylo vytvofit strukturu, vyuzitelnou
jako scaffold, tvofenou dvéma typy vlaken. Vldkna o stitednim priméru 1000 nm, ktera
méla tvofit nosnou cast vzorku a zajiStovala mu mechanickou stabilitu a vldkna
o sttednim priméru 200 - 400 nm, kterd méla slouzit jako podplrnd ¢ast pro migraci
bunék. Zaroven byl kladen dlraz na dostatecnou velikost mezivlakennych pori, kterd

usnadiiuje migraci bunék a umoznuje odstraiiovani odpadi metabolické ¢innosti bunék.

2.3.3.1 Nanovldkenné vrstvy na aparatuie bez modifikace

Vzorky zvldknované na aparatufe bez upravy byly pouzity jako referencni série
(série A). Bylo vybréano Sest struktur na obr. 26, které byly z makroskopického hlediska
vhodné k vytvofeni preparatu pro SEM. Vzorky pro preparat byly odebirany ze stfedu
nanovldkenné vrstvy, kterd byla béhem zvlakiovani zcela ponofena v koagulacni 14zni.
Tato série byla pouzita pro vyhodnoceni dopadli zmény aparatury na kvalitu

nanovldkenné struktury. Jednotlivé snimky znazoriuji vzorky pfi rliznych nastavené

SEMHV: 30.0 KV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3I TESCAN| SEM HV:30.0KV  SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN| SEMHV:30.0kV  SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN]
WD: 14.98 mm Det: SE WD: 14.56 mm Det: SE 20 ym WD: 14.98 mm Det: SE 20 ym
View field: 83.0 ym _ Date(midly): 0412314 Wiew fleld: B3.0 pm _ Date{m/d/y): 0412314 FT TUL Liberec View fleld: §3.0 ym _ Date(midly): 04123/14 FT TUL Liberec

R\ ' e r
SEMHV:30.0kV  SEM MAG: 5.00 kx VEGAI TESCAN| SEMHV:30.0kV  SEMMAG:SOVKx | | | | | | |

WO: 14.22 mm Det: s WD: 14,83 mm Det: SE 20 ym
View field: 83.0 um _ Date(midly): 04723 View field: B2.9 ym _ Date{midly): 04/23/14

— Sl

Obr. 26: Snimky ze SEM, zvidkiovani na aparature bez upravy. Referencni série A. MéFitko 20 um.
Prvni radek z leva: vzorek 1a, 3a, 4a. Druhy radek z leva: vzorek 5a, 6a, 7a.
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U vzorki la a 3a se vyskytovala pozadovand dvoji struktura vlaken, kterd mtize byt
spojovana s pouzitim rozpoustédla chloroform-ethanol. Vldkna o vét§im priméru se zde
vyskytovala ve formé perlicek, coz pravdépodobné zapficinila mala vzdalenost mezi
jehlou a hladinou. Vldkna tak neméla dostatecné dlouhy Cas pro své vysuSeni a
dlouzeni. Dilkkazem pro tento jev mohlo byt nasledné porovnani s dal§imi vzorky. U
nich se se vzriistajici vzdalenosti hruba vlakna vyskytovala bez perlickového efektu. Se
vzristajici vzdalenosti se jemnd vldkna prestala vyskytovat Gpln€. Vzrostla naopak

velikost vlakennych port.

napéti koncentrace . vzdélenos} priitok Eas
vzorek roztoku PCL jehla - hladina Suseni
[kv] [hm %] [mm] [ml/h] [min]
1la 15 15 7,5 1,2 25 Vzduch
3a 15 15 8 1,2 18 Vzduch
4a 15 15 8,5 1,4 10 Vzduch
5a 15 15 9 1,5 12 Vzduch
6a 14 15 10 1,6 16 Vzduch
7a 16 15 11 1,8 8 Vzduch

Tabulka 3: Parametry zvilaknovani pro sérii vzorkii pred upravou zvlaknovaci aparatury.

2.3.3.2 Nanovldkenné vrstvy na aparature s velkym bazénkem

Druhou testovaci sérii (série B) byly vzorky, které vznikly pti zvldknovani do
velkého bazénku supravenou Petriho miskou. Vyslednd struktura byla daleko
na sténdch bazénku. Parametry zvlakiiovani jsou uvedeny v tabulce 4.

Pti malych vzdalenostech mezi jehlou a hladinou dochézelo k zajimavému jevu, kdy
misto vlakenné vrstvy, ktera se lehce snaSela z hladiny ke dnu bazénku, vznikaly okem
viditelné vladkenné pasky (obr. 27). Tyto pasky se netvotily na hladiné, ale vznikaly pod
hladinou lazng. Tento jev se projevil u vzorki 1b a 2b a ustal se vzristajici vzdalenosti.
Z mikroskopického hlediska se jednalo o dvouvldkennou strukturu, kde méla jemna
vlédkna povrchovou strukturu. Svym vzhledem se podobala vlakniim se strukturou shish-
kebab [22], kdy dochazi ke stfidani rizné krystalinity polymeru. Tato vznikld struktura
vyZaduje hlubsi znalosti v oblasti materidlli a svym rozsahem piekracuje cile této

bakalatské prace, proto se ji dale autor nezabyval.

45



SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 50 x | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 20.0 kx VEGA3 TESCAN|
WD: 14.39 mm Det: SE 2mm WD: 15.45 mm Det: SE
View field: 8.30 mm Date(m/dly): 03/10/14 FT TUL Liberec View field: 41.5 pm Date(m/d/y): 03/10/114 FT TUL Liberec

Obr. 27: Snimky ze SEM, zvldknovani do velkého bazénku (série B). Z leva: pdskova
struktura vznikla pri zvlakiovani vzorku 1b; detail na vidkno se strukturou shish-
kebab[22]. MéFitko2 mm a 10 um.

r - { w3
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 2.00 kx ‘ VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 10.00 kx | VEGA3 TESCAN

WD: 14.95 mm Det: SE 50 um WD: 14.92 mm Det: SE 10 pm
View field: 208 pm  Date(midly): 03/10/14 FT TUL Liberec View field: 41.5 pm Date(m/diy): 03/10/14 FT TUL Liberec

SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx ‘ .0 kV SEM MA VEGA3 TESCAN|
WD: 14.86 mm Det: SE 20 pm WD: 14.86 mm Det: SE 10 ym
View field: 83.0 pm  Date(midiy): 03/10/14 FT TUL Liberec View field: 41.5 ym _ Date(m/dly): 03/10/14 FT TUL Liberec

Obr. 28: Snimky ze SEM, zvilaknovani do velkého bazénku (série B). Prvni radek,

vrchni stana pasku ze vzorku 1b (méritko 50 um, 10 um). Druhy radek, spodni stana

pasku ze vzorku 1b (méritko 20 um, 10 um).
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Mimo paskovych struktur se zde objevovaly i klasické nanovldkenné vrstvy, které se
tvofily na hladin€¢ a postupné klesaly ke dnu. Ze zacatku zvlaknovani se projevovaly
jako mlécny zakal, ktery postupné nabyval bil¢ barvy, dokud se vladkenné vrstvy
nepiestaly ponofovat a zlstaly na hlading. V tuto chvili bylo zvldknovani ukonceno

a vzorek vyjmut a vysusen.

napéti koncentrace ‘ vzdélenos.t priitok Cas
vzorek roztoku PCL jehla - hladina Suéeni
kv hm % mm mi/h min
1b 15 15 7 1,8 12 vzduch
2b 15 15 7 1,8 18 vzduch
3b 15 15 7 1,8 16 lyofilizace
4b 15 15 8 1,3 14 lyofilizace
5b 15 15 8 1,3 15 vzduch
6b 15 15 8 1,3 10 vzduch
7b 15 15 8 1,3 12 vzduch

Tabulka 4: Parametry zvlaknovani pro sérii vzorkii pri zvldknovani do velkéeho bazénku.

Stejné jako u referencnich vzorkl, i zde dochdzelo ke vzniku koralkové struktury
u hrubych vlaken. Tato struktura vznikala u vSech zde uvedenych vzorkl. U vzorku 2b
se na hrubych vldknech navic vyskytovaly jakési prstynky. Tyto prstynky se objevily

pouze u tohoto vzorku a daji se proto povazovat za anomalii.

s A Y @ L a
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 2.00 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 2.00 kx VEGA3 TESCAN|

WD: 14.95 mm Det: SE 50 pm WD: 14.54 mm Det: SE 50 pm
View field: 208 pm  Date(m/dly): 04/16/14 FT TUL Liberec View field: 208 pm  Date(m/dly): 04/16/14 FT TUL Liberec

Obr. 29: : Snimky ze SEM, zvidknovani do velkého bazénku (série B). Vievo prstynky na hrubych
vidknech na vzorku ¢. 2b, vpravo dvoji struktura na vzorku 5b. Meritko 50 um .

U vzorku 3b a 4b byla namisto suSeni vzorkd na vzduchu vyzkouSena také

lyofilizace. Vzorky byly vymyty destilovanou vodou, zamrazeny v hluboko mrazném
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boxu na -81 °C a nasledné ptes noc lyofilizovany. Béhem testl se zjistilo, Ze je nutné
dodrzet ptesné tento postup. Prvni lyofilizovany vzorek byl umistén do lyofilizatoru
v koagulacni lazni (etanolu) a nasledn¢ byl spole¢né s kapalinou rozstiikdn po
lyofilizacni komote. Vzorky 3b a 4b vykazovaly vétsi vyskyt velmi jemnych vldken,
pohybujicich se svym primérem kolem 300 nm. Vldkna o vétSim priméru zde méla
predevsim koralkovitou strukturu. Dilezité bylo, Ze si tyto struktury zachovaly vysokou
porovitost a objemnost. Nedoslo zde k sesednuti vldken vlivem jejich hmotnosti pfi

vyklopeni a naslednému odparu zvlédknovaci 14zné.

A — P
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SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 500 x VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV
WD: 14.14 mm Det: SE 200 pm WD: 14.37 mm Det: SE

View field: 830 ym  Date(m/dly): 04/16/14 FT TUL Liberec View field: 208 ym  Date(m/dly): 04/16/14 FT TUL Liberec

Obr. 30: Snimky ze SEM, zviaknovani do velkého bazénku (serie B). Lyofilizovany vzorek ¢. 3b, méritko
200um a 50 um.

2.3.3.4 Nanovldkenné vrstvy na aparatui‘e s usmérmnovacem

Posledni testovana série vzorkll (série C) pochdzela ze zvldkinovaci aparatury
s usmériiovacim médénym vodiCem. Tyto vzorky vykazovaly nejlepsi vlastnosti pro
potieby scaffoldu ze vSech tfech provedenych sérii. Parametry zvlakiiovani této série
jsou uvedeny v tabulce 5. Struktura byla dvouvldkenna s dostatecné¢ velkymi mezi
vldkennymi péry. Pro tuto sérii byl namichdn novy zasobni roztok PCL. Bylo pouzito
PCL od stejného vyrobce, ale jiné Sarze nez v piipadé prvniho zadsobniho roztoku. Nelze
tedy ovéfit, zda tato vyraznd zména struktury nebyla ovlivnéna pouzitim jiného

zasobniho roztoku, byt vyrobeného se stejnymi parametry.
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napéti koncentrace ‘ vzdélenos:t priitok Eas
vzorek roztoku PCL jehla - hladina Sudeni
kv hm % mm mi/h min
5c 15 15 7 1,4 10 vzduch
6c 15 15 7,5 1,4 9 vzduch
7c 15 15 8 1,4 11 vzduch
8c 15 15 8 1,3 15 vzduch
9c 15 15 8,5 1,3 12 vzduch
10c 15 15 8 1,3 10 vzduch

Tabulka 5: Parametry zvlaknovani pro sérii vzorkit pri pouZiti usmérnovace.

Vzorky vyrobené touto metodou vykazovaly =zajimavé parametry také
z makroskopického hlediska. Struktura byla vysokd 4 — 8§ mm a pii vymyvani
koagulacni se chovala podobné jako namoceny chomdac viskézové stiize (vata). Na
obrazku 31 a 32 mlzeme vidét tfi vybrané vzorky v makroskopickém
a mikroskopickém pohledu. Pfi zvldknovani vzorku 5c se vytvofil pevny vlakenny
ostrivek, ktery, jak se pozd€ji ukazalo piti SEM, tvofila hruba vldkna
s perlickami a hustd sit’ jemnych vldken. To mize byt vysvétleno nizkou vzdalenosti

mezi jehlou a hladinou, jak se ukazalo u ptedchozich sérii vzork.

“
¥ . wd - T
SEMMAG:10.0kx | | | [ | AN| SEMHV: 200KV SEMMAG: 10.0 kx VEGA3I TESCAN]  SEMHV: 200KV SEMMAG: 10.0kx VEGA3 TESCAN
WD: 17.20 mm Det: SE 10 pum WD: 27.02 mm Det: SE 10 ym WD: 27,10 mm Det: SE
View field: 41.5 um _ Date(midiy): 12119113 View fleld: 41.5 ym FT TUL Liberec View field: 41.5ym _ Date{micty): 02/25/14 FT TUL Liberec

W
- Rl A \
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx L 1 VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 10.0 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 10.0 kx \
WD: 17.36 mm Det: SE 20 ym WD: 27.00 mm Det: SE WD: 27.42 mm Det: SE
View field: 83.0 ym  Date(midiy): 1241913 FT TUL Liberec View fieid: 41,5 um  Date(midry): 02/25/4 View fleld: 41.6 ym  Date(midiy}: 02126/14.

Obr. 31: Snimky ze SEM. Porovnani vzorkii pri zvldknovani s usmérnovacem (série C). Nahore vzorky
5S¢, 8¢, 9c¢ z vrehni strany. Dole vzorky 5c, 8c, 9c ze spodni strany. Meritkol0 um.
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Na vzorku 7c se zména vzdalenosti projevila vétsi nadychanosti struktury. Byla
zachovana kompaktni struktura o priméru 2,5 cm a vysce 7 mm. Na snimku ze SEM
byla pozorovana dvoji struktura vlaken a velké mezivlakenné pory. Podobné vysledky

vykazovaly také vzorky 9c¢ a 10c. Vysledna struktura ale postradala kompaktnost, jak je

vidét na obrazku 32.

& o y
Obr. 32: Tvorba nanovidkenné 3D vrstvy s pomoci usmérniovace, tvi riizné vzorky v detailu. Zleva: 5c,
7c, 9c.

2.3.3.4 Neobvyklé nanovldkenné struktury

Pti zvldknovani susmériiovacem byla vytvoiena také neobvykla nanovlidkenna
struktura. Tato struktura vznikla u vzorku 5c vlivem nestalosti procesu a nebyla dale
blize zkoumana.

Pti zvlakiiovani s usmériiovacem
vznikl ve vzdalenosti 7 cm mezi
hladinou a jehlou jiz popsany
ostrivek  nanovldkenné¢  vrstvy,
ze kterého byla po cca 10 minutach
vytazena stuzka vldken. Ta se
postupné¢ prodluzovala smérem
k polymerni trysce. Samotna stuzka
se vlivem manipulace se vzorkem

pfi vysouseni nezachovala. Misto,

, , . g F @t < A i
které se nachazelo nad hladinou, a [&= - o<
SEMHV: 200kV = SEMMAG:1.00kx | | | | | VEGA3 TESCAN|
, , , WD: 26.82 mm Det: SE 100 pm
Z kter eho S€ nanovlakenne svazky View field: 415 pm  Date(m/dly): 02/25(14 FT TUL Liberec

vytahovaly, je zachyceno na Obr. 33: Misto vzniku nanovldkenné stuzky na vzorku 5c.
Mevitko 100 um.
obrazku 33.

50



2.3.4 Invitro testy

Provedeni zakladnich in vitro testl mélo ukazat, zda je vyvijena struktura vhodna pro
pouziti v tkdflovém inzenyrstvi. Pti testovani byly pouzity 3T3 mysi fibroblasty, které se
nasadily na vybrané vzorky za parametrti, definovanych v kapitole 2.2.4 této prace. Pro
testy byly vybrany vzorky z druhé série zvlaknovani do velkého bazénku. Metabolické
testovani ani kvantifikace bunék nebyla provedena. Testy slouzily pouze pro vizualni
posouzeni migrace bunék na strukture.

Pribeh osidlovani nanovldkenného materialu byl sledovan pomoci SEM (obr. 34)
a pomoci fluorescencni mikroskopie (obr. 35). Na snimcich byly v oblasti stiedu vzorku

hledany pocetnéjsi kolonie bunck. Na vzorcich z 8. a 15 dne bylo patrné, Zze bunky

\ \ 7 Foir 4 ot Y N e \
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 3.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 17.2 Det: SE 20 pm FT TUL Liberec WD: 16.81 mm Det: SE 50 pm FT TUL Liberec

ko TR ¥ \ - b N A
SEM HV: 30.0KV  SEM MAG: 3.00 kx VEGA3 TESCAN]| SEMHV: 30.0kv  SEM MAG: 3.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 16.98 mm Det: SE 20 pm FT TUL Liberec WD: 16.65 mm Det: SE 20 pm FT TUL Liberec
Obr. 34: Postupné osidlovani scaffoldu bunkami. Buiiky lze pozorovat od 4. Dne jako tmavé
skvrny na povrchu scaffoldu. 8. a 15. den jsou patrna i jadra bunék. Snimky ze SEM, zleva 1., 4.,

8. a 15. den po nasazeni. Mévitko 20 a 50 um. 51




osidlily vét§inu povrchu testovanych vzorkti. Snimky z fluorescenéni mikroskopie také

ukazovaly, ze builky ochotné portstaly povrch nanovldkenné struktury a pomoci rizné

hloubky ostrosti bylo patrné, Ze maji tendenci vrustat i dovnitf.

Obr. 35: Postupné osidlovani bunék pod fluorescencnim mikroskopem, zleva 1., 4., 8. a 15. den po
nasazeni. Meritko 100 um [19].

Na zékladé vysledkl téchto testii mizeme ptredpokladat, ze tento typ vldkenné
struktury bude vhodnym nosi¢em pro buniky. Na snimcich ze SEM je také patrné, Ze
nebyly pouzity vzorky s idedlni strukturou vlaken, jak zde bylo popséno. To bylo

zpusobeno soubéznym vyvojem zvlakiovaci soustavy a zacatkem testovani in vitro.
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3. ZAVER

Cilem této prace byl vyvoj zvlakniovaci soustavy pro elektrostatické zvlakiovani do
kapaliny, kterd by umoznila vytvofit objemny, biodegradabilni scaffold vyuzitelny jako

nosi¢ bunek pro tkanové inzenyrstvi.

Zatizeni vychazelo ze zvlakiovaci soustavy, kterou popisuje ve své bakalaiské praci
Bc. Michal Seps [20] a bylo vyrazné modifikovano pro vyrobu objemné nanovldkenné
struktury pozadovanych parametri. Na zdkladé¢ védeckych ¢lankd, popisovanych
v teoretické Casti této bakalafské prace, které se touto problematikou zvldknovani
zabyvaji, byly testovany rizné zplsoby zachytdvani vldken na a pod hladinu koagula¢ni

lazné.

Prvni Céast experimentdlni Casti prace se zabyvala vytvofenim optimalizovaného
navrhu zafizeni. Ten spocival ve vyrobé sklenéného zvlaknovaciho bazénku
s uzemnénym kolektorem. Bylo vyzkouSeno nckolik feSeni, ze kterych vysel jako
nejvhodnéjsi bazének v podobé upravené Petriho misky. Pro vytvoieni nanovladkenné
struktury s vysokou objemovou hmotnosti a dostate¢nou porositou byly provedeny
pokusy sriznymi typy usmériiovacich médénych vodict, které vlivem
elektromagnetického pole dok4zaly nasmérovat proud nanovldken do stfedu kolektoru.
Pro zvySeni stability zvlaknovaciho procesu byl vyroben a testovan izolacni stojanek

v podobé soustruzené¢ho PTFE valce, skrze néjz vedlo uzemnéni bazénku.

V druhé ¢asti experimentalni kapitoly se zkoumaly jednotlivé zasahy do zvldknovaci
soustavy z pohledu mikroskopickych vlastnosti vzniklé nanovldkenné struktury. Prvni
sestaveni bez jakékoli modifikace vedlo k vytvareni plosnych vlakennych struktur, které
ulpivaly na okrajich bazénku a vytvéarely na hladiné koagulacni 14zné¢ nanovldkennou
membranu. Tyto struktury byly z pohledu scaffoldu nevhodné, proto se pfistoupilo
k pouziti riznych druhti zvldknovacich bazénkl. Dobré vysledky pfineslo zvldknovani
do velkého bazénku, kdy se vldkna zacala nofit pod hladinu. Vysledné struktury
vykazovaly dvoji strukturu hrubych a jemnych vldken s dostate€nou porositou, ale
velmi nizkou objemovou hmotnosti. Pro zvySeni objemové hmotnosti byl bazének
zmenS$en a proud vldken usmérnén. Tato série testll vykazovala nejlepsi vysledky, které

se blizily pozadovanym parametrim. K izolovani vzorkd z koagula¢ni lazné byl ve
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dvou ptipadech pouzit lyofilizator. Lyofilizované vzorky si zachovaly svou vysokou
objemnost a pdrovitost i po jejich vysuSeni. Tato metoda izolace se jevila oproti

béznému vysuSeni na vzduchu jako vyhodna.

Posledni kapitola prace byla kratce vénovana zakladnim in vitro testim s mySimi
3T3 fibroplastickymi buiikami. Tyto testy ukazaly, ze po 15 denni kultivaci doslo
k rovnomérnému pokryti bunék po celé nanovlakenné struktufe a maji tendenci do ni i
vrustat. Aby se prokazalo, Ze takto vzniklé nanovlakenné struktury mohou slouzit jako
scaffoldy, bude potieba daleko hlubSiho mikrobiologického zkoumdani, nezZ mohla tato prace

pfinést.

Béhem psani této prace bylo objeveno nékolik zajimavych poznatki, které by mohly byt
pfedmétem dalSich praci. Jedna se o vliv materidlu zvldknovaciho bazénku na proces
zvlaknovani, usmériovani polymerni trysky elektromagnetickym polem a lyofiliza¢ni

izolace nanovlakenné struktury z koagulaéni 1azné.
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