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ABSTRAKT

Diplomovd praca sa zaoberd pripravou mikrovldknitych Struktar na baze poly(3-
hydroxybutyratu) (P3HB) a jeho kopolyméru s poly(4-hydroxybutyratom) technoldgiou
odstredivého zvlaknovania. Mikrovldkna boli taktiez modifikované pridavkom oligoméru
P3HB a zmikcovadla. Proces odstredivého zvlakinovania bol pre kazdy material
optimalizovany viskozitou roztoku, molekulovou hmotnostou polyméru, rychlostou otacania
zvlédkiovacej hlavy a pritomnostou rozpustadla. V rdmci optimalizicie bola uprava
rozpustacieho systému pridanim kyseliny mravéej a octovej. Mikrovlaknité Struktury boli
skimane z hladiska morfoldgie, mechanickych vlastnosti, zmacania a biokompatibility.
Vldkna P3HB boli taktiez povrchovo upravované roztokmi lipaz k zniZeniu ich hydrofobnosti.
Pripravené objemné kokony vlakien maju  vhodni 3D mikrostruktiru na sledovanie a
testovanie biologickych vlastnosti v prostredi in vitro. Potencidlna aplikacia mikrovlaknitych
Struktir je teda ako 3D nosice bunkovych kultir v in vitro systéme.

ABSTRACT

Master’s thesis deals with the preparation of microfibrous structures based on poly(3-
hydroxybutyrate) (P3HB) and its copolymer with poly(4-hydroxybutyrate) using centrifugal
spinning technology. The microfibers were modified by the addition of oligomer P3HB and a
plasticizer. The centrifugal spinning process was optimized for each material by solution
viscosity, polymer molecular weight, speed of spineret, and presence of solvent. One of the part
of optimalization was the addition of formic acid and acetic acid to the dissolution system.
Microfibrous structures have been investigated in terms of morphology, mechanical properties,
wetting and biocompatibility. P3HB fibers were also surface treated with lipase solutions to
reduce their hydrophobicity. The prepared bulky fiber cocoons have a suitable 3D
microstructure for monitoring and testing biological properties in vitro. Thus, a potential
application of microfiber structures is as 3D cell culture carriers in an scaffolds in vitro system.

KEUCOVE SLOVA
Mikrovlakna, poly(3-hydroxybutyrat), odstredivé zvlaknovanie, 3D skaffold, hydrofobilita

KEYWORDS
Microfibers, poly(3-hydroxybutyrate), centrifugal spinning, 3D scaffold, hydrophobicity
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1 UvOD

V poslednej dobe dochadza k velkému rozvoju poznatkov v medicinskej a farmaceutickej
oblasti novych implantatov do tela alebo $tidia novych lie¢iv. Vyskum a vyvoj pre medicinske
aplikacie alebo testovanie novych lie¢iv sa nezaobide bez predchadzajucej stadie na bunkach
v prostredi in vitro. Uz pri sledovani spravania sa buniek in vitro ako je ich rast, adhézia ¢i
proliferacia alebo diferenciacia v zavislosti na napriklad vyvijanom materialy alebo liecive, je
mozné stanovit’ nasledné kroky d’alSiecho vyskumu v tejto oblasti. Biologické testy buniek su
Standardne prevadzané na 2D substratoch spravidla polystyrénovych testovacich dosiek.
Nevyhodou tychto testov vSak je, ze bunky rasti len v jednej rovine. Ich spravanie by teda
neodpovedalo typickému prostrediu in vivo. Pre lepSiu porovnatenost odozvy buniek
v prostredi in vivo a in vitro je vhodné ich testovanie na 3D nosic¢och. Ked’Ze prostredie v Zivom
organizme je predovSetkym porézne a €asto i vladknitého charakteru, je vhodné pouzit’ 3D nosi¢
prave o tejto Struktare [1].

Technoldgiou odstredivého zvldknovania dochadza k produkcii mikrovlaknitej Struktary a za
vhodnych procesnych podmienok vznika pomerne objemna vlaknita struktdra podobna vate
s porozitou az 95 %. Tato technoldgia je pre zamysleny 0Gcéel vhodna taktiez z dévodu
jednoduchosti procesu aj jej cenovej vyhodnosti. Spracovavany material nie je naviac termicky
namahany.

K uspesnej kultivacii buniek a nasledné sledovanie spravania sa buniek vplyvom zvolenych
testovanych faktorov na 3D nosi¢och je predovSetkym potrebné, aby materidl nosica bol
biokompatibilny. Medzi velka skupinu takychto (biokompatibilnych) materialov patria
polyhydroxyalkanoaty. Medzi najCastejSie zastGpeny a skimany polymér zo skupiny
polyhydroxyalkanoatov patri poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB) ajeho kopolyméry s 4-
hydroxybutyratom a 3-hydroxyvaleratom.

Préca sa preto zaobera technoldgiou odstredivého zvlakiovania materialu na baze P3HB a ich
kopolyméru V teoretickej Casti je zhrnuty proces vyroby mikrovlakien a materialy vhodné
k odstredivému zvlakiovaniu. Dalej sa v teoretickej ¢asti nachadzaji mozné povrchové apravy
hydrofébnych povrchov P3HBa potencialna aplikacia mikrovlakien ako 3D nosica.

V experimentalnej Casti je opisana optimalizacia procesu odstredivého zvlakiiovania a nasledna
charakterizacia mikrovldkien z hladiska morfologie, mechanickych vlastnosti zmacania
a biologickych vlastnosti. Diskutovany je vplyv pridavku aditiv a pouzitie kopolyméru poly(3-
hydroxybutyratu-co-4-hydroxybutyratu) na vysledné vlastnosti vlaknitych Struktur.



2 TEORETICKA CAST

V teoretickej casti diplomovej préce je rozobrana problematika mikrovlakien a ich priprava
odstredivym zvlakiiovanim. Dalej s v praci popisané materialy pouZitelné k ich vyrobe,
hlavne so zameranim na polyhydroxyalkanoaty. Nésledne je popisana potencialna aplikécia
mikrovlaknitych Struktur ako 3D nosi¢e pre bunkové kultary, tzv. skaffoldy aich mozna
povrchova modifikacia.

2.1 Mikrovlakna

V sucasnej dobe eSte stale neexistuje presnd definicia mikrovldkien [2]. VSeobecne vsak
definicie mikrovlakien stvisia s ich priemerom, dizkou alebo hmotnost'ou vlakna [3]. Pomocou
parametru jemnosti v jednotkach dtex sa mikrovlakna oznacuju ako vlakna v rozsahu 0,3-1 [4].
Velkost’ polyesterového vlakna o rozmere 1 dtex je priblizne rovna priemeru vlakna 10 um [5].
Dalej niekol’ko publikacii uvadza mikrovlakna s priemerom mensim alebo rovnym 10 pm [6].
Vdaka malému priemeru, viac¢Siemu povrchu, porovitej Struktire mikrovldkien a ich
prispdsobivosti je mozné mikrovlakna pouzit' v roznych aplikaciach ako st modny a Sportovy
priemysel, filtra¢né tkaniny, medicinske aplikacie, tkaninové inZinierstvo a iné [7].

2.2 Produkcia mikrovlakien

Existuje mnoho technologii, ktorymi je mozné produkovat’ mikrovlakna. Vseobecne sa
technoldgie rozdel'uju podla typu mikrovlakien na: mikrovldkna kontinudlneho typu vldkna
a mikrovlakna s diskontinualnym usporiadanim [3]. V nasledujtcich tabul’kach (Tab. 1,Tab. 2)
je zhrnuty stru¢ny prehl'ad jednotlivych technolédgii k produkcii mikro—nanovlékien.

|

Island-In-A Separatny typ Multivrstevnaty typ
Sea Type

Obr. 1:Typy konjugovaného zvlaknovania [4]
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Zvyseny zaujem 0 mikrovlakna je v oblasti tkaninového inzinierstva (TE), ako mozna aplikacia
v regeneracnej medicine, nahrade poskodenych organov a ndhrada testovaniu liekov na
zvieratach [18]. Véacsina l'udskych organov alebo tkaniv ma mikro—nanovlaknita $truktaru.
Preto sa TE zaobera aj vyvojom skaffoldov (nosicov). Skaffoldy predstavuju porézne struktury
vyrobené z biologicky odbtrate'nych materialov. Ich hlavnou funkciou je podpora proliferacie,
diferenciécie, signalizécie bunka-bunka, produkcie biomolekul a tvorby extracelularnej matrice
(ECM) [19]. Zakladné poziadavky na skaffoldy su [20] sU: (i) vhodna makroStruktira na
podporu bunkovej proliferacie, (ii) dobre definovand geometria porov s vysoko poréznym
povrchom a mikro$truktirou, ktord umoziuje rast buniek, (iii) optimalna vel'kost’ poérov na
podporu regeneracie tkaniva a zabranenie uzatvaraniu poérov, (iv) vhodna povrchova
morfoldgia a fyzikalno-chemickeé vlastnosti na podporu intracelularnej signalizacie a riadeného
bunkového rastu. Okrem toho musi material skaffoldu vykazovat biokompatibilitu a
degradovat’ predvidatel'nou rychlost'ou (pokial’ sa pouzije skaffold in vivo).

Technoldgie elektrospinning a odstredivé zvlaknovanie patria medzi dobre zname a Casto
pouzivané technoldgie k priprave mikro—nanovldknitych skaffoldov [21] [22] [23] [24] [25].
Rozdiely medzi elektrospinnigom a odstredivym zvlakinovanim, ako je zobrazené v tab., su
dévodom preco Kk produkcii mikrovlaknitych $truktar bola pouzita technologia odstredivého
zvlaknovania. V nasledujucich kapitolach je podrobnejSie popisany proces odstredivého
zvlaknovania, a materialy vhodné k produkcii touto technologiou.

2.2.1 Odstredivé zvlakinovanie

Vo vseobecnosti zvlaknovanie je schopnost’ natiahnut’ kvapalinu do vlakna. Téato schopnost je
podmienena niekolkymi faktormi ako s graviticia, zotrva¢nost, odpor vzduchu a silami
povrchového napitia. Velkost” tychto faktorov zavisi na prevadzkovych parametroch, ako je
napr. geometria zvlaknovacej dyzy a jej teplota, a na vlastnostiach zvlakinovacej tekutiny [26].

Zariadenie odstredivého zvlakniovania sa sklada zo zvlaknovacej hlavy obsahujlcej roztok
polyméru, motora, ktory roztaca zvlaknovaciu hlavu, a kolektorov, na ktoré dopadaju vldkna.
Technologia odstredivého zvlaknovania je zobrazena na Obr. 2.

11
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Obr. 2: Schéma procesu odstredivého zvlakiovania [27]

Proces odstredivého zvlakinovania prebieha v troch fazach. V prvej fazy je roztok polyméru
nadavkovany do zvlakiovacej hlavy. Po roztoceni zvlakinovacej hlavy pOsobi na roztok
niekol’ko sil (frikéna, gravita¢na, odstrediva a povrchové napétie roztoku). Ako sa zvlaknovacia
hlava otaca, kvapka roztoku dosahuje spodného okraja zvlakfiovacej dyzy pbsobenim
odstredivej sily. V druhom $tadiu je kvapka roztoku vyltéena zo zvlakinovacej hlavy, pokial’ je
prekonané povrchové napatie roztoku odstredivou silou. V tretom s$tadiu dochadza k produkcii
vlakien. Vylucena kvapka roztoku prechadza zakrivenou trajektdriou, rozptstadlo sa odparuje
a vlédkna dopadaju na stenu kolektora. Pokial’ je odstrediva sila prili§ vel’ka dochadza k tvorbe
kvapiek polymeru [28].

Medzi komer¢ne velkoobjemové pristroje k velkovyrobe polymérnych nano—mikrovlakien su
FiberRio’s Cyclone FE 1.1M/S aCyclone FS 1.1 zalozené na patentovej technologii
Forcespinning® [29].

2.2.1.1 Faktory ovplyviiujice odstredivé zvldkiiovanie

Produkcia vldkien bez defektov procesom odstredivého zvlakiiovania je ovplyviiovana
mnohymi parametrami ako su vlastnosti roztoku a procesné podmienky [30]
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Vlastnosti roztoku

e Povrchové napatie
e Viskozita roztoku
e Molekulova hmotnost’ polyméru

Procesné parametre

e Rychlost’ otacania zvlaknovacej hlavy
e Priemer atvar dyz, ihiel

e Vzdialenost’ kolektorov

e Teplota, vlhkost’

Technoldgiou odstredivého zvlaknovania je mozné pripravit’ vlakna z r6znych biopolymérov
ako su kyselina polymlie¢na (PLA) [31], [32] , polykaprolakton (PCL) [33], [34] P3HB [35].

2.3 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patria medzi skupinu syntetickych biopolymérov, ktoré su
produkované baktériami rdoznych typov. Baktérie produkuju PHA ako svoj zasobny zdroj
energie pri podmienkach s obmedzenym mnozstvom zivin (dusik, fosfor, kyslik, sira alebo
hor¢ik) a s prebytkom uhlika [36]. Obsah PHA v podobe cytoplazmatickych inkl(zii tvori az
90 % suchej hmotnosti baktérie [37] [38]. Existuju tri skupiny PHA (Obr. 3) na zaklade poctu
uhlika v monomérnej jednotke: PHA skratkym retazcom (short-chain-lenght(SCL))
s obsahom 3-5 uhlika, so stredne dlhym retazcom (medium-chain-lenght(MCL)) obsahujuci
6-14 atdbmov uhlika a s dlhym retazcom (long-chain-lenght(LCL)) s po¢tom uhliku nad 14.
Medzi SCL PHA patria poly(3hydroxybutyrat) (P3HB), poly(4-hydroxybutyrat) (P4HB)
a poly(3-hydroxyvalerat)  (P3HV).  Poly(3-hydroxyhexanoat)  (P3HHx)  a poly(3-
hydroxyoktanoat) (P3HO) patria medzi MCL PHA [39]. PHA su biokompatibilné,
biodegradovatel'né, dobre spracovatelné, netoxické polyméry [39]. Mechanické a tepelné
vlastnosti PHA sa odlisuju v zavislosti od monomérnej jednotky, vid’ Tab. 3 [38].

R O

\O \OH

m

n
Obr. 3: Vseobecny vzorec PHA, kde R je H alebo alkylova skupina
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Tab. 3: Charakteristické teplotné (teplota topenia Tm, teplota sklovitého prechodu Tg) a mechanické
vlastnosti PHA v porovnani s PP, PE [40]

Polymér Tm [°C] T, [°C] Pevnost’ v tahu [MPa]  TaZnost [%0]
P3HB 173-180 5-9 40 6
P4HB 60 50 104 1000
Polypropylén (PP) 170-186 -10 29,3-38,6 400-900
Vysokohustotny 112-135 —-80 17,9-33,1 12-700
polyetylén (HDPE)
Nizkohustotny 88-130 -36 15,2-78,6 150-600

polyetylén (LDPE)

2.3.1 Poly(3-hydroxybutyrat)

Medzi najvyznamnej§i a prvy produkovany polymér zo skupiny PHA bol poly(3-
hydroxybutyrat) (P3HB) [41]. Aj naprick tomu, Ze je P3HB produkovany réznymi
biosyntetickymi cestami pocas fermentacie, vykazuje retazec P3HB 100% izotakticitu v R
konformacii monomérnych jednotiek (Obr. 4) [13]. Vd’aka tomu P3HB vykazuje vysoky stupeii
biodegradability [42].

O

-ullllll”O
T
w

Obr. 4: Poly(3-hydroxybutyrat)
Chemické vlastnosti

Molekulova hmotnost’ P3HB sa odvodzuje od typu baktérii, podmienkach pri produkcii P3HB
a extrakcne;j metody a moze variovat’ od 50 000-1 000 000
[10.3144/expresspolymlett.2014.82]. Ako najcastejSie rozpustadlo PHA je chloroform. P3HB
je naviac rozpustny aj v kyseline octovej, ¢o poskytuje ekologickejsiu nahradu za chloroform
[14; 15]. Anbukarasu a kol. zistili pri pripravach folie z P3HB, ze nahradou chloroformu za
kyselinu octovl sa ziskaju podobné vlastnosti folii ako u foliach ziskanych odparenim
chloroformu [43].

Fyzikalne a mechanické vlastnosti
Vysoky stupen krystalinity P3HB, okolo 60-70 %, vyrazne ovplyviiuje mechanické a fyzikalne

vlastnosti, ako je krehkost’ a tuhost' materidlu. Prave vysoka krehkost polyméru casto
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obmedzuje jeho pouzitie bez prisad [13]. Naviac s casom moze P3HB rekrystalizovat’ a menit’
tak svoje vlastnosti [42].

Vlastnosti tuhého a krehkého P3HB je mozné zmenit’ za¢lenenim d’alSicho monoméru akym je
3-hydroxyvalerat (3HV) alebo 4-hydroxybutyrat (4HB). Vysledné vlastnosti kopolymérov su
mékké, pruzné, hiizevnaté s vysokou t'aznost'ou [36].

2.3.2 Poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)

Kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) (P3,4HB) je jednym z délezitych
materialov pouzivany v medicinskych a farmaceutickych aplikaciach, vd’aka prirodzenému
vyskytu 4HB v mozgu, srdci, peéeni, oblickach a svaloch. Za¢lenenim 4HB monoméru sa ziska
kopolymeér s réznymi fyzikalnymi a mechanickymi vlastnost’ami (Tab. 4). Pritomnostou 4HB
Vv retazci P3HB sa znizuje vysoka krystalinita P3HB

Tab. 4: Fyzikalne a mechanické vlastnosti kopolymérov P3,4HB [44]

Obsah 4HB [mol%o]

Vlastnosti
0 16 64 78 82 90 100
Tm [°C] 178 130 50 49 52 50 53
Ty [°C] 4 7 -35 ~37 -39 —42 -48
Krystalinita [%0] 60 45 15 17 18 28 34
Pevnost’ v tahu (MPa) 43 26 17 42 58 65 104
Taznost’ (%) 5 444 591 1120 1320 1080 1000

2.4 Povrchova Uprava

PHA st sl'ubnymi materidlmi v 3D bunkovych Strukturach vd’aka vysokej biokompatibilite in
vitro [45] [46] [47] [48] [49] [50] [51] [52]. Vlastnosti polymérov ako st chemicka Struktura,
povrchova energia ¢i hydrofobnost’ hraju délezitu rolu v zivatoschopnosti buniek a ich rastu.
Medzi najcastejSie metody k zlepSeniu bunkovej adhézie a rastu na PHB substratoch je mozné
dosiahnut’ enzymatickou, chemickou a fyzikalnou (napr. zmenou velkosti porov) Upravou [53].

Enzymatickou Upravou pomocou lipazy a kyselinou hyaluronovou (HA) sa zaoberali Wang a
kol. Zistili, Ze aplikaciou lipazy, HA a ich kombinaciou na féliach z P3HB a PHBHHx dochadza
k poklesu kontaktného uhlu vody oproti neupravenym félidm. Proliferacia buniek (linia mysich
fibroblastov L929) na 3D skaffoldoch upravenych lipdzou bola najvyssSia, u 3D skaffoldu
PHBHHx bol az takmer dvojnasobna v porovnani s referenciou [54]. Zhao a kol, taktiez
porovnavali vlastnosti folii P3HB a PHBHHXx a ich zmesi upravenych lipazou. Zistili, Ze rast
buniek L1929 na foliach so zvysujucim obsahom PHBHHX rastie a na folit PHBHHXx je az 56-
nasobne vicsia ako u P3HB folie. Pretoze lipaza napada primarne esterové vizby, je mozné
predpokladat’ chemické a fyzikdlne Struktirne zmeny. Ked'Ze Stiepenim esterovych vizieb
vznikd na povrchu mnoZstvo hydroxylovych skupin, mdéze to mat za nasledok zmenu
hydrofébnosti P3HB, resp. PHBHHX filmu [55].
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Zmenu chemického zloZenia povrchu substratov k prispésobeniu adhéznych a zmacanych
vlastnosti je mozné docielit’ pdsobenim plazmy [56]. Xiang-HuaQu a kol. k povrchovej Uprave
PHBHHx filmov pouzili plazmu v pritomnosti bezvodého amoniaku. Po pésobeni plazmy
doslo k zniZeniu kontaktného uhlu vody. Naviac proliferacia buniek (I'udské endotelové bunky
z pupo¢nikovej zily (HUVEC)) plazmou modifikovanych félii bola vyssia ako na ¢istych
foliach PHBHHXx [57].

2.5 Potenciélna aplikacia pripravenych mikrovlaknitych $truktar

Jednou z moznych aplikéacii, ktoré vyuzivaju mikrovlaknita strukturu je sledovanie spravania
sa bunkovych kultir. Bunkové kultiry sa vyuzivaji v biologickych, biochemickych
a biomedicinskych vyskumoch. Vdaka tomu, Ze st bunkové kultary dobre definované,
umoziiuju pracu s jednym typom buniek. Je tak jednoduchs$ie pOsobit na cielové bunky
a kontrolovat’ reakciu na externé podmienky (toxiny, lie¢iva atd’.) [58]. DoterajSie zistenia
mnohych biologickych procesov boli ziskané na zéklade pozorovania populécii buniek
v rovinnom priestore (2D). V zivom organizme je v§ak spravanie buniek ovplyvnené okolitym
mikroprostredim bohatym na informacie, ako su zlozky extracelularnej matrice, pritomnost’
iného typu buniek aich sekréty. Preto procesy pozorované in vitro v 2D priestore, Casto
neodpovedaju priebehu reakcii v in vivo [59]. Pri obyvani buniek na 2D substratoch st bunky
vystavené dramatickej adaptécii Kk prezitiu z dévodu nedostatoéného prostredia ECM.
Néasledkom toho sa mo6ze zmenit’ metabolizmus buniek a klesnut’ ich funk¢énost’ [60].

Procesy odohrdvajace sa vin vivo, ako je napr. bunkova adhézia, je mozné priblizit
pozorovanim spravania sa bunkovych kultar v in vitro 3D substratoch. Vyrazne rozdielnym
znakom bunkovych kultar na 2D a 3D substratoch je rozdielna morfoldgia buniek. Bunky, ktoré
su pestované na 2D substratoch, maju plochy tvar a mozu sa Sirit’ len v horizontéalnej rovine
a vytvorit’ tak prilnava vrstvu. Ddsledkom toho moéze nastat, Ze bunky budu podliehat
apikalno-bazalnej polarite. Pre ur€ity typ buniek, napr. epitelové, je tato polarita vyznamna.
Neprirodzena je vSak pre vac§inu mezenchymalnych buniek, u ktorych je typicka hviezdicova
morfoldgia [1]. Rozdiel morfoldgie buniek na 2D a 3D nosic¢och je zobrazeny na Obr. 5.
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Obr. 5: Adhézne, topografické, mechanické podnety s ktorymi sa bunka stretava v 2D a 3D
substratoch. Podnety st vyrazne odlisné medzi 2D sklenenym povrchom potiahnutym kolagénom
a typickym 3D substratom ako je kolagén [1].

Aplikaciou mikrovlaknitych poréznych Struktar v 3D kultivacii buniek sa dosahuje lepSieho
predpokladu spravania sa a usporiadania buniek v in vivo. 3D kultivacia buniek prebieha na
viacvrstvovych ¢i poréznych skaffoldoch. Vdaka svojej vysokej poérovitosti je bunkdm
zabezpeCeny dostatoény transport Kkyslika a zivin. Prostrednictvo 3D poérovitej Struktare
skaffoldu dochadza k vyraznejsej proliferacii a migracii buniek [61]. Za idealnych podmienok
by mala 3D porovita Struktira pozostavat’ z 90 % porov [62]. Vhodna velkost’ porov je vsak
rozdielna pre kazdy typ buniek. Napr. vel'kost’ porov 200—400 um k produkcii kostného tkaniva
[63], pre rast buniek hladkého svalstva je vhodna velkost' porov 50-200 um [64]. Pory
0 vel’kosti viac ako 400 pm vsak znizuju kontaktny pomer medzi bunkami [65].

Roznorodost” vyroby 3D poréznych skaffoldov z niekol’kych materidlov je vysSSia ako u 2D
substratoch. 3D substraty by mali spihat’ zakladné §truktiirne a materialové podmienky [60].
Cielom dizajnu 3D nosi¢a bunkovej kultiry je ¢o najviac napodobnit’ prirodzené vlastnosti
ECM vin vivo systéme. Lee, J. akol. ako prvi spisali kritéria 3D bunkovych nosi¢ov z0
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Strukturalneho a materialového pohladu. Strukturalne vlastnosti boli rozobrané z makro az
nano meritka [60]. Zhrnutie z r6znych rozmerovych pohl'adov je na Obr. 6.

K vyrobe 3D nosi¢ov sa pouzivaji prirodné a syntetické polyméry. Kompozit oboch typov
materialov nachadza taktiez uplatnenie [66]. Hlavnym parametrom k vyberu materialu je jeho
biokompatibilita. Dalsimi parametrani si zmacavost, biodegradovatelnost ¢ mechanické
vlastnosti. Pretoze ECM je plne hydratovany gél, kIaCovym faktorom je zmacanie [60].
Materialy s viac hydrofilnym charakterom lepsie napodobniujt vodny roztok v in vitro. Vd’aka
tomu sa hydrogély pouzivaju v 3D substratoch [60] [67]. Alginat je jednym z hydrogélov
pouzivanym na vyrobu 3D nosicov [68] [69] [70]. Obmedzenim alginatovych gélov je ich
nedostato¢na bunkova adhézia [71]. Medzi d’alSie syntetické polyméry vyuzivané k vyrobe 3D
nosi¢ov patria poly(mlie¢na-co-glykolova kyselina) (PLGA), poly(etylénoxid)(PEO) [23] [72],
PLA [73] [21], PCL [74] [75].

i4 Nanomaterialy
napr.) 3D peptidovy
W gél

MieSanie s
nanomaterialm

¥ napr.) nanokry3taliky
hydroxyapatitu

« Kontrolovatelné

¥ procesné podmienky
¢ napr.) PLLA
nanovlaknity skaffold

Povrchova Uprava

skaffoldu
| . b NaOH -tprava
474 B 2 3 na PLGA skatfold
/ el L ¢
Jednoducha tvarovand 3D matrica na baze formy | §p0ngi0vité 3D mikrogtruktdra
. 4 403 i ] . 3 406 . 6_409
Makro mierka (107-10 m) || Mikro mierka (107-107 m) Nano mierka (107-107 m)
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© Velkost a tvar anatomickych defektov i o transport hmoty a mechanicka integrita © Pociatocné bunkové reakcie .
€ Zapadaju do testovacej dosky alebo bioreaktora | © 3D bunkova organizacia

Obr. 6: Pohl'ad na 3D nosic¢e z makro az nano rozmerov [60]
2.6 Charakterizacia povrchovych vlastnosti vlaknitych Struktir

Ked’Ze mikrovléknité Struktary budu pouzité pre sledovanie spravania bunkovych kultar, ktoré
sa predovsetkym nachadzaju vo fyziologickom roztoku, je kI'i¢ovou vlastnost’ou hydrofilnost’
vlakien.

2.6.1 Zmacanie a nasiakavost’ vlakien

Pri interakcii vladkno-kvapalina dochddza k zakladnym mechanizmom ako sii zmacanie
a nasiakavost’, ktoré sluzia na popis transportu kvapaliny vo vlaknitych materidloch.

Zmacanie
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Prvotny kontakt materialu/vlakien/textilii s kvapalinou predstavuje jeho schopnost byt
zmacany. Proces zmacania prebieha na rozhrani troch faz: pevna latka-vzduch, pevna latka-
kvapalina, kvapalina-vzduch. Zmacanie vlakien je tak zavislé na povrchu, geometrii
a chemickej Struktury vldkna. Taktiez sa uvadza, Ze proces zmacania predchadza procesu
nasiakavosti [76].

Medzi naj¢astejSie techniky merania zmac¢ania patri meranie kontaktného uhla (CA). Kontaktny
uhol stvisi so vS§eobecnymi termodynamickymi veli¢inami a prezentuje sa ako uhol vytvoreny
medzi doty¢nicou rozhrania kvapalina-para a rozhranim tuha latka-kvapalina na priese¢niku
troch rozhrani. Ak je kontaktny uhol medzi kvapalinou apevnou latkou mensi ako 90°,
dochédza k zmacaniu, pri uhle vy$Som ako 90° dochadza medzi kvapalinou a pevnou latkou
k odpudzovaniu [77].

Liquid 0 \
YsL Ysv

/ Solid

//////////
Obr. 7: Rovnovazny stav kvapky tekutiny na pevnom povrchu [78]
Zmacanie vlakna je mozné z merania zmacanej sily pomocou Wilhelmyho metody. Meranie
zmacanej sily na textiliach je naro¢né zmerat, pretoze pri kontakte kvapalina-vlakno
v tkaninach prebieha viac procesov, ako je zmacanie, absorpcia kvapaliny v poroch, pripadne
aj absorpcia do vlakien [79].

Popisom zmacania a vzlinavosti tkanin gravimetrickym meranim sa zaoberal Hsieh [80]. Zistil, ze pri
pociatoénom kontakte tkaniny s kvapalinou je kapilarny tlak va¢s$i ako hmotnost’ kvapaliny v tkanine
a kvapalina nad’alej stupa. Zastavenie kvapaliny nastava v rovnovaznej vyske, ked’ su kapilarne sily
vyvazené¢ s hmotnostou kvapaliny. Po dosiahnuti rovnovahy — ustalenie procesov zmacania
a nasiakavosti, je sila konstantna (ABeq). Po oddeleni tkaniny od kvapaliny je zistené mnozstvo zadrzanej
kvapaliny v tkanine (Wt). Vysledna zmacacia sila (Fw) tkaniny sa rovna

Ey = ABeq - W [g] 1)

Na Obr. 8 je zobrazeny proces zmacania a nasavania zaznamenany pomocou Wilhelmyho metody.
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Obr. 8: Krivka zobrazujuca zmeny hmotnosti v ¢ase po kontakte kvapaliny so spodnym okrajom tkaniny
(zo 100% baviny). Body A-B zobrazuju pred Gplnym kontaktom materialu s kvapalinou, negativne
hodnoty predstavuji vzostupujucu silu nezmacavych vlakien. Body B—D znazornuji zvysenie sily od
kvapaliny, ktora prichddza do kontaktu s tkaninou a sGi¢asné nasavanie. Prudky narast sily z bodu B do
C je vac¢sinou sposobeny zmacanim s prispevkom absorpcie kvapaliny. Nasledné vzlinanie kvapaliny je
indikované pomalSou zmenou sily z bodu C do D. Po dosiahnuti ustaleného stavu dosiahla tkanina svoju
maximalnu absorpénu kapacitu kvapaliny vo vertikalnom smere. Body D-E znazoriiuji oddel'ovanie
tkaniny od kvapaliny. V bode F je tkanina uplne oddelena od kvapaliny. Zaznamenana zvyskova
hmotnost’ predstavuje celkovu zadrz kvapaliny vo vzorke [79].

Nasiakavost

Nasiakavost’ textilii je reakciou na transport kvapaliny v porovitych Struktirach, pohanany
kapilarnymi silami. Proces nasiakavosti moze nastat’ len, ked’ je tkanina s kapilarnymi
priestormi zmacana [81]. V najjednoduchs$om kapilarnom systéme, Obr. 9, sa tvori meniskus.
Vd’aka povrchovému napitiu kvapaliny nastava tlakovy rozdiel na zakrivenom rozhrani
kvapalina-vzduch [78].
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Obr. 9: Nasiakavost’ kvapaliny v kapilare [78]

Nasiakavost’ je teda podmienend kapilarnemu tlaku a priepustnosti. Ked’ nastane nasytenie
porov kvapalinou, kapilarny tlak dosiahne nulovi hodnotu a priepustnost’ média je vtedy
najvyssia [77]. Stanovenie rychlosti nasiakavosti je mozné jednoduchou technikou sledovania
vzlinavosti kvapaliny vo vertikalne zavesenej textilie (Obr. 10).

]
Uchytenie vzorky
T
Stupnica - - Tkanina
l ]
Voda
I |

Obr. 10: Schematické meranie rychlosti nasiakavosti tkaniny [82]
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Materialy

Poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB) precisteny acetonom bol dodany vo forme bieleho prasku od
firmy NAFIGATE® s oznagenim 2189 (My = 456 000 g/mol, T = 172 °C).

Poly(3-hydroxybutyrat) (HYDAL MO01) ziskany novou extrakénou metdédou tzv. mydlova
cesta [83] s charakteristickymi vlastnost'ami My = 409 100 g/mol, Tm =173 °C, Tg =2 °C.

Kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) v pomere P3HB/P4HB 70/30
s komerénym oznacenim Mirel™ M4300 (oznadenie MI) dodavany od firmy METABOLIX®
(Mw =234 100 g/mol, T = 100 °C).

Kopolymér poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat) v pomere P3HB/P4AHB 93/7
s komerénym oznadenim Mirel™ P1004 (oznagenie MI_P) dodavany od firmy METABOLIX®
vo forme bieleho granulatu (Mw = 112 600 g/mol).

Oligomér P3HB (ozn. Olig. P3HB) bol pripraveny Ing. Silvestrom Figallom PhD. na Fakulte
chemickej VUT v Brne vo forme tuhej hnedozltej lepkavej hmoty s My =1 007 g/mol,
Tm=98°C, Tg=-33 °C.

Syncroflex™ 3114 (ozn. SYN) oligomérny adipatovy ester od firmy CRODA bol pouzity ako
plastifikator.

Chloroform (CHCI3z) anhydridového typu bol dodany firmou SIGMA-ALDRICH®
a obsahoval 0,5 — 1 % etanolu ako stabilizatoru.

Kyselina mrav¢ia (FORM) s koncentraciou 98 % (Tv = 100-101 °C) bola dodana od firmy
PENTASs.T. 0.

Kyselina octova (HAC) s koncentraciou 99,8 % bola dodana firmou PENTA s. r. 0.

LIPAZA (ozn. LIP_C) z Candida rugosa typ VII v lyofilizovanej forme so $pecifickou
aktivitou >700 unit/mg pevnej latky dodanou od SIGMA-ALDRICH®.

LIPAZA (ozn. LIP_P) z Pancreas porcine (L-3126) typ Il s aktivitou 30-90 unit/mg proteinu
(s pouzitim triacetin) dodanou od firmy SIGMA-ALDRICH®.

3.2 ZlozZenie a priprava roztokov na odstredivé zvlakiiovanie

Na zaklade predchadzajucej stadie [84], boli pripravené roztoky o 7% koncentréacii. Tato
koncentrécia roztokov polymeérov bola povazovana za idealnu k odstredivému zvlaknovaniu.
Ako rozpustadlo bol pouzity chloroform stabilizovany 1% etanolom. Roztoky polymérov boli
pripravené vo varnych flasiach s uzaverom, ktoré boli ponorené vo vodnom kupeli pri teplote
60 °C po dobu min 2 hod, pokial’ neboli polyméry Uplne rozpustené.

Ako referencné roztoky bez obsahu kopolyméru alebo inych aditiv boli pouzité dva materiély
poly(3-hydroxybutyratu) — jeden komeréného typu (P3HB) a druhy ziskany novou extrak¢nou
cestou (HYDAL MO01) [83]. ZloZenie roztokov je zobrazené v Tab. 5.
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Tab. 5: Zlozenie P3HB roztokov

. . Koncentracia MnoZstvo
Oznacenie roztoku roztoku [hm.%] polyméru [q] CHCls [g]
P3HB 7 18,9 251,1
HYDAL M01 5 13,5 256,5

Pridavok kopolymérov do roztoku P3HB

Kedze samotné P3HB je vel'mi krehké, boli pripravené roztoky s obsahom kopolymérov
poly(3-hydroxybutyratu-co-4-hydroxybutyratu) (P3,4HB). K priprave roztokov s P3,4HB boli
pouzité dva materialy (ozn. MI, MI_P). Mnozstvo kopolyméru v roztoku bolo vztiahnuty na
hmotnost’ P3HB. Oznacenie roztoku a koncentracia jednotlivych polymérov sa nachadza v Tab.
6.

Tab. 6: Zlozenie a koncentréacia jednotlivych roztokov s obsahom kopolyméru M, resp. MI_P

Oznacenie  Koncentracia Hmot. % Ml
roztoku roztoku [%0] Hmot.% P3HB (MI1_P)
75P3HB/25MI 7 75 25
80P3HB/20MI 7 80 20
85P3HB/15MI 7 85 15
90P3HB/10MI 7 90 10
95P3HB/5MI 7 95 5
Ml 7 - 100
MI_P 7 - 100

Pridavok modifikatoru

V predchadzajicej Stadie [84] boli k tprave mechanickych vlastnosti pouzité rozne typy
zmikeovadiel. Ako najvhodnejsie zmikcovadlo sa preukdzal Syncroflex™ (SYN)
s hmotnostnym obsahom 10 % vztiahnutym na hmotnost’ polyméru. Zmék¢&ovadlo bolo pridané
do roztoku P3HB (P3HB_10Syn) a HYDAL M01 (HYDAL MO01 _10SYN) az po uplnom
rozpusteni polymeéru.

Uprava rozpistacieho systému

Medzi casté rozpustadlo pre P3HB patri chloroform. VVyhoda chloroformu je aj v tom, Ze pri
priprave roztoku za vy$sej teploty nastava uplne rozpustenie polyméru a po schladeni roztoku
na laboratornu teplotu ostava roztok staly/nezmeneny. Naopak z environmentélneho
a zdravotného hladiska je pouzivanie chloroformu velmi $kodlivé. Na zaklade reserse
Vv teoretickej Casti bol upraveny rozpustaci systém ato nahradenim casti chloroformu
rozpustadlami kyseliny mravcej a octove;j.
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Pripravené boli roztoky P3HB rozpustené v chloroforme podl'a postupu v kapitole 3.2. Po
dokonalom rozpusteni polyméru a vychladnuti roztoku bolo dofiho pridana kyselina mravcia,
resp. octova. Presné zlozenie a koncentrécie roztokov sa nachadzaju v Tab. ¢. 1.

Tab. ¢. 1:Zlozenie roztokov P3HB s pridavkom HCOOH, resp. HAc

Oznadenie Koncentracia Hmot. % Hmot. % Hmot. %
roztoku roztoku [%6] CHCl; HCOOH HAC
P3HB_FORM 6 75 25 -
P3HB HAc 8,75 93,7 - 6,3

3.3 Uprava roztokov a vlakien k zvyseniu hydrofilnosti (nasiakavosti) P3HB
vlakien

Jednou z moznosti k zvySeniu hydrofilnosti mikrovlakien bolo pomocou oligoméru P3HB
(Olig.P3HB). Vdaka oligoméru je mozné predpokladat zvySeny pocet hydrofilnych
hydroxylovych skupin. Koncentracia roztoku bola opédt 7% a pouzité rozpustadlo bol
chloroform stabilizovany etanolom. Hmotnostny pomer P3HB/olig.P3HB bol 75/25.
K Uplnému rozpusteniu materidlov bol roztok ponoreny do vodného kapel’a pri 60 °C po dobu
2 hod.

Ako bolo spomenuté v teoretickej Casti, k zvySeniu hydrofilnosti P3HB bolo dosiahnuté za
pomoci roztoku lipazy. Sledované zmeny vlastnosti boli skimané na planarnych vzorkach
s hustotou 9,35 g/m? (PLANAR_P3HB) a mikrovlaknach z P3HB (VATA_P3HB). Vzorky
boli ponorené do roztokov 2 typov lipaz (LIP_C, LIP_P) o koncentraciach 0,1 g/l (LIP_C(P)_1)
alg/l (LIP_C(P)_2) pripH 7 po dobu 24 hodin a pri teplote 35 °C. Po vybrati vlakien z roztoku
lipazy, boli vlakna premyté destilovanou vodou. Nésledne boli mikrovladkna dané do vakuovej
susiarne s teplotou 50 °C po dobu min 2 hod. Pre porovnanie boli mikrovlakna ponorené aj do
destilovanej vody pri rovnakych podmienkach.

3.4 Procesné podmienky odstredivého zvlikiovania

Laboratorna priprava mikrovlakien technologiou odstredivého zvlaknovania bola vykonavana
na pristroji FibeRio CycloneL.1000. Pristroj je nastaveny k produkcii vlakien z 2ml zasobnika.
Aby bola produkcia vlakien rychlejSia a vacsia, ziskané su tak objemné kokony vlakien, bolo
pouzité automatické davkovanie. Ku kontinudlnemu dédvkovaniu mimo pristroja bola pouZita
injek¢éna striekacka naplnena roztokom polyméru, napojena na injeként pumpu (LAMBDA
VIT-FIT (HP)). Roztok polyméru bol davkovany injekénou pumpou cez hadicku az do
zvlaknovacej hlavy skrz davkovaciu ihlu 18G s vonkaj$im priemerom 1,2 mm. Na Obr. 11 je
zobrazena zvlaknovacia hlava s upravenym kontinualnym davkovanim.
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Obr. 11: Pristroj FibeRio CycloneL1000 s upravenym kontinualnym davkovanim

V teoretickej Casti diplomovej prace boli spomenuté, ze aj procesné parametre (rychlost
otaania zvlaknovacej hlavy, priemer zvlaknovacich ihiel, rychlost’ ddvkovania ¢i vzdialenost’
kolektorov) vyrazne ovplyviiuju produkciu vlakien. Z predchadzajtcej stadie [84] bolo zistené,
ze najvhodnejsSou vel'kost'ou zvladknovacich ihiel je 30 G. Thly s vonkaj$im priemerom 0,3 mm
a skosenim 11° boli doddvané od Terumo®. Davkovanie roztokov bolo kon$tantné a to
rychlost'ou 50, ¢o odpoveda rychlosti davkovania 40 ml roztoku za 90 sekind. K ziskaniu
rovnako vel'kych kokonov vlakien, bolo trvanie jedného zvlakiiovacieho cyklu 2 min pre 7%
roztoky a 2,5 min pre 5% roztoky polymérov. Vzdialenost’ kolektorov bola taktiez nemenna a
to 130 mm od zvlakniovacej hlavy. Rozlozenie 16 kolektorov o rozmeroch 115 x 32 x 7 mm
bolo rovnomerné po celom obvode. NajcastejSie meniacim sa procesnym parametrom bola
rychlost’ otacania zvlaknovacej hlavy za mintitu (RPM). Rychlost’ otac¢ania bola nastavena tak,
aby nastala tvorba kokonu mikrovldkien. Pre vidcSinu vzoriek bola idealna rychlost
zvlaknovania 10 000 RPM. Pre niektoré roztoky bola tato rychlost’” vSak velka. Preto bola
rychlost’ ota¢ania zvlakinovacej hlavy v rozsahu od 6 000 do 10 000 RPM.

3.5 Charakterizacia roztokov a mikrovlakien
3.5.1 Meranie viskozity

Medzi hlavné faktory ovplyviiujuce tvorbu vlakien z roztoku je jeho viskozita. Pre kazdy roztok
je viskozita charakteristickou materialovou vlastnost'ou, ktora je zavisla od teploty a tlaku. Pri
prudeni kvapaliny dochadza k odporu voci toku alebo $myku kvapaliny, ktory je definovany
prave ako viskozita. Viskozita roztokov udava aj odozvu molekulovej hmotnosti polyméru.
Cim je vyssia molekulova hmotnost’ polyméru, tym ma roztok vyssiu viskozitu. TaktieZ so
zvySujucou koncetraciou polyméru v roztoku viskozita narasta [85] [86].
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Viskozita polymérnych roztokov bola merand pred a po zvlakiiovani. Viskozita bola zmerana
rota¢nym viskozimetrom Brookeld RVDV II + PX. Meranie bolo prevedené za pouzitia spindlu
6 v objeme 50 ml roztoku a pri laboratdrnej teplote 22—23 °C.

3.5.2 Stanovenie molekulovej hmotnosti

Stanovenie molekulovych hmotnosti vzoriek bolo metddou gélovej permeacnej chromatografie
(GPC). Principom GPC je separécia molekul v zavislosti na ich velkosti a tvare [12]. Separacia
prebieha s vyuzitim poérovitého gélu, kde su najmensie molekuly zadrziavané v poroch
najdlhsie a najvacsie molekuly polyméru putuji chromatografickym systémom najrychlejsie.

Ked’ze molekulova hmotnost materidlov taktiez ovplyviiuje proces zvlakiovania, bolo
stanovenie molekulovych hmotnosti nevyhnutnou sucastou experimentu. Pri Uprave
rozpustacieho systému naviac moze pritomnost’ kyselin pdsobit” degradacne na polymeér.

Stanovené molekulové hmotnosti a stupeni polydisperzity boli vykonané na pristroji Agilent
Technologies 1100 Series. Teplota kolony bola 30 °C, standardy polystyrénu boli o
koncentrécii 0,8-1,5 mg/ml (podla druhu Standardu, vysS$ia koncentracia pre nizSiu My).
Chloroform stabilizovany 1 % etanolu bol pouzity ako mobilna faza. Stacionarnou fazou bol
PLgel column mixed-B. Vzorky boli koncentrované na 5 mg/ml.

Metoda GPC bola pouzita na vstupnu charakterizadciu materialov.
3.5.3 Diferen¢na kompenzac¢na kalorimetria

Diferencna kompenzaéna kalorimetria (DSC) sa zaobera Studovanim tepelne zafarbenych dejov
prebiehajucich vo vzorke v porovnani s referenciou spravidla pri ich linedrnom zahrievani, resp.
ochladzovani. Pri fazovej premene vzorky, chemickej, biologickej reakcii ¢i inej entalpickej
zmene nastdva rozdiel tepelnych tokov medzi referenciou a sktimanou vzorkou. Pokial
nedochadza k ziadnej reakcii ¢i fazovej premene, je rozdiel tepelnych tokov nulovy a na DSC
krivke sa zobrazuje ako tzv. baselina. Metédou DSC je teda mozné ziskat’ napr. charakteristické
teploty topenia (Tm), sklovitého prechodu (Tg), polymérov, stupenn krystalinity
semikrystalickych termoplastov.

K ziskaniu charakteristickych tepl6t vstupnych materialov a stupna krystalinity (rov. 2) bol
pouzity pristroj Discovery DSC 2 500 od spolo¢nosti TA INSTRUMENTS, navéazka vzorky
bola priblizne 10 mg. Meranie prebiehalo v inertnej atmosfére s prietokom dusiku 50 ml/min.
Rychlost’ ohrevu a chladenia vzoriek bola 10 °C/min. Ohrev vzorky Olig.P3HB zacal od
—80 °C do 180 °C s predchadzajucou 1 mindtovou izotermickou vydrzou. Po minttove;
izotermickej vydrzi pri 180 °C bola vzorka schladena opét’ na —80 °C. Po 1 min izotermickej
vydrzi bol teplotny cyklus zopakovany. Pre vzorky MI, P3HB M, P3HB zacal teplotny
program na —30 °C s mindtovou izotermickou vydrzou. Ohrev vzoriek bol do teploty 200 °C
s naslednou minatovou izotermou. Ochladenie vzoriek bolo znovu na —30 °C s minutovou
izotermou a cely cyklus bol zopakovany.

AHy, — He,
= = . 100%
AHY, ° @)
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Kde Hm je entalpia topenia polyméru (Hm psns bola 82 J/g, Hm HypaL mo1 bola 81 J/g), Hcc je
entalpia studenej krystalizacie a Hn® je entalpia 100% polyméru (146 J/g pre P3HB ). Pre
KpsHpje 56 %, pre  KhypaL mor je rovna 55%. Metéda DSC bola pouzita k vstupnej
charakterizacii materialov. Zaznamy z DSC merania materialov sa nachadzaju v prilohe.

3.5.4 Infracervena spektroskopia s Fouierovou transformaciou

Pri infracervenej spektrometrii dochddza k absorpcii elektromagnetického Ziarenia
vo vInoéte (¥) 12 500-20 cm™* (A: 800 nm — 0,5 mm). Interakciou infraderveného Ziarenia
s latkou dochadza k zmene rota¢ne vibra¢nych energetickych stavov molekuly. Prejavia sa vSak
len prechody, ktoré suvisia so zmenou dipdlového momentu. Infraervené spektrum je
charakteristické pre kazdu latku a zéroven jednotlivé funk¢né skupiny sa vo spektrach prejavuji
takmer rovnako.

Meranie prebiehalo za atmosférické tlaku pri laboratornej teplote na infra¢ervenom
spektrometre s Fourierovou transforméciou (FTIR) TENSOR 27. VVzorky mikrovlakien boli
podrobené meraniu metdodou na odraz (ATR) na diamantovom krystali v spektrdlnom rozsahu
4 000 -6 000 cm™t. Meranie prebiehalo v absorpénom méde, s rozlisenim 4 cm™ a poétom
skenov 32. Kazda vzorka bola merana z 3 rdznych miest.

3.5.,5 RoOntgenova fotoelektronova spektroskopia

K povrchovej analyze nicktorych vzorieck bola pouzita rontgenovd fotoelektronova
spektroskopia (XPS). Jedné sa o analyzu prvkového zloZenia s citlivostou cca 1 000 ppm. Pri
oziarovani vzorky rentgénovym lu¢om o urcitej energii dochddza k vyrazeniu elektronov
z vnatornej vrstvy atomu. Vdzobna energia elektronov je charakteristickd pre kazdy prvok
periodickej sustavy prvkov okrem H, He.

Analyzy XPS boli prevedené na spektrometri Axis Ultra DLD s pouzitim monochromatického
zdroja rontgenového ziarenia Al Ka (hv = 1486,7 eV) pracujiceho pri 75 W (5 mA, 15 kV).
Spektra vzoriek boli ziskané z analyzovanej oblasti o velkosti ~ 300 x 700 um. Spektra
s vysokym rozliSenim bola merand s krokom 0,1 eV a20eV priechodnou energiou (pass
energy) a siroké spektra s velkost'ou kroku 0,7 eV a 160 eV priechodnou energiou. Vakuum
pristroja bolo v priebehu merania cca 2 - 108 Pa. Ziskané spektra boli analyzované pomocou
softwaru CasaXPS (verzia 2.3.15) aboli skorigované na hlavny pik C 1s(280,0 eV). Pre
vSetky spektra vzoriek bolo pouzité Standardné Shirleyho poradie.

3.5.6 Skenovaci elektrénovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) umoziiuje pozorovat a charakterizovat’ povrch
vzorky pouZitim primarneho elektronového luca. SEM snimka zobrazujica morfologiu vzorky
(mikrovlakien) je vysledkom detegovanych sekundarnych elektronov (SE) z povrchu vzorky.

Vzorky boli pozlatené vyuzitim naprasovacky Polaron, typ POLARON RANGE SC7640.
Pozlatenie vzoriek bolo v manualnom rezime v pritomnosti zlata a palédia, argonovej
atmosfére 0 99,996% ¢istote argonu. Cas zlatenia bol 60 s, pod napéatim 1,5 kV a pridom
14 mA. K zdroju elektronov bolo pouzité volframové vlakno. Mikrovlaknité Struktary boli
pozorované skenovacim elektronovym mikroskopom ZEISS EVO LS10.
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Snimky ziskané z elektronového mikroskopu boli d’alej pouzité aj na stanovenie priemeru
vlakien prostrednictvom obrazovej analyzy softwaru Imagel. Priblizna porovitost
mikrovlaknitych $truktar bola stanovena gravimetricky a s vyuzitim aplikacie SEMIPE.

3.5.7 Meranie zmacania a nasiakavosti

Zmacanie

Ako bolo spomenuté v teoretickej Casti, vztah mikrovlakien s vodnym prostredim vplyva na
spravanie buniek v kultivatnom médiu. Prvotny kontakt kvapaliny s materidlom bol
pozorovany pomocou kontaktného uhlu (CA). Ked’Zze meranie CA je obt'azné na mikrovlaknach
v podobe typu VATA, boli pripravené folie na podloznych sklickach z roztokov polymérov.
Tvorba folii bola vykonavana pomocou automatického filmového aplikatora TQC Sheen.
Pohyb zaterového noza bol rychlostou 5 cm/s vo dvoch vrstvach. Celkova vrstva folie bola

240 pm. Pripravené folie na sklickach, boli nasledne dané do vakuovej suSiarne pri teplote
50 °C po dobu min 3 hod, aby sa odparilo zvyskové rozpust'adlo.

Po ochladeni folii na laboratérnu teplotu boli kontaktné uhly a povrchova energia vzoriek
merané s pouzitim See Systému od firmy Advex Instrument s. r. 0. K meraniu CA boli pouzité
tri kvapaliny (destilovana voda, etylénglykol a dijodmetan) o objeme kvapky 15 ul. Kazda
kvapalina bola merana na vzorke min 6x. Na vyhodnotenie povrchovej energie bol pouzity
Owens-wend model.

Nasiakavost’

Po zmerani CA folii a planarnych vzoriek boli vybrané materialy k uréeniu miery nasiakavosti
materialov. Pozorované boli vzorky vo forme typu VATA a PLANAR. K meraniu nasiakavosti
bol pouzity Force Tenziometer Sigma 701, ktory zaznamendval narast hmotnosti na zavesenej
vzorke po ponoreni vzorky pod hladinu vody 1 mm v ¢ase 10 min. Rozmery planarnych vzoriek
boli 1x5 cm, pre vzorky typu VATA bola dizka vzorky 5 cm. Zobrazenie metody merania je
mozné vidiet' na Obr. 12.

Obr. 12:Zobrazenie metddy merania nasiakavosti planarneho a vatickového typu vzorky

28



3.5.8 Mechanické vlastnosti

Mechanickeé vlastnosti vlaknitych vzoriek boli sledované tahovou skaskou za sucha a za mokra,
nakol’ko koncové aplikacia mikrovlaknitych struktir je vo vodnom prostredi. Tahova skugka
patri medzi zakladné statické mechanické charakteristiky materialov. Pri je testovacie teleso
(tzv. ,,dog bone*, ktoré zabezpeCuje najvacsiu koncentraciu napétia v strednej Casti telesa)
upnuté do Cel'usti trhacieho stroja a teleso sa konstantnou rychlost'ou nat'ahuje. Posobenim sil
sa teleso predlZzuje najskor pruzne, nasledne dochadza k plastickej deformacii az ku kone¢nému
pretrhnutiu. Vysledkom merania je tahova krivka, ktora predstavuje zavislost' posobiaceho
napétia o na relativnej deformacii ¢. Z linearnej Casti krivky je mozné vypoéitat’ Youngov modul
pruznosti E, ktory je jej smernicou. Dalej je moZné stanovit medzu klzu, pevnost’ materialu
Vv tahu ¢i taznost’ (deformacia pri pretrhnuti). Vysledny tvar tahovej krivky je zavisly aj od
typu skuSaného materidlu. Materidly, ktoré sa spravaji krehko, sa prejavuju vysokymi
hodnotami pevnosti bez pritomnosti medze klzu a vel'mi nizkou t'aznost'ou. Naopak huzevnaté
polyméry dosahuju najvyssie hodnoty t'aznosti spomedzi polymérnych materilov.

Na meranie tahovej skusky boli pouzité dve formy mikrovlaknitych Struktar. Vzorky v rovinnej
forme (PLANAR) boli dodané od firmy Nano4Fibers. Z tejto kontinualnej netkanej textilie boli
raznicou Vv tvare dog bone typu 5A pripravené vzorky na meranie. Mikrolakna vo forme kokénu
(VATA) nebolo mozné pripravit’ do tvaru dog-bone, preto boli upravené do takej formy, ako je
vidiet' na Obr. 13. Vysledna pevnost’ vlakien bola pogitana cez plosnii (pre PLANAR vzorky)
a dizkovii (pre vzorky typu VATA) hmotnost’.

Tahova skaska za sucha

Meranie tahovej sksky prebiehalo na pristroji ZWICK Z 010 s 10 N meracou hlavou. Vzorky
boli uchytené do ¢el'usti pre 10 N hlavu s pociato¢nou vzdialenostou ¢elusti 20 mm, ¢o
predstavovalo poéiatoénu dizku testovacich vzoriek. Rychlost testu vietkych vzoriek bola
10 mm/min a ukonéenie testu bolo pri dosiahnuti 80% sily z maximéalnej hodnoty.
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Obr. 13: Vzorky typu VATA pripravené k meraniu tahovej skusky za sucha
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Tahova skiska za mokra

Meranie tahovej skusky za mokra bolo za pristroji RSA-G2 Solids Analyzer (TA Instrument).
Na zistenie spravania sa materidllu vo vodnom prostredi boli vzorky P3HB_VATA a
P3HB_10Syn_PLANAR ponechané po dobu 5 min vo vode. VVzorky boli nasledne upnuté do
Cel'usti a opatrené nadobou s vodou (Obr. 14). Pociato¢na vzdialenost’ ¢el'usti bola 20 mm,
rychlost’ testu bola 10 mm/min a ukoncenie skusky bolo pri dosiahnuti 80 % max sily. Pre
porovnanie bolo meranie prevedené aj za sucha.

Obr. 14: Upnutie vzorky P3HB_VATA a uzatvorenie vzorky do nadoby s vdou
3.5.9 Stanovenie zvy§kového rozpuast'adla

Pri tvorbe mikrovlakien technolégiou odstredivého rozpustadla dochadza k odparovaniu
rozpustadla zroztoku. Po ziskani mikrovlakien sa méze vo vldknach vyskytnat’ urcité
mnozstvo neodpareného rozptstadla. Ku sledovaniu odparovaniu rozptstadla boli kokony
Cerstvo pripravenych mikrovlakien v ¢asovom horizonte vazené na analytickych vahach.

3.5.10 Biologické testy — test metabolickej aktivity, bunkovej proliferacie a distriblcie
buniek v mikrovlaknitych Struktirach

Cielom pripravenych mikrovlakien je ich pouZitie ako nosice pre bunky v testovacej doske
(ang. well plate). Aby sa ziskané kokény mikrovlékien, resp. plandrnych vzoriek, zmestili do
testovacej doske, bolo potrebné ich upravit' do pozadovaného kruhového tvaru s priemerom
6 mm. Vzorky nosic¢ov boli manuéalne vyseknuté ocel'ovou raznicou o danom tvare a priemere
(Obr. 15). Vzorky mikrovlaknitych Struktar boli prenesené do testovacej dosky (Obr. 16).
Priemerna vyska vzoriek typu VATA bola 2,9 £ 0,3 mm. Pripravené vzorky boli sterilizované
v testovacej doske parami etylén oxidu.
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Obr. 15: Priprava mikrovlaknitych truktar, ich boény pohlad typu VATA a PLANAR na biologické
testy
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Obr. 16: Osadenie testovacej dosky vysekanymi mikrovlaknitymi Struktarami

Biologické testy boli vykonané v spolupraci s Institutem Experimentélni mediciny Akademie
véd Ceskeé republiky, oddeleni Tkanového Inzenyrstvi, ktory zaslal podrobni spravu o postupe
testovania a vyhodnocovania vysledkov. Tato sprava je st¢ast'ou prilohy.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Optimalizacia procesu odstredivého zvlakiiovania

Proces odstredivého zvlakiiovania je ovplyviiovany réznymi parametrami ako bolo spomenuti
v teoretickej Gasti. Uspesné zvlakiiovanie predstavuje ziskanie nadychaného kokénu vlékien
zachyteného na kolektoroch po celom priestore medzi zvlakiovacou hlavou a kolektormi ako
je vidiet' na obr. . Idealne ziskané vlakna z procesu odstredivého zvlaknovania neobsahujd
kvapocky polyméru, nezlepuju sa, nie su prilepené na kolektory a neroztrhuju sa. K ziskaniu
kokonu vlakien o predchadzajucich parametroch vedie v$ak niekol’ko procesnych podmienok
a vhodné vlastnosti roztoku, ktoré navzajom suvisia.

Obr. 17: Tvorba ideéalneho ,,nadychaného* kokonu vlakien procesom odstredivého zvlaknovania

4.1.1 Vlastnosti roztoku

Vyznamnymi parametrami ovplyviiujuce produkciu vlakien su viskozita roztoku a molekulova
hmotnost’ polyméru. Tieto dva délezité parametre st ovplyviiované aj pritomnost'ou rézneho
typu rozpustadla.

4.1.1.1 Meranie viskozity a molekulovda hmotnost’

Proces zvlaknovania bol vyrazne ovplyviiovany viskozitou roztoku. Viskozita roztoku je
ovplyvitovana molekulovou hmotnost'ou, koncentriciou roztoku a teplotou. Pri vysokej
koncentracii polyméru v roztoku, nad 10%, ma roztok zvacsa vysoka hodnotu viskozity, ktord
nie je vhodna na zvladknovanie. Zalezi vSak od molekulovej hmotnosti polyméru a jeho
samotnych vlastnosti. Napriklad z materialu MI_P04 bol pripraveny o koncentracii 7 %. Jeho
Mw bola oproti referenénému materialu P3HB 0 80% mensSia. Roztok naviac po rozpusteni
granuli viditeI'ne obsahoval plnivo vid’ . Termogravimetrickou analazou bol zistené, ze MI_P
obsahoval az 10 % plniva z celkovej hmotnosti polyméru. Viskozita 7% MI_P bola 40 mPa-s.
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V porovnani s 7% s roztokom P3HB ide o priblizne 99% pokles viskozity. Takyto roztok
nebolo mozné zvlaknit’.

Obr. 18: 7% roztok MI_P v CHCls

Z predchadzajlcej stadie [84] bolo zistené, Ze idealna viskozita na zvlakiovanie roztoku je
v rozmedzi od 3500-4500 mPa-s, ¢o odpovedalo najcastejsie cca 7% roztoku. Pri zvlakinovani
niektorych 7% roztokov atprave moznych technologickych parametrov (zmena rychlosti
otacania zvlakinovacej hlavy, priemer zvlakiiovacich ihiel, rychlost’ davkovania) nebolo mozné
ziskat' idedlny kokon vlakien. Ked'Ze vlastnosti roztoku, ako je viskozita, priamo ovplyviuja
proces zvlaknovania, d’al§im rieSenim problému bola uprava koncentracie, ktora ovplyvinuje
viskozitu roztoku. Pridanim rozpust'adla doslo k poklesu viskozity. Mnozstvo rozpustadla bolo
pridavané postupne az pokial’ nenastala tvorba kokonu z vl&kien. Zo ziskanych skusenosti boli
niektoré pripravené 7% roztoky zriedené priamo pred zvlakiovanim. Idedlne kokony
mikrovlakien boli teda pripravené z roztoku o viskozite v rozmedzi od 800-1900 mPa-s.
Rozdiel idealnych viskozit oproti predchadzajucej prace je zrejme spdsobeny modifikéciou
odsavania priestoru zvlakfiovania. V predchadzajlicom pripade nebol zabezpeceny dostatoény
prietok vzduchu v priestore zvlakiovania. Po tprave (odstraneni zapchaného filtru) bola
dosiahnuta vynikajlca cirkulacia vzduchu, atym aj rychlejSicho odparovania rozpustadla.
VIéakna z roztoku o nizSich viskozitaich danych va¢sim mnozstvom rozpustadla v roztoku sa
potom zvlaknovali omnoho lepsie. Viskozita zasobného roztoku sa bohuzial’ mierne meni aj
pocas procesu pripravy vlakien. Rozpustadlo sa totiz pri manipulécii s roztokom odparuje.
Moze vsak taktiez dochadzat’ k poklesu viskozity z dovodu poklesu Mw polyméru v roztoku
vd’aka reakcii (rov. 3). Preto bola viskozita zasobného roztoku kontrolovana ako po samotnej
priprave (po rozpusteni polyméru) tak aj po procese zvlakinovania. Viskozity roztokov pred
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apo zvlaknovani je vidiet v Tab. 7. Aj ked’ sa bolo snaZenie eliminovat’ tento jav, bola
u roztokov obsahujucich SYN pozorovany mierny narast viskozity.

2 CHCl; + 0, — 2COCl, + 2 HCl 3)

Vypocet koncentracie po zvlakiovani

Ked'Ze niektoré pripravené roztoky museli byt zriedené, aby sa ziskal ,,nadychany* kokdn
z mikrovlékien, bola vyslednd koncentricia stanovend hmotnostne. Vypocet koncentracie
zriedeného roztoku bol podla rov. 4
m(A)
A) =——-100% 4

w(d) = s 100% @
kde m(A) je hmotnost’ polyméru po odpareni rozpustadla a m(R) je hmotnost’ roztoku po
zvlaknovani.

Tab. 7: Koncentracia a viskozita roztokov pred a po zvlakneni

Koncentracia

ROZtO:or:j:E::ZIcl:aajeho (r:lzraec-is) roz,tot<u pri, (mllip;-s)
zvlakiovani
7% P3HB 4310 5,53% 810
7% P3HB_10SYN 3740 7% 3900
5% HYDAL MO01 400 5% 350
7%(HYDAL MO01_10SYN) 1440 7% 1550
7% (P3HB/Olig.P3HB) 1370 7% 1310
7% (P3HB/5MI) 3700 6,04% 1870
7% (P3HB/10MI) 3550 5% 940
7% (P3HB/15MI) 3550 5% 990
7% (P3HB/20MI) 3150 5% 880
7% (P3HB/25MI) 2820 6,57% 1880
7% MI 1260 7% -
7% MI_P 60 - -
6% P3HB_FORM 80 6% 70
8,75% P3HB_HACc 3840 8% 1080

Podmienkou k tuspeSnému ziskaniu vlédkien nie je len ich uspesnd zvliknitelnost’ dana
molekulovou hmotnostou a viskozitou roztoku, ale taktiez mechanickymi vlastnostami
samotného polyméru. Napr. u roztoku 7% MI bola viskozita podl'a skiisenosti vhodnd na
zvlaknovanie. Pri procese zvldknovania dokonca nastala aj tvorba vlakien bez defektov. AvSak
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pri zbere vlakien z kolektorov boli vlakna mnohonasobne t'aznejSie oproti vlaknam z P3HB, ¢o
ovplyvnilo ich odber. Pri ich zbere, sa vlakna nat'ahovali a stracali tak svoju povodnu Strukturu.
Taktiez manipulécia s takymito vlaknami bola ndrocnd. Pripravené vlékna z Cistého MI ako aj
ich zber, bol tak vyrazné ovplyvneny pritomnostou 4HB jednotiek v polymérnom retazci,
ktorych je podl'a meranie NMR v 30%. Z dovodu riadenia obsahu 4HB v polyméru bol Ml
mieSany s P3HBPri zvlakinovani roztokov MI s obsahom P3HB bolo zistené¢, ze maximalna
moznéa koncentracia MI v roztokoch je 25%. Pri vysSej koncentracii MI v roztoku P3HB
nastavaju problémy s odobratim vlakien z kolektorov a dochaddza tak k zmene Struktiury
pripravenych vlakien.

4.1.2 Procesné parametre

Medzi najcastejSie meniace sa procesné parametre patri rychlost’ otd¢ania zvldknovacej hlavy.
Pre kazdy roztok polyméru je vSak rozna idedlna rychlost’ otdcania. Vo vSeobecnosti bolo
pozorované, ze pri vyssej rychlosti ota¢ania oproti idealnej rychlosti sa vo vlaknach vyskytovali
kvapky polyméru. Taktiez pri vysokej rychlosti sa vldkna trhali a vyletovali spomedzi
kolektorov ako je zobrazené na Obr. 19: Neucinné zvlaknovanie; snimka vlavo zachytava
vlakna s vel’kym mnozstvo kvapiek polyméru, snimka vpravo zobrazuje roztrhané vlakna, ktoré
preticaju az za kolektory Obr. 19. Naopak pri niz§ich otackach ako je idealna rychlost’
zvlaknovacej hlavy vldkna dostato¢ne nedrzali na kolektoroch. Po kratkom c¢ase tak spadli z
kolektorov. Tym, Ze sa znizila rychlost’ otacania, vlakna neboli dostato¢ne natiahnuté a ¢asto
sa namotali na ihly, resp. na zvldknovaciu hlavu. Optimalnu rychlost’ zvlakiovania ovplyviiuju
aj laboratérne podmienky. Pocas niekol’kohodinového zvldknovania sa motor, ktory otaca
zvlanovaciu hlavu, vyrazne zahrieva. To ma za nésledok zvySenie teploty vo zvlakiiovacom
priestore. Pri vysSej teplote dochadza k rychlejSiemu odparovaniu prchavého rozpustadla.
Vlakna su tak tvorené ovela rychlejSie a nedopadaju ucinne na stenu kolektorov. Naslednym
rieSenim je tak pri dlhodobom zvlakiiovani zvySenie otaok. Presné otaCky pri ktorych boli
ziskane idealne vlakna sa nachadzaju v Tab. 8.

Obr. 19: Nea¢inné zvlaknovanie; snimka vlavo zachytava vlakna s velkym mnozstvo kvapiek
polyméru, snimka vpravo zobrazuje roztrhané vlakna, ktoré pretic¢aji az za kolektory
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Tab. 8: Presné procesné podmienky pre kazdy roztok

Rychlost’ Doba Priemerna
Roztok materialu ota¢ania x 10° zvlidkiiovania hmotnost’ kokénov
(RPM) (min) (mg)

P3HB 9* 3 277 £ 29
P3HB_10SYN 10 2 288+ 18
HYDAL M01 6** 2,5 249 + 20

HYDAL M01_10SYN 8 2 312+ 32
P3HB/Olig.P3HB 10 2 268+ 12
P3HB/5MI 10 2,5 279+ 29
P3HB/10MI 10 2,5 2377
P3HB/15MI 10 2,5 248 +8
P3HB/20MI 10 2,5 235+18
P3HB/25M 10 2,5 286 + 20

MI 6 2 -

P3HB_FORM 8000 2,5 -

P3HB_HAc 10 000 2 243

* Roztok P3HB bolo mozn¢ zvlaknit’ aj pri 10 000 RPM
** Roztok HYDAL MO01 bolo mozné zvlaktiovat’ aj pri 4 000, 8 000, 10 000 RPM bez vyraznych
defektov vlakien

4.2 Vplyv rozpustacieho systému na zvlaknovanie

Medzi najcastejsie rozptastadlo P3HB polymérov patri chloroform. Z predchadzajicej stadie
[84] bolo zistené, ze ziskanie idedlnych vlakien je zavislé na type pouzitétho CHClI3
stabilizatoru. Pretoze z ekologického dbovodu dochadza ktlaku na postupné znizovanie
chlorovanych rozpustadiel, v tejto préci bola taktiez skimana nahrada uréitého mnozstva
CHC I3 inym rozpustadlom.

K ¢iastocnej nahrade chlérovanych rozptstadiel bola pouzitd kyseliny mravéia a kyselina
octova. Tieto kyseliny boli zvolené na zéklade literarnej reSerSe. Pridanim FORM k roztoku
P3HB bol ziskany ¢iry, transparentny roztok. Pocas zvlaknovania z tohto roztoku sa vytvorili
vladkna bez vyraznych defektov ako je vidiet' na Obr. 20. Pri odbere vl&kien z kolektorov nastal
problém, kedy vlakna zostali silno prilepené na kolektoroch. Pocas zberu sa kokon natahoval
a stracal tak svoju pévodnu ,,nadychanti Strukturu. Po kone¢nom odbere vlakien z kolektorov
sa vlédkna zlepili do tenkého zhluku vl&kien vid® Obr. 20. Zlepenie vl&dkien mohlo nastat’
z dévodu pomalého odparovania kyseliny z vlakien. Vlakna tak mohli byt ihned’ po zvlakneni
este Ciastocne namékéené neodparenym rozpustadlom, ¢o mohlo sposobit’ ich zlepenie. Taktiez
mohla nastat’ kysla hydrolyza P3HB, a tym pokles molekulovej hmotnosti. Po 2 tyzdioch od

36



pripravy roztoku klesla jeho Mw 0 50 % oproti referen¢nému roztoku P3HB. Optimalizovanie
pripravy roztoku P3HB s pouzitim kyseliny mravéej a ucinne ziskany kokon P3HB vlakien
z tohto roztoku je tak predmetom d’al$ej Stadie.

y

Obr. 20: Zvlaknovanie roztoku P3HB FORM; horné fotky zobrazuju idealne vlakna ihned’ po
zvlakneni, spodné fotky zobrazuju proces zberu vlakien a ziskané vlakna

Pritomnost HAc v roztoku P3HB nesposobila viditelné vizualne zmeny ako u roztoku
s FORM. Po zoptimalizovanej viskozite roztoku, ako bolo spomenuté v kapitole 4.1.1.1, sa
ziskali kokony vlakien ako pri roztokoch polymérov obsahujucich CHCIz ako rozpustadlo.
Roztok s obsahom HAc, bol tak vhodny na produkciu ,,nadychanych* kokoénov vlakien. Po 3
tyzdioch od zvlaknovania roztoku, bol roztok opét’ pouzity k zvlakinovaniu. Tentokrat vsak
bolo zvlaknovanie neuspesné. Pri rovnakych podmienkach zvlaknovania ako pri prvotnom
zvlaknovani, sa vlakna roztrhali a zaroven obsahovali po¢etné mnozstvo kvapiek polyméru
(vid . Ani po moznych procesnych upravach (znizenie poctu otacok, zmena rychlosti
davkovania, zmena priemeru zvlakinovacich ihiel) neboli z roztoku produkované kokény
vlakien. Ziskanych bolo len par vlakien s vel’kym poctom defektov. Pri odbere vlakien nastlal
rovnaky problém ako u zvlaknovania z roztoku s obsahom FORM. Vlakna boli naviac vel'mi
krehké a rychlo sa rozpadali. Dévodom tohto javu je, ze pocas 3 tyzdiiov do$lo k vyraznej
hydrolyze P3HB kyselinou octovou. Tento jav bol potvrdeny GPC analyzou, kedy My roztoku
polyméru P3HB_HAC klesla na priblizne 73 % My z referenéného roztoku P3HB. Skladovanie
roztokov s pridavkom kyselin s cielom pouzit' roztok na nasledné zvlaktiovanie je tak
nevhodné.
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Obr. 21: Zvlaknovanie roztoku P3HB_HAc po 3 tyzdioch od pripravy roztoku

4.3 Ubytok rozpustadla

Pri procese zvlaknovania dochadza k odparovaniu rozpustadla. Po zvladkiovani sa vSak
vyskytuje vo vldknach ur¢ité mnozstvo rozpustadla. Sledovany bol ubytok hmotnosti kokonov
VATA_P3HB (vid’ Obr. 22: Zavislost’ Ubytku hmotnosti kokon pripravenych z roztoku P3HB
na CaseObr. 22) po ich okamzitom zvlakiovani. Tato zmena hmotnosti predstavovala
odparovanie rozpustadla — chloroformu. Najvécsia strata chloroformu bola zaznamenana
v priebehu 20-30 mindt. Po 50 mindtach od zvlakinovania sa odparovanie chloroformu
zastavilo a hmotnost’ zostala takmer rovnaka.

100.5%
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99.5%
99.0%

98.5%

Ubytok hmotnosti

98.0%

97.5%

97.0% : : : : : : : : : '
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Obr. 22: Zavislost’ Gbytku hmotnosti kokén pripravenych z roztoku P3HB na ¢ase
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Pocas 4 nasledujucich dni po zvlakfiovani bola zaznamenavana taktiez hmotnost’ kokonov.
Cielom bolo overit, ¢i nedochddza nad’alej k odparovaniu zvyskového rozpustadla. Pri
sledovani hmotnosti kokénov VATA _P3HB bolo zistené, Zze na 3. a4. defi je hmotnost’
rovnaka. Ked’ze zmeny v hmotnostiach medzi 2. a 3. diiom boli v desatinach mg, moze sa teda
predpokladat’, ze na treti den bol chloroform odpareny z vlakien. Pre presné stanovenie obsahu
rozpustadla vo vlaknach po ich zvlakfiovani je mozné stanovit metddou headspace, ktora je
vel'mi citlivd na prchavé latky. V predchadzajucej praci [84] bolo overené, Ze po tyzdni od
pripravy vlakien nebolo metdédou headspace zachytené meratel'né mnozstvo CHCls.

4.4 Morfologia mikrovlaknitych Struktir

Snimky vzoriek ziskanych prostrednictvom SEM poskytuju prehlad o morfologii
mikrovlaknitych S$truktar. Pozorované boli vzorky P3HB typu VATA s pridavkom MI,
Olig.P3HB a SYN.

Vzorky typu P3HB sa vyznacuju pritomnost'ou kvapocok polyméru, zhlukov vlakien a drsnym
povrchom. S pridavkom MI sa povrch vlakien stiva jemnej$im/hlad$im bez ohladu na
percentudlne zastlpenie MI. Mnozstvo kvapiek a zhlukov polyméru je do 15% MI takmer
minimalny. Od 20% MI sa pocet kvapiek vo vzorkach zvysuje. Pri 25% MI je vyskyt kvapiek
vyrazny, vlakna su naviac potrhané. Vzorka P3HB/25MI vykazuje najva¢$iu nehomogenitu
v porovnani s ostatnymi vzorkami obsahujucich kopolymér P3,4HB. Pozorované zmeny
morfologie mikrovlaknitych struktar s obsahom MI je mozné vidiet’ na Obr. 23.
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Obr. 23: SEM snimky vlakien a) VATA P3HB pri zviacseni 500, b) VATA_P3HB/15MI pri zvaéSeni
1000, c) VATA P3HB 20MI pri zvacseni 1 000, d) VATA_P3HB/25MI pri zvaéseni 500
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Pridavkom zmék¢ovadla maju vlakna hladsi povrch a homogénnejsiu §truktru bez vyraznych
kvapiek polyméru a zhlukov vlakien. Dal§im pouzitym modifikatorom P3HB vlakien bol
pridavok oligomeéru P3HB v pomere 75/25. VI&kna vytvorili homogénnu struktaru s hladkymi
vlaknami s minimalnou pritomnostou kvapiek.

Sledované boli aj mikrovlakna pripravené z P3HB_M. Mikrovlakna P3HB_M tvoria spletitl
Strukturu, v ktorej sa vyskytuju ¢asto zhluky vlakien. Tie sa d’alej rozvetvuji. Povrch vlakien
P3HB M je jemne drsny az pérovity s obCasnym vyskytom vycnelkov.

N

1024*768 Pixel Size=5805nm 600kV SE1 WD=737mm Mag= 500X |Probe= 300pA 30Hm 1024768  Pixel Sizem2002nm 500KV SE1 WD=7.97 mm Mag= 10.00 K X |Probe= 300pA 2 Hm
[— —

Obr. 24 SEM snimky vlakien a) VATA_P3HB_10SYN pri zvicieni 500, b) VATA_ P3HB/Olig.P3HB
pri zvidseni 500, ¢) VATA_HYDAL MOL1 pri zviieni 500, d) VATA_HYDAL MOL pri zvicsent
10 000

Dalej boli analyzované vzorky P3HB typu PLANAR v neupravenej forme, po pésobeni vody
aroztoku LIP_C 1. Vzorky planarneho typu P3HB sa oproti typu VATA lisia ovela jemnejSou
a hustejSou Strukturou. Planarny typ vzorky ma vys$s$iu homogenitu vldkien ako u typu VATA,
kde sa Casto vyskytuji kvapocky polyméru. Vlakna P3HB typu VATA majd vyrazne drsny
povrch oproti vlaknam typu PLANAR pripravenych komerénou vyrobou. Po 24 hodinovom
ponoreni planarnych vzoriek P3HB vo vode aroztoku LIP_C 1 aich vysuSeni neboli
pozorované ziadne viditeI'né zmeny. Analyzovanim SEM snimok si vzorky zachovali svoju
pdvodnd morfoldgiu ako je vidiet' na Obr. 25.
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Obr. 25: SEM snimky vlakien a) PLANAR_P3HB_LIP_CR_1 pri zvicseni 1 000, b) PLANAR_P3HB
pri zvacseni 1 000

Z prehladovych SEM snimok vSetkych materialov je vidiet, ze vldkna si ndhodne orientované
a vytvaraju tak 3D spletita, poréznu Struktdru. Stanovenie porozity a priemeru vlékien je d’alej
diskutované.

Porozita 3D nosic¢ov

Ako bolo spomenuté v teoretickej ¢asti, velkost’, resp. objem 3D nosicov patria medzi hlavné
konstrukéné faktory ovplyvitujuce Zivotaschopnost’ a proliferaciu buniek. Pri vyrobe vldkien
technologiou odstredivého zvlaknovania sa objem a velkost’ porov neustale meni. Rozdielna je
pri priamom skonceni procesu, kedy su vlakna zachytené na kolektor, nasledne vSak po ich
odobrati a manipulacii sa velkost’ pérov meni. Pri uchyteni 3D nosi¢ov do pinzety nastava
taktieZ ur¢itd zmena velkosti porov. Aby sa ¢o najmenej obmedzila manipuléacia so vzorkami
a zabrénilo sa tak zmenam velkosti porov, bola velkost’ porov skimana pomocou SEM snimok
3D nosicov softwarovou SEMIPE analyzou.

Pri vyhodnocovani velkosti porov obrazovou analyzou nastali uréité komplikacie. Jednou
z nich je limitna Groven, tzv. treshold, ktora stanovuje rozsah detekcie porov. Ako je vidiet na
obr. pri hodnotéch tresholdu 50 a 60 je stanoveny rozdielny pocet porov (910 pre treshold 50,
1099 pre treshold 60). Vysledok ovplyviiuje aj rozdelenie jednotlivych pérov. Na Obr. 28
(zakrazkované) je mozné pozorovat’, ze v pozadi software vyhodnotil malé péry rozdelené
vldknami. Z p6vodnej snimky (Obr. 26) je vSak vidiet, ze toto rozdelenie neodpoveda
skuto¢nosti, naviac nie si zobrané do Uvahy pory najblizsie k objektivu (zobrazené na 4
obréazku). Dalej software vyhodnotil aj ako por spojené dve vlakna s tmavsou farbou na snimke
(3ipka na 3. obrazku). Stredné hodnoty velkosti porov ziskané zo softwaru pohybujuce sa od
9,36 um pre P3HB/15MI a 13,9 um pre P3HB/Olig.P3HB neodpovedajd redlnym hodnotam.
Stanovenie velkosti porov pripravenych 3D mikrovlaknitych skaffoldov je tak naro¢né aj
z dovodu neuréenia hibky nosi¢a zo SEM snimok. Z obrazovej analyzy analySIS je vak vidiet
(Obr. 29), Ze skaffold z P3HB/15MI ma dostato¢ne velka plochu pérov v jednej rovine.
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1024°768 Pixel Size=2902nm 1000kV SE1 WD=1000mm Mag= 100KX |Probe= 100pA 20pum
—

Obr. 26: SEM snimka vzorky VATA_P3HB/15MI, zvicsenie 1 000

1024768 Pixel Size = 290. nm 0.00 kv SE1 WD=1000mm Mag= 100KX |Probe= 100pA 20pm
| —|

Obr. 27:Vyhodnotenie porozity vzorky VATA _P3HB/15MI softwarom SEMIPE pri hodnote tresholdu
50, minimalna vel'kost’ detegovanych porov bola 5 pm
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Obr. 28: Vyhodnotenie porozity vzorky VATA P3HB/15MI softwarom SEMIPE pri hodnote
tresholdu 60, minimalna vel'kost' detegovanych porov bola 5 pm

Ako d’alsim spésobom uréenia porozity bolo prostrednictvom objemu a hmotnosti nosi¢ov.
Priemerna vyska a hmotnost’ nosi¢ov je 2,9 +0,3mm a 1,4 £ 0,3 mg. Priemer nosi¢ov bol
6 mm. Objem nosi¢ov Vn bol teda (rov. 5). Objem zastupujiceho polyméru Veng s hustotu
1,23 g/cm?® v nosicov je (rov. 6)

V,=Sp:v=mr?=m-32-29=(82,4 +89)mm3 (5)
m 0,0014 6
Vesnp == 53~ = (L2 % 0,2)mms3 (6)

Percentualny objem materidlu v 3D nosi¢i je 1,43 %, celkovd porozita je tak priblizne
98,57 £ 2,74 %.

Dalej pomocou obrazovej analyzy analySIS zo SEM snimok bol stanoveny priemer vlakien
jednotlivych materidlov. Na Obr. 30 je vidiet zastupené priemery vzoriek. Uz aj pri
prehl'adovych snimkach niektorych materialov vyssie je vidiet, obCasnu pritomnost’ hrubsich,
resp. tensich vlakien. Z toho dévodu je odchylka priemeru viakna vyssia (od 20-60%). Viacsia
odchylka je pri vzorkdch sviésou nehomogenitou Struktary a s pritomnostou kvapocok
(vzorky P3HB_10SYN, P3HB_M, P3HB/20,25MI). Z merania priemerov bolo zistené, Ze
vzorky typu PLANAR maju mensi priemer ako vzorky typu VATA.
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2344 um2

$5 % Area: 962 um2

Obr. 29: zobrazenie plochy pérov vzorky VATA_P3HB/15MI, zvicsenie 1 000, pomocou obrazovej
analyzy analySYS

priemer vildkien (um)

DA ™ N /
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Obr. 30: Zobrazenie priemeru vlakien pre jednotlivé vzorky
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4.5 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti mikrovlaknitych Struktlr si dolezitym parametrom pri G¢innom
pouzivani ako 3D nosic¢e. Mikrovlakna by mali mat’ dostato¢nti pevnost’ a optimalnu t'aznost’
Kk udrzaniu svojho tvaru pri procese spracovania do finalneho tvaru i pri manipulécii v procese
testu na bunkach. Stanovenie tychto hodnét je vSak naro¢né zdbvodu komplexnosti
mikrovlaknitej Struktary. Taktiez presny postup stanovenia mechanickych vlastnosti
mikrovlaknitych Struktar pripravenych technologiou odstredivého zvlakfiovania a definovany
tvar testovacej vzorky nie je normou uréeny. Pre pribliznu charakterizaciu pevnosti a taznosti
mikrovlaknitych struktar bola prevedend tahova skuska. Ked’Zze mikrovlaknité Struktiry su
porézne anemaju presne stanovenU plochu prierezu bola vysledna pevnost v tahu
prepoéitavana cez plosni hmotnost’ (pre vzorky typu PLANAR) a dizkova hmotnost’ (pre
vzorky typu VATA). Plosna hmotnost’ vzoriek bola vyjadrena ako hmotnost’ testovacej vzorky
na jej plochu (plocha raznice 5A). Dizkova hmotnost’ bola poéitana ako celkova dizka zvézku
vlakien z kokonu k jeho hmotnosti.

Vlakna pripravené z ¢istého polyméru P3HB typu VATA sa vyznaCuju nizkou pevnostou.
Vzorky typu VATA_HYDAL MO01 dosahuji nizsich pevnosti oproti VATA_P3HB ¢o moze
byt dovodom nizsej molekulovej hmotnosti polyméru oproti P3HB. Pridavkom zmékcovadla
doslo kzvySeniu pevnosti ataznosti vlakien vo vSetkych vzorkach. U vzorkéch
PLANAR_P3HB a PLANAR_P3HB_SYN bola pevnost’ vyssia ako u rovnakych materialoch
vo forme VATA. Taznost planarnych vzoriek bola nickol’konasobne niZsia ako u vzoriek typu
VATA. Orientécia vlakien v planarnych vzorkach je nahodna vo vSetkych smeroch, pri
vzorkach typu VATA je orientacia vlakien v jednom smere, preto je taznost vySSia pri
vzorkach typu VATA. Vplyv zmidkc¢ovadla je vidiet' na Obr. 31.
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20 L I taznost’ 140
120 ~
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Obr. 31: Mechanické vlastnosti planarnych a ,vatickkovy* vzoriek sobsahom polyméru P3HB,
s obsahom SYN
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Pridanim MI do roztoku bolo predpokladany narast mechanickych vlastnosti materialu ako je
uvadzané v teoretickej Casti. UZ pri obsahu 5 % MI doslo k najvysSiemu narastu pevnosti
vlakien oproti vlaknam P3HB. So zvySujucim obsahom MI postupne pevnost’ klesala. Pri 25%
obsahu M1 bola v8ak pevnost’ vlakien vyssia ako pri P3HB vlaknach. So zvySujucim obsahom
MI narastala taznost’ vlakien a pri 25% obsahu bola t'aznost’ az 219%, ako je vidiet’ na Obr. 32

Mechanické vlastnosti vzorky VATA P3HB/Olig.P3HB preukdzali najnizSie hodnoty
spomedzi vSetkych vzoriek typu VATA

25 ¢ , - 250
H pevnost I
t'aznost 200
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>3 150 o
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g 100,&
>
%]
=W
50
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Obr. 32: Mechanické vlastnosti vzoriek s ohsahom Ml

Pretoze potencidlnou aplikaciou mikrovlaknitych struktar je ako 3D nosi¢ pre bunkove kultury,
ktoré ziju v fyziologickom (vodnom) prostredi, boli pozorované mechanicke vlastnosti vlakien
vo vodnom prostredi. Pre porovnanie vplyvu vodného prostredia na vlékna, boli taktiez
zmerané vlakna aj za beznych podmienok. Zo zaznamov merania vzoriek typu VATA (Obr.
33) aPLANAR (Obr. 34) nie je pozorovatelny ziaden vyrazny rozdiel medzi vzorkami
meranymi vo vodnom prostredi a za beznych podmienok. Z toho je mozné usudzovat, ze
vlakna po kratkej expozicii vo vodnom prostredi nemenia svoje mechanické vlastnosti ani
nedochadza k vyznamnej zmene interakcii medzi vlaknami v strukture.
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Obr. 33: Zaznam tahovej skusky vzorky VATA _P3HB za mokra a za sucha
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Obr. 34: Zaznam tahovej skiisky vzorky PLANAR P3HB_10SYN za mokra a za sucha

4.6 Zmacanie a nasiakavost’

Pretoze st povrchy PHA hydrofébne, nastdva obmedzenie ich vyuzitia ako 3D nosic¢ov pre rast
a adhéziu bunkovych kultar. Bunkoveé kultdry su kultivované vo fyziologickom roztoku, ktory
je hydrofilny. Aby sa zlepSila biokompatibilita (rast, adhézia a proliferacia buniek) je
nevyhnutna chemicka ¢i morfologicka modifikécia 3D nosicov.
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Ako je vidiet na Obr. 35 kokon vldkien plava na povrchu hladiny i pod dlhej dobe niekol’kych
minut, nedochddza k nasiakavosti. Takyto nosi¢ je preto komplikované osadit’ bunkami,
samotné presytenie kazdej vzorky roztokom je vel'mi naro¢né. Preto je vhodné urcit’ ako sa
material sprava pri prvotnom kontakte s vodou, resp. kvapalinou. Tento prvotny kontakt je
mozné stanovit’ pomocou merania kontaktného uhlu (CA).

Obr. 35: Kokoén z P3HB plavajdci na hladine niekol’ko minut

Kedze sa CA na vlédknach obtazne meria, naviac by bol CA ovplyvitovany morfologiou
vlakien, ako je porozita a nehomogénnost’ povrchu, bol CA merany na foliach pripravenych
z roztokov pouzitych pri zvlaknovani. Pre porovnanie bol CA vody merany aj na vzorke typu
PLANAR_P3HB. Této hodnota viak nie je tplne presna, na priblizni predstavu CA vody viak
postaéi. Rozdiel CA vody medzi foliu P3HB a PLANAR_P3HB je vyrazny. Planarna vzorka
sa po kontakte s vodou vébec nezmaca (Obr. 36). K hydrofobnosti vliaknitych vzoriek prispieva
aj staticky naboj, ktorym su vlakna nabité. Tento staticky naboj odpudzuje naviac vodu.

Obr. 36: Kontaktny uhol vody na PLANAR_P3HB (vlavo), kontaktny uhol vody na P3HB folii
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Z merania CA fdlii polymérov P3HB a s kopolymérom MI nebola preukazana Ziadna
vyznamna zmena. Sledovana bola zmacavost’ aj na foliach P3HB s obsahom zmékcovadla
Syncroflex. Ked’ze z chemickej struktury je zméakcovadlo oligomérny adipatovy ester, ktory je
nepolarny, neboli pozorované ziadne zmeny v CA oproti foliam z P3HB, resp. s 25MI. Ako
jednou z moznosti apravy hydrofobnosti PHA, bolo zakomponovanie oligoméru na baze 3HB
k P3HB v pomere 25/75. Pritomnost'ou Olig.P3HB sa predpokladal zvyseny pocet polarnych
skupin, ateda zvySenic polarnej zlozky volnej povrchovej energie, atym aj hydrofilnost
vlakien (folii). Po merani CA sa vSak opét’ ziadna zmena nepreukazala. TaktieZ povrchové
energie vSetkych materialov mali takmer rovnakd hodnotu. Bolo to zrejme spdsobené
nedostato¢nou koncentraciou polarnych skupin.

Dalsou modifikaciou testovanou za u¢elom zmeny hydrofobnosti vlakien bola metéda za
pomoci lipazy. Ako prvotné merania prebiehali na folidch z P3HB, ktoré boli ponechané 24 hod
posobeniu lipazy LIP_CR ato o dvoch koncentraciach (LIP_CR_1 a 2). Naslednym meranim
CA sa preukazalo znizenie CA vody o priblizne 60 % po pésobeni LIP_CR_1, resp. 70 % po
LIP_CR_2 (vid’ Tab. 9). Ako ukazuje Error! Reference source not found., povrchovéa energia
lipazou upravenych folii sa zvysila, zrejme vd’aka narastu polarnej zlozky na cca Stvornasobok.
Vyssie hodnoty povrchovej energie vzoriek naznacuju, Zze material je zmacavy kvapalinami
s vysokou povrchovou energiou (povrchova energia vody je 72 mJ/m?) [87]. Na zaklade tohto
vysledku, boli mikrovlakna P3HB a PLANAR_P3HB, ponechané pdsobeniu lipazy.

Tab. 9: Kontaktné uhly vody, etylénglykolu a dijédetanu na féliach roztokov

Kontaktny uhol (°)

Material
Voda Etylénglykol  Dijodmetén

P3HB 70+2 54 +1 33+3
HYDAL MO01 68+5 53+1 31+3
P3HB/25MI 72+3 59 + 3 30+3
HYDAL MO01_10SYN 69 +7 55+ 3 34+5
P3HB/olig.P3HB 70+1 49 +1 31+1

PLANAR_P3HB 112+3 - -
P3HB_LIP_CR 1 28 +6 30 £ 20 34+4
P3HB_LIP_CR 2 23+4 23 +23 32+2

PLANAR_po 24h H20 120+ 7 - -
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Tab. 10: Povrchova energia a jej disperzné a polarna zlozka jednotlivych materalov

Povrchova energia Disperzna ,
., Polarna
Material Owens-wend zloZka povrch. lozk
Z10ZKa
model (mJ/m?) Energie
P3HB 43 37 6
HYDAL MO01 44 37 7
P3HB/25MI 42 37 5
HYDAL M01_10SYN 43 36 6
P3HB/olig.P3HB 45 39 6
P3HB_LIP_CR_1 53 28 25
P3HB_LIP_CR_2 63 34 29

Nésledne boli k zmene hydrofobnosti mikrovlaknitych struktar P3HB pouzité dva druhy lipaz
o dvoch koncentraciach (LIP_CR(PP)_1(2), ¢islo 2 znaéi vysSiu koncentraciu). Po vyprati
vlakien aich vysuSeni bola pozorovana nasiakavost’ ako nédrast hmotnosti vzorky, ponorenej
pod 1 mm hladiny vody pocas 10 min. Priebeh nasiakavosti vzoriek je zobrazeny na Obr.
38 Obr. 39. Taktiez bola pozorovana nasiakavost’ na referenénych materialoch VATA P3HB
a PLANAR_P3HB. Néarast hmotnosti bol zaznamenavany aZ po dosiahnuti 1mm ponorenia
vzorky. Kym sa vzorka ponorila na dant vysku, doslo uz k zmacaniu a nasiakavosti vody. Preto
v niektorych pripadoch v ¢ase 0 s bola zaznamenana vysSia hmotnost. Naopak u niektorych
vzoriek bola zaznamenana minusova hodnota hmotnosti. Zaporné hodnoty hmotnosti sa
preukézali u referenénych vzorkach PLANAR P3HB, VATA P3HB apri niektorych
vzorkach, ktoré boli vystavené pésobeniu lipaz o niz$ej koncentracii.

Obr. 37: Priebeh nasiakavosti vldknitych vzoriek zlava: PLANAR P3HB,
PLANAR_P3HB_LIP_PP 2, PLANAR _P3HB_LIP 2
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Z tvaru nasiakavosti kriviek v zavislosti hmotnosti na ¢ase pri vzorkach ponechanych
posobeniu LIP_CR je vidiet, Ze pri vyssej koncentracii LIP. CR maju krivky typicky priebeh
pre nasiakavy material. Sklon avySka pociatonej fazy krivky naznaCuje, mieru
absorpcie/nasiakavosti vody do vzorky. Rovnobezna ¢ast’ krivky zobrazuje proces vzlinania
vody, hmotnost’ absorbovanej vody zostava konStantna. Tento ustaleny stav naznacuje, ze
vzorka dosiahla svoju maximalnu absorpénu kapacitu vody vo vertikalnom smere. Na Obr. 37
je vidiet’ vzorku VATA P3HB_LIP_2 po merani nasiakavosti. Po 10 min merani bola vzorka
Uplne nasiaknuta vodou.

PLANAR P3HB

PLANAR_P3HB_LIP_CR_1
P3H B_I— I P_CR —— PLANAR_P3HB_LIP_CR 2
0.60 r — — =VATA_P3HB
— — —=VATA_P3HB_LIP_CR_1
— — = VATA_P3HB_LIP_CR 2
0.50 r
0.40
g
= 0.30
@
=)
£ 0.20
=} .
£
=
0.10
0.00
-0.10

Obr. 38: Casovy priebeh nasiakavania vzoriek po posobeni LIP_CR

Vzorky po pdsobeni LIP_PP, taktiez vykazuju nasiakavost’ pri vyssej koncentracii lipazy. Pri
nasiakavosti vody do PLANARnej vzorky sa vyskytovali obdasné miesta, ktoré nenasiakali
(Obr. 37). Tieto miesta spomal’ovali proces nasiakavosti a vzlinania vody vo vzorke (skoky na
krivkéch nasiakavosti Obr. ). Dovodom vyskytu tychto oblasti je mozno nedokonalé pésobenie
LIP_PP v nechomogénnom nemieSanom roztoku alebo lokédlne vel'mi hustej mikrovlaknitej
Strukture, skrz ktorQ je transport vody naro¢nejsi.
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Obr. 39: Casovy priebeh nasiakavania vzoriek po pdsobeni LIP_PP

Z Obr. 40 je vidiet, ze pri vzorkach typu VATA dochadza k vacésej absorpcii vody do vzorky
ako pri vzorkach typu PLANAR. Pociatoéna hmotnost vzorky typu VATA bola viak priblizne
3-nasobna. Je teda pravdepodobna aj vyssia nasiakavost’ vody do vzorky u typu VATA. Pre
porovnanie uc¢innosti Vv zavislosti na type lipazy na nasiakavost’ vody do materidlu bolo
maximalne mnozstvo vody vsiaknuté do materidlu vztiahnuté na ploSni hmotnost’ pre vzorky
typu PLANAR a na dizkova hmotnost’ pre vzorky typu VATA. Vysledny pomer nasiaknutej
vody ku plo$nej, resp. dizkovej hmotnosti vzorky je zobrazeny na obr. . Z Obr. je vidiet, Ze
iginnost’ pdsobenia lipazy na vzorky typu VATA a PLANAR je rovnaka. Rozdiel nasiakavosti
vody je pri pdsobeni rozneho typu lipazy. Najvys$sia ucinnost’ bola u pouzitia LIP_CR 2.
U vzoriek, ktoré boli vystavené pdsobeniu LIP_PP, sa G¢innost’ znizila. Tento rozdiel bol
pozorovany aj vizualne. Vzorky PLANAR(VATA) P3HB_LIP_CR_2 boli celé nasiaknuté
zatial’ ¢o vzorky PLANAR(VATA) P3HB_LIP_PP_2 nasiakli maximalne do polovice svojej
vysky (Obr. 37).

Na pozorovanie zmeny Struktury P3HB po pdsobeni lipazy boli vzorky podrobené FTIR
analyze. Ako bolo spomenuté v teoretickej Casti, u¢inkom lipazy, by sa mohlo dojst’ k Stiepeniu
esterovych vazieb, atak k narastu polarnych hydroxylovych skupin. Z dévodu potvrdenia
tychto skupin v povrchovych vrstvach materialu bolo zmerané FTIR spektrim. Pre porovnanie
boli zvolené vzorky vlakien ¢istého P3HB ako referencie, P3HB vlakna po pésobeni prostredia
destilovanej vody a P3HB vlakien po pdsobeni lipazy. Vysledky su prezentované v grafu na
Obr. 41. Meranie VATA_P3HB_voda bolo prevedené z dévodu potvrdenia, Zze samotnd
destilovana voda nema Ziaden vplyv na zmenu hydrofébnosti P3HB vlakien. Zo zaznamu FTIR
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analyzy nie je vidiet zmenu v charakteristickych pasoch IC spektra vzoriek. Lipaza teda pdsobi
len na povrchu vilakien a FTIR spektrometer zmenu koncentracie hydrofilnych skupin nie je

schopny zachytit’.
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Obr. 40: Pomer nasiakavosti k plosnej (diZkovej) hmotnosti v zavislosti na type modifikovaného

materialu
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Obr. 41: FTIR spektrum P3HB referenénych vlakien, po posobeni vody a lipazy
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Ked'Ze FTIR analyzou neboli preukdzané Ziadne Struktarne zmeny, boli vzorky VATA P3HB
pred a po posobeni lipdzy analyzované pomocou XPS. Tato metdoda je velmi citliva na
chemické zlozenie meranej plochy, a preto meria aj do hibky niekol’kych nanometrov vrstvy,
ma dostatoénu citlivost’ na preukazanie zmien na samotnom povrchu. Zo zdznamu spektra XPS
VATA P3HB (Obr. 42), je vidiet, ze vzorka obsahuje vo svojej Struktare prvky C, O (H nie je
mozné analyzovat’ XPS). Pri bliz$ej analyze uhlikového piku, je vidiet, ze pik v sebe obsahuje
d’alsie dva piky. Na zéklade struktury P3HB boli predpokladané vazby C-C, C-H, C-O a O—
C=0. Aplikovanim spektier tychto vazieb doslo k dokonalému nafitovaniu uhlikoveho
spektra (Obr. 43).
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Obr. 42: XPS spektrum vzorky VATA_P3HB
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C 1s-PHB-vata/7

1 Name Pos. FWHM L.Sh. Area  %Area
35 C1lsC-C; C-H 285.00 155 GL(30) 514.00 57.44
C 1s C-O- 286.76 155 GL(30) 204.19 22.86

C 1s 0-C=0 289.02 1.55 GL(30) 175.51 19.70
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Binding Energy (eV)

CasaXP S (This string can be edited in CasaXPS.DEF/PrintFootNote txt)

Obr. 43: XPS spektrum vzorky VATA_P3HB zamerané na C

Pri XPS analyze vzorky VATA _P3HB_LIP_1 sa naviac okrem C a O vyskytol pik pripadajdci
energii atdbmu dusiku N (Obr. 44). Analyzou uhlikového piku, je vidiet', Ze pik sa 1isi od piku
predchadzajuceho, obsahuje naviac niekol’ko ramien (). Ramena piku naznacuju pritomnost’
réznych typov vazieb s C. Okrem vézieb C-C, C-H, C-0 a O-C=0, ktoré znacia Struktaru
P3HB, sa vyskytli aj vdzby C-N a minimalne mnozstvo karbonatovych skupin. Percentuélne
zastupenie vazieb C-O a O-C=0 je takmer rovnaké ako pri vzorke VATA_P3HB. Z toho
vyplyva, ze predpokladana hydrolyza P3HB nenastala. Dosledkom zvySenia hydrofilnosti
materidlov po posobeni lipazy je teda pritomnost’ C—N vdzieb a znizenie nepolarnych vézieb
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C—C a C—H v struktare. Dusikaté skupiny pochadzaju z lipazy, je otazkou, ¢i je len nedokonalo
vyprana zo Struktury vlakna alebo doslo k jej reakcii s povrchom vlakien. Tento efekt je

potrebné dalej prestudovat’, bol vSak nad ¢asovy ramec a moznosti prace.

Lipaza/l

Name Pos. FWHM Area At%
O1ls 533.07 3.61 4173.08 24.93
12| C1ls 28597 4.63 4086.32 71.51g
N1s 400.77 3.93 366.45 3.56
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Obr. 44: XPS spektrum vzorky VATA P3HB LIP_1
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C1s-Lip/a

Name Pos. FWHM L.Sh. Area  %Area
C1lsC-C;C-H 28501 1.66 GL(30) 309.39 36.51
C 1s C-O- 286.45 1.66 GL(30) 207.41 24.51
C 1s 0-C=0 288.94 1.66 GL(30) 1 8, 27 18.17
C 1s carbonates 290.89 1.66 GL(30) 34173 4.13
20| C 1s C-N 287.44 166 GL(30) 16.69
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CasaXP S (This string can be edited in CasaXPS.DEF/PrintFootNote txt)

Obr. 45: XPS spektrum vzorky VATA _P3HB_LIP_1 zamerand na C
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4.7 Biologické vlastnosti

Ako ciel'ovou aplikaciou mikrovlaknitych struktur na baze P3HB a jeho kopolymérov je ich
vyuzitie ako 3D nosi¢ pre bunkové kultury. Biologickeé vlastnosti boli pozorované na 3D
nosioch (vid’ Tab. 11), ktoré predstavuju typ VATA a na 2D nosi¢och typ PLANAR. Vzorky,
na ktorych boli pozorované biologicke vlastnosti ako su metabolicka aktivita buniek, bunkova
proliferacia a penetricia buniek do nosi¢a sU zobrazené vtab. Biologické vlastnosti
mikrovlaknitych struktar vzorky VATA_P3HB/Olig.P3HB boli vyradené z dévodu Ziadnej
zmeny hydrofobnosti vlakien. K sledovaniu biologickych vlastnosti bola pouzita linia mySacich
fibroblastov 3T3. Ako referencia (pozitivna kontrola) boli pouzité 3T3 fibroblasty nasadené
priamo na kultiva¢ny plast bez nosica.
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Tab. 11: Oznacenie a nazov jednotlivych nosicov, ktoré boli podrobené biologickym testom

Néazov vzorky Oznacenie Néazov vzorky Oznacenie
VATA_P3HB/5MI 1 VATA_P3HB_10SYN 7
VATA_P3HB/10MI 2 VATA_HYDAL M01 8
VATA_P3HB/15MI 3 VATA_HYDAL M01_10SYN 9
VATA_P3HB/20MI 4 PLANAR_P3HB 11
VATA_P3HB/25MI 5 PLANAR_P3HB_LIP_CR_ 12
VATA_P3HB 6

Zo sledovania biologickych vlastnosti boli vsetky skaffoldy biokompatibilné. U nosi¢ov
s obsahom MI bol pozorovany linearny narast metabolickej aktivity buniek pocas testovacej
doby. Na 21. den sledovania metabolickej aktivity bola metabolicka aktivita buniek na nosi¢och
VATA_P3HB/25MI statisticky rovnaka ako na kultivaénom plaste (vid’ Obr. 46 ). Najvyssia
metabolické aktivita buniek navzorke VATA P3HB/25MI mohla byt’ spésobena pritomnostou
kvapiek polyméru v Struktare ako bolo pozorované na SEM snimka. Z konfokalnej
mikroskopie, ktord zachytava bunkovu distribticiu na nosicoch je vidiet, Ze na zhlukoch vlakien
a kvapkéach polyméru je vyskyt buniek najvyssi. Je teda mozné usudzovat’, Ze relativne vel’kym
3T3 bunkdm vyhovuje viac vicsia plocha, atym padom v pripade tenkych vlakien
nehomogénnost’ morfologie nosica v podobe uzla a kvapky (vid’).
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Obr. 46: Metabolické aktivita buniek na vlaknitych nosi¢och merana pomocou MTS. Ako kontrola boli
pouzité 3T3 mysi fibroblasty nasadené na kultivaénom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia
Statisticky vyznamné rozdiely, ¢ieme ¢isla p<0.05, ervené ¢isla p<0.001.
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Obr. 47: Bunkova distriblcia na nosi¢i VATA_P3HB/25MI 14. den testu. Bunkové jadra boli
zafarbené propidium jodidom (Cerveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene),
mierka 100 pm.

Obr. 48: Bunkova distribdcia na nosi¢i VATA P3HB/15MI 21. de testu. Bunkové jadra boli
zafarbené propidium jodidom (Cerveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene),
mierka 100 pum.
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Sledovanim bunkovej proliferacie na vzorkach s MI bola zistena znizena proliferacia na 14. den
oproti bunkovej proliferacii na plaste (vid’ Obr. 49). Pri sledovani bunkovej proliferacie na 21.
den testu bola bunkova proliferacia Statisticky rovnaka ako na kultiva¢nom plaste. Pre vzorky
s obsahom do 15MI bol pozorovany linedrny narast bunkovej proliferacie. U nosicoch
s obsahom 20 a 25M1 bola bunkova proliferacia nekonzistentna. Tento jav moze byt spdsobeny
taktiez morfoldgiou 3D nosicov. Zo SEM snimok bolo zistené, Ze vlakna do obsahu 15MI su
jednotné a neobsahuju vo svojej Struktare zhluky vlakien a kvapky polyméru. Bunky mohli tak
jednoducho proliferovali. Distribucia buniek na 3D nosi¢i VATA P3HB/15MI je zobrazena
na Obr. 48.
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Obr. 49: Bunkova proliferacia merana pomocou kvantifikacie bunkovej DNA. Ako kontrola boli pouZite
3T3 mysi fibroblasty nasadené na kultivacnom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia Statisticky
vyznamné rozdiely, Cierne ¢isla p<0.05, ¢ervené ¢isla p<0.001.

Pozorovanim metabolickej aktivity na 3D nosi¢och z P3HB polyméru a s obsahom SYN, bolo
pozorované, ze vzorky na 21. den testu mali Statisticky rovnaku aktivitu ako na kultivaénom
plaste, okrem vzorky VATA P3HB_10SYN (vid’ Obr. 50). Pritomnost’ SYN na metabolicku
aktivitu buniek ma znizujici efekt pre P3HB u HYDAL MO01je pritomnost SYN takmer
bezvyznamna. Bunkové proliferdcia na 14. den bola na vzorke VATA_P3HB rovnaké ako na
kultivaénom plaste. Proliferacia na ostatnych vzorkach sa statisticky odliSovala.
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Obr. 50: Metabolicka aktivita buniek na vlaknitych nosi¢och merana pomocou MTS. Ako kontrola boli
pouzité 3T3 mysi fibroblasty nasadené na kultivaénom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia
Statisticky vyznamné rozdiely, Cierne ¢isla p<0.05, ¢ervené ¢isla p<0.001.

Metabolické aktivita buniek na vzorkach typu VATA a PLANAR P3HB sa tatisticky neligila
a bola rovnaka ako na kultivatnom plaste na 21. den. testu. Bunkova proliferacia na vzorkach
PLANAR_LIP_CR a VATA P3HB bola 14. defi najvyssia v porovnani na kultivanom plaste.
Na vsetkych ostatnych testovanych vzorkach v tento den (14. deni) bola vyrazne zniZena
bunkovéa proliferacia buniek. Bunkova proliferacia na vzorke PLANAR_LIP CR je
pravdepodobne vd’aka zvySenej hydrofilnosti nosi¢a pdsobenim lipazy. Obrazky X, Y
zachytavaju distribuciu buniek na nosi¢och. Z obr. Y je vidiet premnozenie buniek na povrchu
skaffoldu (bunky naadherovali maximalne do hibky nosi¢a okolo 60 nm). PremnoZenie buniek
Vv jednej rovine moze vytvorit’ vrstvu buniek, ktora sa méze nasledne odlupit’ z nosic¢a. Na obr.
X je naopak vidiet, ze bunky st rozmiestnené az do 120 nm hibky nosica.
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Obr. 51: Bunkova proliferacia merana pomocou kvantifikacie bunkovej DNA. Ako kontrola boli pouzité
3T3 mysi fibroblasty nasadené na kultivaénom plaste (plast). Cisla nad stlpcami znacia Statisticky
vyznamné rozdiely, Cierne ¢isla p<0.05, ¢ervené ¢isla p<0.001.

Obr. 52: Vlavo - Bunkova distribicia na nosi¢i PLANAR _P3HB LIP CR 21. dei testu. Bunkové jadréa
boli zafarbené propidium jodidom (Cerveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene),
mierka 100 pum. Vpravo — Hibkové projekcia nosi¢i PLANAR _P3HB_LIP_CR 21. deii testu. Bunkové
jadré uréitej farby sa nachadzajii v hibke zodpovedajucej farbe na farebnej skale.
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Obr. 53: Bunkova distriblcia na nosi¢i VATA_P3HB 21. den testu. Bunkové jadrd boli zafarbené
propidium jodidom (¢erveno), intracelularne membrany pomocou DiOC6(3) (zelene), mierka 100 pm.

Obr. 54: Hibkovéa projekcia nosi¢i VATA P3HB 21. defi testu. Bunkové jadra uréitej farby sa
nachadzaju v hlbke zodpovedajucej farbe na farebnej skale

63



5 ZAVER

Diplomové praca sa zaobera vyskumom mikrovlaknitych Struktar na baze kopolymérov P3HB.
Mikrovléknité Struktary predstavuji rozsiahlu ,,siet** ndhodne orientovanych neusporiadanych
mikrovlakien v 2D (plandrnom) ale aj v 3D rozmere. Takyto typ vlaknitej Struktiry moze byt
za uréitych podmienok podobny prostrediu pre rast buniek in vivo. Stiidiou na substratoch 3D
vlaknitej Struktire v podmienkach in vitro je mozné docielit’ presnejSiu charakterizaciu
spravania sa buniek v prostredi in vivo. Vdaka vysokej biokompatibilite P3HB a jeho
kopolymérov je vhodné tieto materidly pouzit’ k vyrobe takychto mikrovlaknitych Struktur.

K ich vyrobe bola pouzita technoldgia odstredivého zvlakiiovania. Princip tejto technologie je
pomerne jednoduchy, samotné prevedenie procesu je vSak ovplyviiované mnohymi
parametrami. Medzi hlavné parametre ovplyvilujuce proces zvlaknovania patri viskozita
roztoku, ktord je ovplyvnend koncentraciou polyméru aj molekulovou hmotnost'ou
polymérneho materidlu, typ rozpustadla a rychlost’ ota¢ania zvldknovacej hlavy. Variaciou a
optimalizaciou tychto parametrov je mozné ziskat mikrovldkna vo forme objemného,
»hadychaného* kokonu mikrovldkien. Takéto typy vldkien oznacované ako VATA boli
produkované na laboratérnom pristroji. Nami navrhnuté roztoky boli firmou NANO4FIBERS
s. I. 0 otestované na priemyselnej technolédgii odstredivého zvlaknovania a boli spracované do
formy mikrovlaknitej membrany pripravené na podkladovu netkan( textiliu (mikrovlaknité
struktry typu PLANAR).

K priprave roztokov boli pouzit¢ dva homopolyméry P3HB s oznatenim P3HB
a HYDAL MO1. Zvlakinovanim roztokov P3HB a HYDAL MO1 boli po optimalizacii
podmienok ziskané vlédkna vo forme spominaného objemného kokdénu bez viditelnej
pritomnosti nehomogenit v podobe kvapiek ¢i zhlukov. Nevyhodou P3HB je jeho vysoky
stupen kryStalinity, vd’aka ktorému je polymér krehky. Preto boli Studované vlakna i na baze
kopolyméru P3,4HB. Tento material sa vyuziva ako modifikator huZevnatosti a ma vysoku
taznost. K dispozicii bol Mirel M4300™ (MI, kopolymér na baze P3,4HB s koncentraciou
4HB cca 33%). Tento samotny polymér bolo mozno uspesne zvlaknit, pre jeho vyssie popisané
vlastnosti ho vSak nebolo mozno odoberat’ z kolektorov. Za ufelom nastaveni vhodnejsej
koncentréacie 4HB vo findlnom vl&kne boli kopolymér P3,4HB a homopolymér P3HB miesané
Vv koncentraénej rade piatich vzoriek. Vlastnosti boli nasledne porovnavané v zavislosti na
tomto mieSacom pomere.

Dal$ou nevyhodou, na ktort sa v predchadzajucej $tadii narazilo, bola hydrofobnost’ P3HB.
Ciel'ovou aplikaciou mikrovlaknitych Struktur je ich pouzitie ako 3D skaffold pre sledovanie
spravania sa buniek. Bunky sa vSak kultivuju v hydrofilnom médiu, apreto pouzitie
hydrofobneho skaffoldu P3HB spdsobuje problém pri jeho u¢innom osadeni bunkami. Na
zaklade literarnej reSerSe bola navrhnutd a otestovand zmena hydrofébnosti prevedena
posobenim roztokov lipaz o réznych koncentraciach (LIP_CR(PP)_1(2)). Nasledna zmena
polarnej zlozky povrchovej energie bola detegovana zniZzenim kontaktného uhlu vody na za
tymto ucelom pripravenych foliach P3HB. Zmena povrchovej energie sa v pripade vlaknitych
vzoriek pozitivne prejavila aj vyznamnym zvySenim nasiakavosti vody. MnoZstvo nasiaknutej
vody do mikrovlaknitych vzoriek P3HB bolo najvyssie po posobeni LIP_CR_2.
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Pre manipuléciu s vlaknami, ako v pripade procesu vyroby, tak v pripade pouzitia ako nosica
pre rast buniek, st délezité mechanické vlastnosti. Tie boli charakterizované prostrednictvom
tahovej skusky v bezvodom a vodnom prostredi. Bol sledovany vplyv zlozenia zmesi P3HB a
P3,4HB, ako aj pridavok zmékcovadla na baze adipatov. Pridavok zmékcovadla sa podla
ocakévania prejavil zvySenim t'aznosti vzoriek. V pripade vzoriek typu VATA prekvapivo
nedoslo k poklesu maximalneho napitia, v pripade planarnych vzoriek vSak doslo k poklesu o
cca 30 %. Pridavkom 4HB do polymérnej Struktury doSlo podla predpokladu k zvySeniu
taznosti, maximalne napétie s koncentraciou 4HB mierne kleslo. Maximalna hodnota vSak bola
pri pridavku 5% MI, ¢o mébzZe byt spdsobené lepSou kvalitou vlakien z tohto materialu oproti
referencii z homopolyméru. Tuto skuto¢nost’ potvrdili aj snimky vlakien zo SEM, kde je rozdiel
kvality vlakien viditeI'ny. Testy na referencnej vzorke P3HB vo vodnom prostredi preukazali,
ze zakladné vlastnosti v t'ahu sa po kratkej expozicii vo vodnom prostredi nemenia

Testovanie biologickych vlastnosti 3T3 mySacich fibroblastov na 3D nosi¢och typu VATA
a2D nosioch typu PLANAR bolo vykonané v spolupraci s Ustavom experimentalngj
mediciny Akadémie vied Ceskej republiky. Vietky vzorky preukazali vysokd biokompatibilitu.
Metabolicka aktivita buniek sledovana MTS testom v priebehu 21 dni experimentu postupne
narastala na nosi¢och s obsahom MI. Posledny den experimentu bola metabolicka aktivita na
nosic¢och s obsahom MI najvy$s$ia u vzorky P3HB/25MI. Sledovanim distriblcie buniek
pomocou konfokdlneho mikroskopu bolo zistené, Ze bunky lepSie rastli (adherovali) na
nehomogénnej Struktire 3D nosi¢och. Naopak bunkova proliferacia na vzorkach s MI postupne
narastala uvzoriek shomogénnou Sstruktlrou. Vysok& metabolicka aktivita abunkova
proliferacia bola pozorovana aj na vzorkach VATA P3HB a PLANAR_P3HB_LIP CR.

V ramci tejto prace sa podarilo pripravit’ niekol’ko typov vlaknitych Struktar na baze P3HB
modifikovanych aditivami na baze oligoméru 3HB, zmék&ovadlom i roznym obsahom 4HB
pomocou zmesi P3HB s P3,4HB kopolyméru. V rdmci optimalizacie boli vyskiSané aj
kombinacie kyseliny mravéej a octovej s chloroformom ako moZnost modifikacie
rozpustadlového systému. Pomocou védhovej metody bol sledovany priebeh zmeny mnoZstva
zvySkoveého rozpustadla vo vldknach. Vybrané vldkna boli povrchovo modifikované pouZitim
lipazy za ticelom zvySenia povrchovej energie, a tym zlepSenia zmacania vodnym roztokom.
Vysledné vlakna boli charakterizované s ohladom na ich priemer, porozitu, mechanické
vlastnosti a biokompatibilitu. Vysledky preukézali, Ze pouzivané materidly st vo vysledku
biokompatibilné a metdda pripravy poskytuje vlaknité Struktiry, na ktorych je mozno tGspeSne
kultivovat’ bunky. Istym obmedzenim je porozita vlaknitych Struktur, ktora sice dosahuje az 95
%, ale vel'kost’ porov je zrejme stale mala pre idealny rast zvolenych buniek do celej hibky 3D
Struktiry.
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8 PRILOHY

Diferen¢na kompenzacna kalorimetria
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Obr. 55: DSC zaznam P3HB
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Obr. 57: DSC zdznam MIREL_4300

Sprava z merania biologickych testov

Osadenie nosi¢ov bunkami

Sterilizované nosice (skaffoldy) boli prenesené do testovacej dosky, kde na dne jamok bolo
20 pl kultivaéného média kvoli prichyteniu nosicov na dno jamiek. Kultivaéné médium bolo
zostavené z Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Sigma Aldrich) obohatené o 10 %
fetdlneho bovinného séra (FBS; Gibco), 1 % antibiotika (100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu; Sigma Aldrich®) a 100 pg/ml streptomycinu; Sigma Aldrich®). K nosi¢om
bolo pridanych d’alsich 20 pl kultivaéného média a n&sledne boli vzorky inkubované pri teplote
37 °C po dobu 30 min. Nasledne boli nosi¢e osadené 3T3 mySacimi fibroblastami (ECACC)
0 hustote 5 x 10° buniek/vzorka v 30 pl kultivaéného média. Vzorky osadené bunkami boli po
dobu 2 hod vlozené do inkubatoru, aby bola umoznena dobra bunkova adhézia a nenastal tak
odplav buniek mimo nosi¢. Nasledne bolo doplnené kultivacné médium do objemu 250 pl na
jamku. Nosice s osadenymi bunkami boli po dobu 21 dni kultivované v inkubatore s vysokou
vlhkostou vzduchu a 10 % CO pri 37 °C. Kultiva¢né médium bolo vymienané 2x do tyzdna,
Vv poslednom tyZdni kultivacie az 3x.

Test metabolickej aktivity

K stanoveniu metabolickej aktivity buniek bol pouzity MTS test (CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay; Promega). Do Cistej testovacej 96-jamkovej dosky boli
prenesené vzorky, aby sa zabranilo ovplyvneniu hodnét bunkami, ktoré rastli na dne
kultiva¢nych jamiek pod nosi¢om. Nasledne bolo pridanych 20 ul roztoku MTS a 10 ul
Cerstvého kultivaéného média. U kontrolnej skupiny bolo odsaté len médium a nahradené
roztokom MTS a ¢erstvyym médiom. Vzorky boli potom inkubované v roztoku 2 hod
v inkubatore pri 37 °C. Pocas inkubacie doslo k sfarbeniu oranzového roztoku na fialovy
formazan, ¢o predstavuje metabolizovany MTS substrat mitochondridlnymi enzymami. Po
inkubécii bolo 100 ul roztoku z kazdej jamky prevedenych do Cistych jamok testovacej dosky.
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Nasledne bola zmerana absorbancia pri 490 nm (absorpcia svetla formazanu) a referenéne;j
vlnovej dizke 690 nm na pristroji Infinite M200 PRO (Tecan, Svajéiarsko). Z nameranych dat
bola naviac eSte odc¢itand hodnota samotnej vzorky inkubovanej bez buniek, u kontrolnej
skupiny bola od¢itand hodnota namerana u kultivaéného média s MTS.

Detekcia bunkovej proliferacie

Na stanovenie bunkovej proliferacie bola pouzita kvantifikacia bunkovej DNA. Vzorky boli
analyzovaneé prostrednictvom kitu Quant-iT™ dsDNA Assay Kit (Life Technologies).Vzorky
po merani MTS boli vlozené do 100 pl lyza¢ného pufra (0,2 % v/v Triton X-100, 10 mM Tris
(pH 7,0), a1 mM EDTA) pomocou 3 cyklov zmrazenia/rozmrazenia boli lyzované. K analyze
bolo odobranych 20 ul lyzovaného roztoku a pridaného k 200 ul reakénému roztoku, ktory sa
viaze na dvojzavitnicovi DNA a nasledne emituje fluerescenény signal. Vysledna intenzita
fluorescenéného signalu bola merana prostrednictvom fluorescen¢ného readru (Infinite M200
PRO, Tecan, Switzerland; Aex = 485 nm, Aem = 523 nm). Vysledky boli vyhodnotené s vyuzitim
kalibrac¢nej krivky , ktora je sucast’ou kitu.

Distribdcia buniek v mikrovlaknitych §truktirach

Distribdcia buniek na mikrovlaknitych skaffoldoch bola vizualizovana pomocou konfokalnej
mikroskopie. VVzorky boli fixované mrazenym metanolom (-20 °C) 10 min. Nésledne bola
pridana fluorescen¢na sonda 3,3'-diethyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3), Invitrogén,
1 pg/ml vPBS (pH 7,4), ktord farbi intracelularne membrany (zelené casti na snimkach
z mikroskopu), a inkubovana so vzorkami 30 min pri izbovej teplote. Nasledne bol pridany
propidium jodid (PI; 5 pg/ml v PBS, 5 min RT; Sigma Aldrich®), ktory je interkalovany do
bunkovej DNA (Cervena jadra buniek zobrazené na snimkach). Nasledne boli vzorky
oplachnuté PBS, a vizualizované pomocou konfokalneho mikroskopu (Zeiss LSM 880
Airyscan). Pouzité boli vinové dizky Aex=488nm alem=520nm pre DiOC6(3)
ahex =560 NM aAem =580 nm pre propidium iodide. Obrazky ziskané z konfokalnej
mikroskopie boli d’alej pouzité na analyzu hibkovej penetracie buniek. Pomocou softwaru Zeiss
Zen bola jednotlivym snimkam z roznej hibky nosi¢a priradena farba, ktora zodpoveda farbe
na Skale publikovanej v obrazku.

Statistika

Pre MTS test a kvantifikaciu DNA bolo pouzitych 6 nezavisle pripravenych vzoriek. Vd’aka
vel’kym odchylkam boli u niektorych vzoriek odstranené krajné hodnoty, avSak pre Statistické
hodnotenie boli pouzit¢é vzdy najmenej 4 hodnoty. Déta st prezentované ako
priemer = smerodatna odchylka (SD). Vysledky boli Statisticky vyhodnotené pomocou softvéru
SigmaStat 12.0, Systat. Pokial’ data presli testom normality a testom rovnosti rozptylov, bola
vykonana parova analyza pomocou testu ANOVA a Tukeyho porovnavacieho testu pre post-
hoc analyzu. Pokial' dita boli bez normalnej distriblicie, bola parovd analyza vykonana
pomocou Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks a Dunnovho testu
viacnasobného porovnania pre post hoc analyzu. VSetky vysledky boli povazované za
Statisticky vyznamné, ak p bolo <0,05.
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Obr. 3: Bunééna distribuce ve vlakennych nosic¢ich Sk. 1 — 6 vden 1, 7, 14 a 21. Buné&¢na jadra byla
obarvena propidium jodidem (Cerveng), intracelularni membrany pomoci DiOC6(3) (zelen¢), mérka 100

pm.
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Obr. 4: Buné¢na distribuce ve vlakennych nosicich Sk. 7 - 12 vden 1, 7, 14 a 21. Bunééna jadra byla
obarvena propidium jodidem (Cerveng), intracelularni membrany pomoci DiOC6(3) (zelen¢), mérka 100
pm.
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Obr. 5: Hloubkové projekce u skupin 1 — 6 v den 1, 7, 14 a 21. Buné¢na jadra uréité barvy se nachazi
Vv hloubce odpovidajici barvé na barevné skale.

81



Den1l Den?7 Den 14 Den 21

Sk. 7

Sk.9
Sk. 10

Sk. 11 HEE

Obr. 6: Hloubkové projekce u skupin 7 - 12 vden 1, 7, 14 a 21. Bunééna jadra urcité barvy se nachazi
Vv hloubce odpovidajici barve na barevné skale.
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