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Abstract

It is possible to produce one- and two-componeim®s in the electrospinning process for
tissue engineering applications. The role of thdi@al scaffold is to mimic collagen fibres
from extracellular matrix in their structure anchétions; guarantee growth, migration and
proliferation during regeneration natural extradelf matrix.

The first aim of this study is to determine theeetf of electrospinning process
parameters on morphology, molecular and supermialectructure of polycaprolactone
fibres. Polycaprolactone has good mechanical ptigserand a relatively long time of
degradation. Cytotoxicity, migration, adhesion acells proliferation in-vitro had been
analysed.

The second aim was determination of gelatin addito the morphology, molecular
and supermolecular structure of two-component $ibneterms of cytotoxicity, adhesion and
cell proliferation. In comparison, blends with @gen had been prepared.

Fibre morphology is determined using Scanning EeectMicroscopy (SEM);
molecular structure- Fourier IR Spectroscopy (FTéRYl X-ray Photoelectron Spectroscopy
(XPS); hydrophobicity in contact angle measuremesupermolecular structure (crystallinity
and molecular orientation) from- Differential Scamm Calorimetry (DSC), Wide Angle X-
ray Scattering (WAXS) and Polarizing-Interferencé&cidscope (MPI); Young's modulus in
the classical tensile test; in-vitro studies on seofibroblasts 3T3 (which are usually used to
determine cytotoxicity of materials for medical apgtions according international norm)
and on human MSC additionally. Morphology, spregdadhesion and cells proliferation had
been analysed after immunohistochemical stainingloarescence Microscopy and by DNA
test.

Systematic studies enable to optimize process peam to improve adhesion,
proliferation and migration of selected cells typea selected group of polymers. It was
shown that the morphology and supermolecular &trecof one-component fibres is mainly
determined by parameters associated with solutidni@ollector type. Gelatin addition results
in significant changes in molecular and supermd&cstructure- modifies crystallinity
degree and reduces the molecular orientation film@lected on drum). It is shown that
gelatin effectively reduces fibres hydrophobicifyfibres and is equivalent to collagen, cheap
source of arginine-glycine-aspartic acid sequen@sSD) which increases cell adhesion
during in-vitro studies. It can be explained bylagén denaturation in contact with polar
solvents like hexafluoroisopropanol.

In polycaprolactone/getalin blends ratio of gelatnPCL was optimized from the
point of view cells spreading, adhesion, activitg groliferation.



Streszczenie

Metoda elektroprgdzenia umgliwia formowanie jedno i dwuskiadnikowych wiokien,
znajdupcych zastawanie w iynierii tkankowej. Ral sztucznego podia komdrkowego jest
tymczasowe odtworzenie funkcji widkien kolagenowychmaliwienie prawidtowego
wzrostu, migracji oraz proliferacji komoérek do caasegeneracji naturalnej matrycy
migdzykomaorkowe;j.

Pierwszym celem pracy bylo okienie wplywu parametréw procesu
elektroprzdzenia na morfologi struktug molekularm i nadmolekulara widkien
jednosktadnikowych na przyktadzie polikaprolaktonwyyrozniajacego st dobrymi
wiasciwosciami mechanicznymi oraz relatywnie diugim czaseegrddaciji. Sprawdzono
cytotoksyczné¢ oraz proliferagi komorek na wytworzonych podtach w badaniach in-vitro.

Drugim celem byto zbadanie wptywu dodatkelatyny na morfologi oraz struktug
molekularra i nadmolekulara wiokien dwusktadnikowych w konté&ie cytotoksycznéi,
adhezji i proliferacji komérek. Poréwnawczo badapiawadzono na widknach z dodatkiem
kolagenu.

Morfologie widkien okrdlono z uyciem skaningowego mikroskopu elektronowego
(SEM); struktug molekularm- fourierowska spektroskopia w podczerwieni (FTI®az
rentgenowska spektroskopia fotoelektronow (XP$itrbfobowd¢ za pomog pomiaru lgta
zwilzania; struktug nadmolekularm metodami ranicowej kalorymetrii skaningowej DSC,
szerokolgtowej dyfrakcji rentgenowskiej (WAXS) oraz polargzgo-interferencyjnego
mikroskopu optycznego (MPI); modut Younga w klasyejz prébie rozcigania; badania
komérkowe in-vitro przeprowadzono na liniach mysi8i3 (wywanych do okréania
cytotoksycznéci materiatdbw do zastosowamedycznych zgodnie z obogiujaca norm)
oraz dodatkowo na ludzkich MSC.

Przeprowadzone systematyczne badania pozwolitgoptymalizowanie parametréw
elektroprzdzenia w celu poprawy adhezji, proliferacji orazgmacji wybranych typow
komorek, na wybranej grupie polimeréw. Wykazanag na morfologi i struktue
nadmolekulara widkien jednoskiadnikowych wptyw majgtdwnie parametry zwiane
z roztworem oraz typ kolektora. Natomiast dodatekatyny znacznie zmienia strukgur
nadmolekulars- modyfikuje stopig@ krystalicznéci oraz obnia orientagi molekulara
w przypadku zbierania wiokien nachien. Pokazanoze zelatyna skutecznie zmniejsza
hydrofobowd¢ podtazy oraz jest rownowaym z kolagenem, tanimrédtem sekwencji
aminokwaséw arginina- glicyna- kwas asparginowy [B@®odnoszcych adhezj komorek
w badaniach in-vitro. Ta ostatnia \&awos¢ zelatyny wynika z faktuze kolagen ulega
denaturacji daelatyny w silnie polarnym rozpuszczalniku jakim jagksafluoroizopropanol.

W mieszankach polikaprolakta®latyna zoptymalizowano udziatelatyny dla
dobrego rozptaszczenia, adhezji, aktywoi@raz proliferacji komorek.
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Spis skrotow
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1. WPROWADZENIE

Gtownym skitadnikiem matrycy ralzykomorkowej é&ng. Extracellular Matrix ECM sa
widkna kolagenowe twosze trojwymiarowe rusztowanie dla komoérek. Sztucpoeltaze
komérkowe é&ng. scaffoll ma na celu tymczasowe odtworzenie funkcji widkien
kolagenowych, by unitiwi¢ prawidlowy wzrost, migragj proliferacg komorek,
a jednoczénie d& czas komorkom na wytworzenie wiasnej ECM. Morfadoa@rchitektura,
wiasciwosci powierzchni- wplywajca na nie struktura molekularna oraz struktura
nadmolekularna i bezpeednio z ma zwigzana sztywn& materialtdw uywanych jako
poditaza komorkowe s jednymi z istotnych wikiwosci mapcych wptyw na zachowanie
komoérek. Na konieczri¢ taczenia wiedzy nauk biologicznych, chemii oraz fizyk celu
formowania funkcjonalnych poditg do regeneracji tkanki, na patku lat 90 jako pierwszy
zwrécit uwag; Langer f].

W czsci literaturowej starano @i wyjasnic podstawowe zagadnienia |1 po
inzynierii tkankowej, pokaza role i funkcje ECM w tkankach, mechanizmy intefjakc
komorek z macietz (Rozdziaty 2.1-2.3). W kolejnej e&ci pokazano wymogi jakie musz
spetnid sztuczne (polimerowe) podia wykorzystywane w itynierii tkankowej, reakcje
jakie zachodz na granicy faz komorka- podie komérkowe (Rozdziaty 2.5 i 2.6). Krotko
scharakteryzowano szeroko stosowane poliestry tyldfae oraz biopolimery
wykorzystywane w isynierii tkankowej, ze szczegdlnym uwzdhieniem PCL,zelatyny
oraz kolagenu (Rozdziat 2.6). Poliestry alifatycamgdzniaja sie relatywnie diugim czasem
degradacji i dobrymi wikgkiwosciami mechanicznymi. Natomiast biopolimery takik ja
kolagen, zelatyna, fibronektyna, w ktérych naturalnie wymija okreslone sekwencje
aminokwaséw np. RGD (arginina- glicyna- kwas asjpangy), odpowiadajce za
przyczepné& komorka-ECM w tkankach, podnastunkcjonalné¢ podtaza w badaniach in-
vitro. W inzynierii tkankowe] obserwuje siduwze zainteresowanie poliestrami tak ze
wzgledu na biozgodni, biodegradagj dobre wihaciwosci mechaniczne. Jednakich dua
hydrofobowd¢ utrudnia adhezjkomaérek. W celu podniesienia hydrofiloyad do polimeréw
syntetycznych dodawane Biopolimery.

W Rozdziatach 2.7 i 2.8 krétko opisano metody fowania podtay komdrkowych
oraz ich obrobki w celu podniesienia funkcjonakiov badaniach in-vitro.

W czsci dotyczicej procesu elektropgdzenia wykazanaze proces ten jest wydajn
metody, pozwalagca na wytworzenie witokien, ksztattem i fognprzypominagcych widkna

kolagenowe w naturalnej ECM. Formowanie widkien vagm optymalizacji parametrow
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procesu, zwizanych z roztworem (polimer, rozpuszczalnik), apagaoraz srodowiskiem
zewrgtrznym (Rozdziat 2.9.3). Parametry te wptywanpa morfologt oraz struktug
molekularna i nadmolekulagwiokien.

Opis wplywu parametrow procesu nha morfotogi struktue molekularm oraz
nadmolekulara podzielono na dwie ¢%ci. Pierwsza dotyczy analizy widkien
jednosktadnikowych (Rozdziat 2.9.3), druga natomiagigkien dwusktadnikowych- polimer
syntetyczny/biopolimer (Rozdziat 2.10). W Rozdzidlé1 przedstawiono wyniki baglanad
wpltywem parametrow procesu elektroprzedzenia n&donalngci widkien jako podiaa
komorkowe w badaniach in-vitro.

W literaturze (Rozdziaty 2.8-2.11), pomimo zgostioco do wptywu parametréw
elektroprzdzenia na morfologi topografe widknin oraz na proliferagji adhez¢ komorek
na formowanych podiach, brakuje systematycznych danych opsgh wplyw
parametrow pradzenia na struktgr nadmolekulara oraz jej wplyw na funkcjonalr$o
widkien w badaniach in-vitro (Rozdziat 2.12). Odrmbne fragmentaryczne dane s
niespojne, ogsto sprzeczne. Analizowana jest najcke] wylacznie morfologia
formowanych witékien.

W ostatnich kilku latach coraz bardziej licznepséby podniesienia funkcjonaléw
poditazy poprzez dodatek do polimeru syntetycznego biopedu wyst¢pujacego naturalnie
w ECM. Opis wspotdziatania obu skladnikbw na poprawtasciwosci biologicznych
formowanych witoknin jest jednak bardzo fragmentany. Nie ma danych opisigych
mechanizmy odziatywa w odniesieniu do hydrofilowsei, mieszalnéci, struktury
molekularnej i odpowiedzi komoérek. Wiszas¢ prac skupia gina analizie dodatku kolagenu
i oparciu wzrostu proliferacji komorek o sanobecndé¢ kolagenu, bez analizy struktury
molekularnej czy nadmolekularne;j.

Niniejsza praca ma charakter eksperyateyn W cgzéci dawiadczalnej,
w Rozdziatach 4.4.1 i 4.4.2 okieno wplyw parametrOw procesu eletrogizenia na
morfologie, struktue molekularm oraz nadmolekulam widkien jednosktadnikowych na
przyktadzie coraz e&ciej wykorzystywanego polikaprolaktonu, wyréajacego s¢ dobrymi
wiasciwosciach mechanicznymi oraz relatywnie diugim czaseegradacji. Sprawdzono
cytotoksyczné¢ oraz  proliferagg komérek  hodowanych na  wytworzonych
podiazach w badaniach in-vitro. Morfolagwtdkien okrélono z wyciem SEM; struktuy
molekularn- FTIR oraz XPS; hydrofobow6é za pomog pomiaru lta zwilzania; struktug
nadmolekulara metodami DSC, WAXS oraz MPI; modut Younga w klagyg probie

rozciggania. Badania komorkowe in-vitro przeprowadzonolineach mysich fibroblastow

5



3T3 (wywanych do okrdania cytotoksyczni@i materiatdw do zastosowamedycznych
zgodnie z obowizujaca normy) oraz dodatkowo na ludzkich mezenchymalnych koménk
macierzystych MSC.

Zbadano wptyw dodatku biopolimeru na morfologiraz struktuy molekulara
i nadmolekulara widkien dwuskfadnikowych (Rozdziat 4.4.2), w kdiee
cytotoksycznéci, adhezji i proliferacji komérek. Jako biopolimerw pracy uaywano
zelatyny, powszechnie daginej pochodnej kolagenu. Poréwnawczo badania prooved
rowniez na probkach z dodatkiem kolagenu. 2élatynie, podobnie jak w innych biatkach
ECM wystpuja sekwencje RGD podnogze adhez komoérek.

Morfologie witdkien dwusktadowych, podobnie jak jednodki&kowych okrélono
z wyciem SEM; struktur molekulara- oddziatywanie charakterystycznych grup w PCL
Z grupami biopolimeru za pom®&TIR oraz XPS; hydrofobowé za pomog pomiaru kta
zwilzania; struktug nadmolekularg krystalicznd¢ oraz orientag krysztaltdbw metodami
DSC, WAXS; widciwosci mechaniczne- modut Younga w klasycznej probiecikgania.
Badania cytotoksyczioi, adhezji oraz proliferacji komérek na wytworzehypodiaach
przeprowadzono na liniach 3T3 oraz poréwnawczo S&CNRozdziat 4.4.2).

Przeprowadzone systematyczne badania pozwolilzoptymalizowanie parametrow
elektroprzdzenia w kontedcie adhezji, proliferacji oraz migracji wybranyghpdw komorek,

na wybranej grupie polimeréw (wnioskikmowe w Rozdziale 5).



2. PRZEGLAD LITERATURY

2.1. Inzynieria tkankowa

Inzynieria tkankowa jest miagd dynamicznie rozwijaca sie dziedzim nauki. Nowe
moazliwosci regeneracji chorych lub uszkodzonych tkanek stemoe dztki stosowaniu metod
inzynierii tkankowej sprawiaj iz znajduje ona coraz szersze zastosowanie w meaygyni
Jej zaletami w stosunku do metod transplantologiz achirurgii rekonstrukcyjnej jest brak
powiktan zwigzanych z méliwoscia odrzutu przeszczepu. Dodatkowym atuteanngsze
koszty leczenia oraz krotszy czas rekonwalescentijirozwojem imynierii tkankowej
wigzane g zatem ogromne nadzieje pacjentow i lekarzy.

Inzynieria tkankowa jest interdyscyplinarrdziedzim, taczaca w sobie podstawy
inzynierii, nauk przyrodniczych (biologia, biochemighemia) i medycznych w celu
uzyskania biologicznych substytutéw, ktore snap zadanie regeneracjutrzymanie lub
poprawe funkcji tkanek t,%].

Na duze maliwosci tego typu rozwizan, jako pierwszy zwrécit uwag Langer
w 1993 roku. W pracy zatytutowanefissue Engineerifgopisal maliwosci, jakie daje
wykorzystanie biozgodnych, biodegradowalnych twarzgztucznych. Zwrdcit uwag na
konieczné¢ wytwarzania matryc zbilonych swa architektug- tréjwymiarowdcia do
naturalnej matrycy mdzykomorkowej ECM, z jednoczesnym zachowaniem odgdmich
wiasciwosci mechanicznych']. Inzynierie tkankows zdefiniowat, jako interdyscyplinasn
dziedzirg wykorzystujca oskgniccia nauk przyrodniczych oraz nowoczesne technoldgie
konstruowania materiatow biologicznych mogch przywroat, utrzyma i/lub usprawng
funkcjonowanie tkanek czy naiddw.

Wyrézni¢ mazna trzy trendy w hodowli koméreK][ W pierwszym, wykorzystuje si
wyizolowane komorki lub substrat komérek wszczequige bezpérednio w celu regeneracji
uszkodzonej tkanki lub nagydu. Inm metod, jest wstrzykniecie czynnikow indukigych
wzrost, odbudow tkanki- czynnikéw wzrostu, gdicowania si. Obie te metody majiednak
bardzo ograniczone mlbwvosci; wykorzystywane magbyc tylko w przypadku niewielkich
ubytkéw i dysfunkcji tkanek. Dagym najwkcej maliwosci rozwiazaniem jest hodowla in
vivo komoérek na tréjwymiarowych rusztowaniach.

Metoda ta obejmuje izolacj komorek, nammanie w $rodowisku in- vitro,
wysiew i hodowt komoérek na tréjwymiarowych podtach (rusztowaniach). W kolejnym

etapie calé¢ jest umieszczana w bioreaktorze, w ktorym w odgolwim srodowisku



czynnikbéw wzrostu i pgywek hodowlanych nagpuje wzrost i proliferacja komorek. Tak
przygotowane podiee mae zostéd wszczepianie w miejsce ubytku o#lenej tkanki
(Rysunek 1)1

f

Rysunek 1. Etapy w badaniach in-vitro: a) pobraniekomdrek od pacjenta b) namnaanie komérek in-
vitro w butelce hodowlanej c¢) posiew komérek wraz zczynnikami wzrostu na rusztowaniach
komoérkowych 3D, d) hodowla komérek na rusztowaniachw warunkach in-vitro e) hodowla w
bioreaktorach, e) transplantacja produktu inzynierii tkankowej w celu odbudowy ubytku u pacjenta

Materiaty, ktére przeznaczone do zastosowamedycznych, podlegajokreslonym
badaniom chemicznym oraz fizykochemicznym. Kolegtgp obejmuje badania biologiczne
opisane w normie ISO 10993-5 "Badania cytotoksgici: metody in-vitro” f], a take
w europejskiej normie Farmakope3. [Badania biologiczne in-vitro materiatéw obejmpuj
zazwyczaj okrélenie stopnia cytotoksyczia, adhezji, proliferacji, niekiedy pmicowanie
na liniach komérkowych zatwierdzonych i przechowany Europejskiej Kolekcji Hodowli
Komorek (ECACC) lub Amerykiskiej Kolekcji Hodowli Komérek (ATCC).

Stosowane linie komorkowe rma podzielt na 2 grupy: linie komorkowe agte oraz
linie pierwotne. Linie komorkowe gijte charakteryzuj sie nieograniczonym czasenycia.
Sa to komodrki nowotworowe, wytiajace sé nieskaiczorn zdolnGcia pasaowania
(proliferacji), powtarzalnécia genotypu. Na nich przeprowadza badania cytotoksyczsoi.
Do tej grupy nalea mysie fibroblasty 3T3 (CCL 163 (Balb/3T3 clone A3ftaz wiele innych
[l

Linie komdrkowe pierwotne as znacznie trudniejsze w hodowli, co wgn
z okr&lonego czasuzycia (okréglona liczba pasey po ktorej komorki ulegaj

odr&nicowaniu).



Na szczegoOlp uwag: zastuguyp mezenychmalne komorki macierzyste (nazywane
takze komérkami pnia) nalmce do komdrek pierwotnych. Wyindia je brak zrénicowania
oraz zdolné¢ do nieograniczonej liczby podziatéw, deych w efekcie komorki o wagzym
stopniu specjalizacji. Dzieli sije na zarodkowe oraz somatyczne (daviest dorosty
organizm). Mezenchymalne komérki macierzyste amapgraniczoa zdolng¢ do

réznicowania tj. tylko wscisle okrelone typy komarek np. w komorki kostne.

2.2. Rola i funkcje ECM

Jak s¢ przekonali naukowcy z poatku XX wieku, hodowla tkanek jest znacznie trudsiey
niz hodowla komoérek. Na ptaskim podto butelki hodowlanej komérki po pewnym czasie
dezorganizuyj sie i obumieraj. Jak zatem wzrost komoérek wydh w tkankachzywych

organizmow?

Najbardziej podstawowymi interakcjami w organizmaehielokomorkowych s
reakcje odpowiedzialne za utrzymywanie komoérek mazelest to mdiwe dzigki
pofaczeniom komorka-komorka oraz komorka-substancjacdmykomoérkowa dng.
Extracellular Matrix ECN) []. Adhezg miedzykomérkows, komérka-ECM, zapewniaj
integryny obecne na powierzchni bton komorkowyclazoproteinowe i polisacharydowe
tancuchy obecne w ECM.

Komérka stanowi najmniejgz zorganizowaa jednostle zywej materii. Aktynowy
szkielet utrzymuje ok&bony ksztatt komoérki, a gdro komérkowe zawiera informagj
genotypu komorkowego (DNA). Zezane z punktami adhezji bialka, twace piytke
przylegania &ng. Focal Adhesion-PA takie jak winkuliny, tworz system paiczen
pomicdzy komoérkk a ECM E°]. Wiékna szkieletu aktynowegoarfg. stress fibrgs
odpowiaday za komunikagj wewrgtrzkomérkowa oraz umaliwiaja przenoszenie
obciazen z komorki na widkna ECM. Filopodia czyli wypustkiony cytoplazmatyczniej

tworzone g podczas migracji koméreRTH.
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Rysunek 2. Wizualizacja komérki z wykorzystaniem mkroskopu fluorescencyjnego [na podstawié]

Namnaanie komorek, tzw. proliferacja naptijje w procesie mitozy. Namaone
dwie komoérki z jednej, ulegajponownym podziatom, prowagizym do powstania populacji
(zbioru) komorek.

W regulowaniu proliferacji poprzez wptywanie na aemtkowanie i przebieg cyklu
komoérkowego bardzo waa role odgrywaj zjawiska kontaktowe oraz substancje
biologicznie czynne dziakage poprzez ptyny tkankowé?.

ECM jest ztaonym kompleksem makroggteczek witdknistych takich jak kolagen i elastyna
oraz substancji podstawowej zbudowanej z:

« glikoprotein: fibronektyna (mechanizm dziatania zagdtowo opisany w pracy),

fibrylina, entaktyna

* glikozaminoglikanéw: kwas hialuronowy, siarczany hdodroidyny, heparany,

heparyny, kerataniny)

ECM bierze udzial w transdukcji sygnatéwedrdy komorkami, utrzymaniu ich
ksztattu, w procesach migracji i wzrostu komoretz#@roh scisle biologiczra, nadaje tkance
rowniez odpowiednie funkcje mechaniczne. Widkna kolagen@apewniaj wytrzymatac¢
na rozciganie; pozostate zaiki wypetniaj wolne przestrzenie i zapobieg&ompres;ji }4).
Gtéwnym skfadnikiem wioknistym ECM jest kolagen. W@ wyr&ni¢ ok. 20 typow
kolagenu, jednale kolagen typu | stanowi 70-90% categolagenu wysjpujacego
w organizmie. W tkankach, widkna kolagenowe zapajnwiasciwosci wytrzymataciowe
oraz podtrzymuj funkcje biologicznef].

Charakterystycznymi cechami typowepsieczki kolagenu jest jej diugy sztywnaé
oraz tréjniciowa skycona struktura, w ktorej trzydauchy polipeptydoweasskrecone wokot
siebie. Uporzdkowane struktury drugogdowe, o srednicy 10-300 nm i diugoi wielu

mikrometrow, mog taczy¢ sie w jeszcze grubsze wiokna kolagenowe (struktura
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trzeciorzdowa) (Rysunek 3a). Kolagen typu | sktadazsdwoch tacuchdéwal oraz jednego
a2 [Y.

Komorki znajdugce s¢ w tkance acznej, na drodze zionych procesow,asw stanie
wytworzy¢ kolagen; nagpnie poradkuja go tworac macierz mgdzykomoérkows (Rysunek
3b). Podczas tworzenia kolagenu wszystkigsterzki § syntetyzowane wewtrz
komoérek i wydzielane na drodze egzocytozyelleagregaty te powstawatyby jeszcze przed
wydzieleniem, komorki zablokowatyby eswtasnymi produktami. W przypadku kolagenu
komoérka omija to niebezpiear®wo dzeki sekrecji casteczek kolagenu w formie
prekursorowej, zwanego prokolagenem, z dodatkowyemutydami na kacach czsteczki,
zapobiegajcymi agregacji we wiokienka kolagenowe. Zeawvnkomoérkowy enzym
(kolagenaza) odcina koowe peptydy, co pozwala agregéwazsteczkom dopiero

w przestrzeni pozakomérkowefT.

wlékno

kolagenowe = [ o ah o Y ]10300nm
struktura

drugorzedowa —

kolgenu = m ]1,5 nm
pojedynczy

lancuch kolagenu

Rysunek 3. Kolagen w tkankach: a) wiékna kolagenowe naturalnej tkance (przekrdj poprzeczny) oraz
schemat budowy kolagenu’f], b) wiékna kolagenowe oraz fibroblasty rogéwki sezura [*']

Macierz pozakomérkowa wytwarzana jest przezqpagice typy komorek:

» fibroblasty- w wekszaci tkanek; tréjwymiarowa sée ktora rozciga sé pomidzy
komorka naradu a naczyniami wiosowatymi i chtonnymi

» chondrocyty- chrastki

» osteoblasty- ki

* miofibroblasty-wytwarzaj sktadniki substancji pozakomaorkowej

» adipocyty (komorki thuszczowe) - gromagipidy
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2.3. Interakcje komérka- ECM

Wyrézni¢c mazemy dwa rodzaje patzen wystpujacych w tkankach: patzenia komorka-
ECM oraz paiczenia komorka-komoérka. Rgizenia te mzemy podziek réwniez na trzy
grupy, zgodnie z petnionymi funkcjami:

« zwierapce- desmosomy i hemidesmosomy (zapewniagiporné¢ mechaniczsg.

Z punktu widzenia patzer komorka ECM stanowinajbardziej istotna gregpolczen.

+ komunikacyjne jonowo-metaboliczne (pozwalgprzechodzi czasteczkom pomidzy
komorkami).
. zamykajce/nieprzepuszczalne (twarmieprzepuszczadn integralm barieg) [*.

Pohczenia zwierajce bezpérednio uczestnicz w interakcjach komoérka-macierz.
Pohczenia te zachodzprzy udziale struktur takich jak: flamenty aktym® cytoszkieletu;
ptytkowe struktury d4czace filamenty z blonami; sktadniki btonowe bezpaanio
zaangaowane w proces przylegania. Wzkigm z tych typow znajdajsi¢ wyspecjalizowane
biatka adhezyjne. Do biatek adhezyjnych nalantegryny, kadheryny, @steczki naleace
do nadrodziny immunoglobulin oraz selektyi§.[

Integryny stanowi najbardziej istotm grup; biatek bioncych udziat w interakcji
komoérka-ECM {?. Sa one heterodimerycznymi receptorami, o dwéch poujetkach
powiazanych niekowalencyjnie. Wytdia st podjednostk alfa, zbudowa#n z okoto 1000
aminokwaséw oraz podjednostiketa w skiad, ktorej wchodzi okoto 750 aminokwasow
Kazda podjednostka jest typedmodbtonowych glikoprotein. Integryny obejmujodzirg
okoto 20 receptoréw o zz@icowanej swoistei. Charakteryzuje je niska specyficZao
dzicki czemu mog one waza kilka réznych spokrewnionych @steczek macierzy.
Wiasciwosci  te  umaliwiaja integrynom  zarbwno uczestnictwo w interakcjach
migdzykomérkowych jak i wizaniach typu komorka-macierz. Jednym z czynnikOw
niezlezdnych do funkcjonowania integryn jest obeghdwuwartgciowych kationow wapnia
i magnezu 1.

Do biatek macierzy, ktére wia sie z integrynami naley: fibronektyna, laminina,
kolagen i witronektyna. Wiza one réwnie biatka osocza, trombéni fibrynogen, casteczki
immunoglobulinopodobne. Integryny agh krotkie sekwencje aminokwasowe swoich
ligandow z sekwencjami aminokwasow obecnych w E@Kinti jak RGD (arginina- glicyna-
kwas asparginowy) i jej modyfikacjé'].

Z integrynami po stronie komorki zgwiane g biatka adhezyjne, radzy innymi
winkuliny, tworzac kompleksy FA1{.
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2.4. Sztuczne rusztowania komorkowe

Pojciem poditaa komérkowego (rusztowania) (ang. scaffold) élasic zewretrzng matrye

ECM otaczajca komorki w tkankach. Jej gtbwnym zadaniem jest daye wspieranie

komoérek oraz regulacja ich naniaaia, rénicowania i morfogenezy'{. Naturalna

regeneracja uszkodzonych tkanek jest praktycznemaiiwa, jesli komorki nie @

zaopatrzone w substytut ECM. W miejscu uszkodzékeamki umieszcza sirusztowanie

komoérkowe, na ktorym w warunkach in-vitro zostatprzednio wysiane i namu#one

komorki danej tkanki.

Sztuczne podiee komérkowe w odtworzeniu tkanki spetnia wiele iisyeh funkcji F%:

Mechaniczna podpora dla komorek i tkanek,

Scalanie komorek tkanki,

Whplywanie na ksztatt i ruch komérek,

Whplywanie na rozwgj i ranicowanie si komorek,

Kierowanie funkcjami komoérek poprzez specyficzneggraty (komorkowe receptory

adhezyjne).

Polimery wykorzystywane na rusztowanie komoérkowwipay charakteryzow@asic:

Biokompatybilngcia- cecha okrdajaca wszystkie materiaty, ktére mafontakt z tkank;
materiat w obecrii tkanki powinien pozosta nietoksyczny i nie wywola reakcji
systemu immunologiczneg&.

Bioresorbowalnécia- zdolng¢ biomaterialu do rozienia s¢ droga aktywndci
komérkowej i w konsekwencji do efiowego lub catkowitego zaniku .
Bioresorbowalne polimery charakteryzuje dhkoay czas biodegradacji do
niecytotoksycznych i tatwych do usgnia produktdow rozktadu (zgodnie z 9eéaia
normy PN-EN ISO 10993°)). Degradacja podiy komérkowych powinna przebiega
w sposOb kontrolowany. Zbyt szybka degradacjazengoowodowda nie tylko
przedwczess utrat wiasnagci mechanicznych, lecz tai uwalnianie w krotkim czasie
znacznej iléci produktu degradacji, przekracaegj zdolnd¢ organizmu do jego
wydalania. Bezp@ednim tego skutkiem jest wowczas przedhcy sk stan
zapalny. Z drugiej jednak strony degradacjatemiatu nie powinna [y zbyt
powolna. W warunkach optymalnych, implant polinveyopowinien ulegé stopniowej
resorpciji, przebiegagej zgodnie z pospujacym procesem odnawiania tkan&f][
Odpowiednimi wiaciwosciami mechanicznymi- wkaiwymi charakterystycznymi dla

danego typu tkanki. Do celow aplikacji tkankigkkiej: migsni, naczy krwionosnych itp.
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najczsciej wywane g polimery. Uzupetnianie ubytkbw w tkance twardej maga
zastosowania polimeréw, ceramiki, a nawet metatnacznie wyszych wiaciwosciach
mechanicznych®]. Dobrymi wiaciwosciami mechanicznymi charakteryaigic polimery
syntetyczne. Nafa do nich m.in. poliestry.

e Okreslonymi  wiasciwosci  powierzchniowymi, w tym tate struktug chemiczia
wplywajaca na adhezj komérka- podtae komérkowe ] (wiccej w Rozdziale 5)

* Wysokim stopniem porowadoi otwartej, umaliwiajacej swoboda migracg komorek,
dostarczenie komorkom skitadnikow ayevczych i usuwanie produktow metabolizmu

komorek f].

2.5. Reakcje zachodpe na granicy faz komoérka- rusztowanie

komorkowe

Interakcja pomidzy komork a ECM odgrywa kluczow role w zachowaniu komérek w
tkankach oraz na powierzchni polimerow wykorzystgyeh jako podige (rusztowanie)
komorkowe. Te interakcje modulupiele aspektéw zachowania komérek: rozptaszczanie,
migracg, proliferacg, réznicowanie, metabolizm. Podczas opracowywania nowyetod
formowania materiatdbw wykorzystywanych w zymierii tkankowej, fundamentalne
zrozumienie interakcji na granicy faz komorka-miatlewydaje s¢ bardzo istotne. Ztmnasé
zachodzcych zjawisk czyni to zadanie nietatwym. Przewidearkontrola reakcji ponedzy
komérka a materiatem waiz nie jest catkowicie wyjmiona, mimo wielu prac

doswiadczalnych i modelowyct).

etapy w

1 2 3 czasie

— granica faz

Rysunek 4. Zjawiska zachodgce na granicy komérka- materiat (na podstawie¥))

Zjawiska zachodgce na granicy komorka- materiat pma podziekk na trzy etapy (Rysunek
4) [7,26,27]:

1) Pierwszy etap obejmuje zwdnie materiatu, tzw. preadsorbcja (w warunkachitrev
przez medium hodowlane) oraz adsogpojatek. Zjawiska te zachoazav ciagu kilku
sekund po wysianiu komorek.

2) Drugi etap zwgzany jest z powstawaniem awan komorka- materiatl. Zachodzi on

w diuzszym czasie i jest etapem nieodwracalnym. Sity dkeiazane § z sitami van
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der Walssa, z oddzialywaniem hydrofobowym pgiay komorkh a warstwy
zaabsorbowanych bialek na powierzchni. W zabéci od odlegtéci komérki od
powierzchni biomaterialu role zaczyaapdgrywa& receptory biatkowe- intergryny
wystepujace w btonie komaorkowe.

3) W miejscu zakotwiczenia integryn twarzsic kompleksy biatkowe (FA), ktoéreas
pomostem dczacym integralny z widknami aktynowymi szkieletu korkdwego. Po
kilku godzinach komorki ulegajrozptaszczeniu na materiale, zaczynajoliferowa,

migrowa:, a po kilku dniach-tygodniach m@gowniez sie réznicowa.

2.6. Polimery wykorzystywane do formowania rusztowa

komorkowych

W inzynierii tkankowej wykorzystuje sibiodegradowalne polimery syntetyczne: PCL, PLA,
PGA, ich kopolimery, rzadziej: PHB, PU oraz polimeaturalne (biopolimery) np.: kolagen,
zelatyna, fibrynogen, chitozaf,{¥]. W ostatnich latach, w celu podniesienia funkejosci,
formowane s rowniez podiaza komorkowe z mieszanin polimeréw syntetycznychzora

biopolimerow.

2.6.1. Poliestry
Polikaprolakton (PCL) naleey do grupy liniowych, niepolarnych polimeréw
biodegradowalnych. Jest wysokokrystalicznym palest o temperaturze topnienia 60
oraz temperaturze zeszklenia %60 Degradacja PCL zachodzi znacznie wolnieg ni
degradacja PLA. Dlatego#d°CL jest czsto wykorzystywany jako dtugoterminowy implant
czy podiaze komédrkowe 7°°%. zZe wzgkdu na dobre wixiwosci mechaniczne oraz
stosunkowo diugi czas degradacji zainteresowanie $2&le rénie.

0

O——(CHa)s

C

n

Rysunek 5. Struktura chemiczna polikaprolaktonu

Reakcja polimeryzacji kaprolaktonu przebiega kilapewo. W pierwszym etapie
nastpuje zainicjowanie reakcji. W kolejnym etapie, posthrczeniu odpowiedniej Hoi
monomeru oraz katalizatora, ngsije dalszy wzrost feucha polimerowego, za do
uzyskania pmadanej masy cisteczkowej polimeru.
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Obecnie, dopracowane przez producentow technojmgiéukcji PCL, pozwalaj na
uzyskiwanie znacznego skrécenia czasow przebiegkcijieoraz umaliwiaja kontrolowanie
mas casteczkowych uzyskiwanych polimeréw.

Degradacja PCL zachodzi poprzez hydrplzasow. W pierwszym etapie naguje
hydroliza PCL do 6-hydroksylowego kwasu kapronowegcetylu koenzymu A, w kolejnym
ich usuwanie z organizmu podczas cyklu kwasu oginego (Rysunek 611.

i i +H,0
A0 (O)-C- 0-(G)-C /N 5 o

Polycaprolactone (PCL)

Il
HO— (CH,);— C— OH

Hydrolysis 6-hydroxylcaproic
intermediates acid
) i PP o
b s Citric ; )j_\f-i \ Q’j >
Elimination . I A T v
from body < Acid e 2 _(‘/_ bl ‘\DO,
Cycle s £ F
Acetyl-CoA

Rysunek 6. Degradacja PCL poprzez masoy hydrolize posrednio do 6-hydroksylowego kwasu
kapronowego i acetylu koenzymu A ktére $ usuwane z organizmu podczas cyklu kwasu cytrynowed*"]

Na rysunku7a przedstawiono masaw molekularm utrat wagi w czasie dla PCL

[*). Reakcje zachodzetapowo: wsfpne nawodnienie (0-6 miesly), degradacja poprzez

hydrolizg oraz utrat masy (6-12 miescy), resorpcja (po 12 miegiach) i metabolizm (po 18

mieshkcach).
a I Hydration I Hydration I Degradation I Resorption l Metabolisation b
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Rysunek 7. a) Schemat masowej i molekularnej utrgtwagi w czasie degradacji PCL. b) Zmiany w Mw w
wyniku degradacji w warunkach in-vitro witdkien prz ¢dzionych z ranym dodatkiem DMF, o rézniej
$rednicy (a) srednica wtdkien 196 nm[*]; (b) srednica wtdkien 250 nm; (c)srednica witdkien 300 nm; (d)

$rednica wiokien 689 nm[*|

Czas degradacji w warunkach in-vivo oraz in-vitedezy silnie odsredniejsrednicy

widkien- im cigisze wiékna tym krétszy czas degradacji. (Rysundi*?p
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Czas degradacji PCL w warunkach in vivo jest nigicaszy niz w warunkach in-vitro
i wynosi ok. 24-36 miesty [%7].

Polilaktyd (PLA) jest drugim co do popularbg poliestrem aywanym w ireynierii
tkankowej. W warunkach in-vitro ulega biodetaeji w wyniku hydrolizy. Wyspuje
w kilku izomerowych odmianach: semi-krystaliczny-D(PDLA), semi-krystalicznyL(+)
(PLLA) oraz amorficzny D,L (PDLLA).

CH, o]

O—CH —C

Rysunek 8. Struktura chemiczna PLA

PLLA degraduje w wyniki hydrolizy, w wyniku ktorgpowstaje kwas mlekowy.
Badania wskazuaj ze na skutek biodegradacji, PLLA degraduje do L(wa&u mlekowego
(substancji, ktére as obecne w ludzkim ciele), dlategoz tgest on oxciej

uzywany w aplikacjach itynierii tkankowej nt PDLA [*.

W organizmie kwas mlekowy
L(+) przechodzi do wroby, tam jest konwertowany do kwasu pirogneego i po
reakcji z kwasem cytrynowym rozpuszczany jest ddyiodwutlenku vegla [*°]. Polilaktyd
znalazt szerokie zastosowanie wzynierii biomedycznej. Podczas degradacji wydzielany
kwas mlekowy prowadzi do obignia pH srodowiska gsiadupcego z polimerem. Takie
zakwaszenigrodowiska mae mie& negatywny wptyw na zachowanie komorek, provaadz
nawet do stanéw zapalnych®]] Ponadto, regiony o wysokiej krystalicZeo mog
nierownomiernie biodegradowaprowadac do wywotania stanu zapalnego otagezggh
tkanek. Nie zanotowano jednak tego zjawiska prziyamaobgtosciach wytego jako podige
komorkowe tego materialu. €& zrodet wskazuje na brak jakiejkolwiek inwazyjeo
produktow biodegradacji PLA.

Biodegradacja PLLA w warunkach in-vitro zachiodw cikgu kilku Iat,
natomiast w warunkach in-vivo znacznie szybciej,wj ciagu 8-10 miesicy [*Y]. Czas
degradacji zaley silnie od masy csteczkowej, polidyspersji, procesu przetwarzani@z or
architektury podiea [F]. PLLA w poréwnaniu do PLDA charakteryzuje¢slepszymi
wiasciwosciami mechanicznymi deki krystaliczngci (10-40%), wgkszej od krystaliczrii
PLLA oraz wysokiej temperaturze topnienia wyngss 65C [*).

Poliglikolid (PGA) jest biodegradowalnym poliestrem alifatycznym. tAbsvykorzystany do

produkcji nici chirurgicznych w 1960 roku przez nfig Dexon. PGA jest polimerem
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wysokokrystalicznym (45-55%) o temperaturze topisier220-2258C i temperaturze
zeszklenia (Tg) réwnej 35-30. Charakteryzuje siwysoks wytrzymatdcia i stosunkowo
krotkim czasem degradacji. Ze wgdl na day udziat fazy krystalicznej jest on
nierozpuszczalny w wkszaci rozpuszczalnikbw — organicznych, z  \wikiem

perfluorowanych alkoholi.

H O—C—=C OH

Rysunek 9. Struktura chemiczna PGA

Kopolimery poliestrow s czsto komponowane w celu pazania wiaciwosci obu
polimeréw. Przyktadowo patzenie PCL i PLA umdiwia wytworzenie polimeru o dobrych

wiasciwosciach mechanicznych i krétszym czasie degradazjivprzypadku czystego PCL.

2.6.2. Polimery naturalne
Polimery naturalne stosowane wzymierii tkankowej to przyktadowo cieszy sk duzym
zainteresowaniem kolagetelatyna, elastyna oraz fibronektyna.

Kolagen typu | jest gtdownym sktadnikiem widknistym tkanek, dlategocksza¢ prac
eksperymentalnych skupiagsia analizie tego typu biopolimeru. Kolagen jakéadkik ECM
wyréznia sk niska antygenowsecia, brakiem cytotoksyczoi, wysokim powinowactwem do
wody, dobg kompatybilngcia komérkows, das¢ duza dostpnaicia z réznychzrodet F9). Jak
kazde biatko, kolagen skitadagsk kilkudziesgciu aminokwaséw patzonych wizaniami
peptydowymi.

Kolagen wykazuje cgciowa, niewielky krystalicznd¢ zwiazam z drugorzdowasicia
struktury. Rysunek 10 obrazuje profil radialny garnogramow WAXS kolagenu

\Y

029 087 145 203 281 319 379 436

A
nm

pochodzcego zeciegien szczuréwf].

Intensity

I O - -

Rysunek 10. Profil radialny z rentgenogramu WAXS lklagenu z ogonéw szczurzych, z pikami
pochodzcymi od krysztatow w 0,84 oraz 3,5 nif oraz amorficznym halo z maksimum w 2,1 nii[*9]
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Struktura chemiczna (rodzaje grup aminokwasowydaiadenu typu | jest bardziej
zblizona dozelatyny typu A ni zelatyny typu B (Tabelal). Kolagen jest materiateandizo
wrazliwym na temperatwy pH srodowiska f] oraz wilgotng¢. W pracach na temat biatek
podejrzewa si denaturaej kolagenu wsrodowisku silnie polarnych rozpuszczalnikow takich
jak HFIP, TFE f3. Degradacja enzymatyczna kolagenunedowisku in-vitro zachodzi w
ciagu 2-24 tygodni, zalaie od jego stopnia usieciowania.

Tabela 1. Aminokwasy: rodzaje, ilé¢ (na 1000) oraz polarnéé wystepujace wzelatynie zeswinskiej skory
typu A i B oraz kolagenie bydkcym [***]

Zelatyna typu | Zelatyna typu | Kolagen typu Polamosé, tancuchy boczne

Aminokwas A B | (bydlecy)
Alanina 112 117 114 Niepolarna, alifatyczna
Arginina 49 48 51 Zasadowa, aminowa

Aspargina 16 0 16 Polarna, amidowa
Kwas asparginowy 29 46 29 Kwas, karboksylowa
Kwas glutaminowy 48 72 48 Kwas, karboksylowa

Glutamina 25 0 25 Polarna, amidowa

Glicyna 330 335 332 Niepolarna
Histydyna 4 4,2 4.4 Polarna, imodozol
Hydroksyprolina 91 93 104 Cykliczna, alifatyczna
Hydroksylizyna 6,4 4.3 5,4 Zasada, aminowa
Izoleucyna 10 11 11 Niepolarna, alifatyczna
Leucyna 24 24.3 24 Niepolarna, alifatyczna
Lizyna 27 28 28 Zasadowa, aminowa

Metionina 3,6 3,9 5,7 Niepolarna

Phenylalanine 14 14 13 Aromatyczna, niepolarna

Prolina 132 124 115 Cykliczna, aromatyczna

Seryna 35 33 35 Hydoksylowa, polarna
Treonona 18 18 17 Hydroksylowa, polarna
Tyrozyna 2,6 1,2 4.4 Aromatyczna, polarna

Walina 26 22 22 Niepolarna, aromatyczna

Z danych literaturowych wynikaze, rzdowai¢ kolagenu si za pomog FTIR [,

mozna jednak spotkasic réwniez z opink 0 matej wiarygodngxi tych wynikéw [).

Zelatyna (Ge) powstaje w wyniku denaturacji dggnu. W przypadku denaturacji
w srodowisku kwanym mowi s¢ 0 Ge typu A, natomiast w zasadowynzealatynie typu B
[*].Punkt izoelektryczny Ge typy A ndid sk w zakresie 6- 9 pH, natomiast Ge typu B
4,7- 5,6 pH..Oznacza tae przyktadowo dlaelatyny typu A tadunek catkowity ggteczki
wynosi zero przy 6-9 pH. Paotdj tego punktu pewne grupy Ge mogrzyjmowa tadunek
dodatni, a powsej ujemny. Wynika z tega;e Ge jest bardzo wtbwa na pH srodowiska
(Rysunek 11).
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Rysunek 11. Natadowanie makrocrsteczekzelatyny przy réznym pH [

Temperatura zeszklenia Ge zalesilnie od jej rodzaju oraz zawaétd wilgoci. Dla
zelatyny typu A ze&winskiej skory przechowywanej w warunkach pokojowygfzmaczono,
ze Tg wynosi ok 48% [*7].

Ge pod wptywem wody ulega gznieniu, dlatego aby zmniejszyen efekt poddaje
si¢ ja sieciowaniu chemicznemu np. genipimlutaraldehydem*f]. Genipina jestrodkiem
naturalnym, nietoksycznym, dlatego sieciowaniea rpoleca s w zastosowaniach
biomedycznych polimeréw.

W wielu pracach podejmowane gréby sieciowania Ge czy kolagenu metodami
chemicznymi i fizycznymi. W wielu wypadkach metoty @1 jednak niewystarczage, aby
po usieciowaniu struktury 3D mogty zachawsawoj ksztalt w warunkach in-vitro. Poliestry
mog by¢ wystarczajcym czynnikiem stabilizacji makroggteczek zelatyny, przy
zachowaniu odpowiedniej proporcji obu sktadnikéW.[

Pojawiap si¢ nieliczne prace stargje s¢ porowna& pozytywny wptyw Ge i kolagenu
na proliferacg komorek. Ranice w stopniu proliferacji mysich fibroblastéw fewdanych na

podiazach z Ge typu A, Ge typu B oraz kolageawn@wielkie (Rysunek 12Y{].

a b

e / Zelatyna B

5 ol aidbeslan
S Cell profdilesation

ad (T 13K

Rysunek 12. Adhezja a) i proliferacja b) fibroblasbw na podtazach zelatynowych i kolagenowych T

Elastyna jest nierozpuszczalnym w wodzie biopolimerem, etmym chemicznie,
sktadagcych se¢ z kilku kowalencyjnie patzonych czsteczek. Odgrywa znaga role
w tkankach, w ktorych elastyczétojest kluczowa. Zatem jest gtbwnym skiadnikiéoian
tetnic, zyt, wiczadet, ptuc, oraz jelit. Zazwyczaj tkanki zawiacs elastya zawierag
rowniez kolagenowe witdkna. W iynierii tkankowej jest znacznie rzadziej stosowauna

kolagen 4.
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Fibronektyna jest glikoprotein wysepujaca w ECM, odpowiedzialn za
interakcje z integrynami. We krwi wygtuje w postaci globularnego biatka kioego udziat
wraz z fibryry w procesie odbudowy zniszczonej tkanki. Wykorzjestsk ja jako dodatek

podczas formowania podtp komérkowych £, 2.

2.7. Metody wytwarzania rusztowa komoérkowych

Struktura naturalnego ECM jest wzorem do innowasym wykorzystywania,
przeksztatcania, udoskonalania metod produkcji iglbloraz porowatych struktur. Motywuje
takze do opracowywania nowych technik formowania i drgpowierzchniowej polimeréw.

Architektura podtea komorkowego, decydaga o jego funkcjonalrii, scisle wiaze
sig z wykorzystanym materiatem, metodormowania determinaga ksztalt, rozmiar,
topografe powierzchni. Prowadzone badania wskazup topografia powierzchni istotnie
wplywa na zachowanie komoérek, ich adkerjaz proliferagj [*]. Struktura ndladujaca
naturalne ECM mie znacznie poprawiadaptaej komoérek w badaniach in vive.

Podtza komérkowe 3D magby¢ formowane wykorzystyg metody wytwarzania
widkien, modyfikupc tradycyjne metody przetwarzania polimeréw lub elogc struktury

zgodnie z projektem trojwymiarowego ksztattu (TabE).

Tabela 2. Popularne metody formowania rusztowa komérkowych [** 9

. L : : : . Formowanie metodami szybkiego
Formowanie wiokien | Formowanie metodami tradycyjnymi wytwarzania
1 Przdzenie ze stopu Spienianie Drukowanie 3D
2 Elektroprzdzienie Separacja faz Stereolitografia
3 Samoorganizacja Wymywanie Spiekanie Laserowe

Formowanie witokien metody przedzenia ze stopuumazliwia tworzenie cagtych widkien
mikronowej grubéci. Uzyskane wiOknaasmechanicznie rozggane podczas nawijania na
beben lub kilka kbnéw i przechowywane w zwojacRrednica wytworzonych wiokien jest
determinowana przez stopiewyttaczania oraz szybké nawijania (odpowiednia stata
szybka¢ wyciagania). Szybk& przedzenia ze stopu ma rowaievptyw na krystalicznét
widkien, wiaciwosci mechaniczne oraz szyb¥odegradaciji. Zbierane naliien widkna s
poézniej cicte na kawatki, obrabiane i formowane w strukturyokreslonej architekturze,
zgodnie z zastosowaniem wzymierii tkankowej. Maliwe jest tworzenie struktur o dgj
porowatdci, pozwalajcej na swobodpmigracy komoérek Y.

Wytworzone metodami formowania ze stopu widkna gy prekursorom iaynierii
tkankowej do wytworzenia podty do regeneracji k@i oraz chrzstki [}]. W slad za grup

Langera poszio w ostatnim czasie wiele grup badgeitz naukowych. Jedna& tylko
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Wagnerowi oraz Schmelzeisenowi udale swytworzy¢ struktury, ktére mzna byto

skomercjalizowa [*°°"]. Przyktadowo, wytworzone z PGA metpeékstruzji, orientowane

wiékniny sy wykorzystywane w rekonstrukceji tkanki nerwowj| |

Proces elektroprzedzeniajest obecnie jedn z najczscie] wykorzystywanych metod
wytwarzanie widkien nanometrycznych oraz submikwmych do zastosowaw inzynierii
tkankowej. Obserwowany wzrost zainteresowania wgynik fleksybilndci procesu,
mozliwosci  formowania widkien z fomego rodzaju polimeréw, wykorzystywanych
w medycynie jak rownie w innych dziedzinach nanotechnologii i przemyskechnile te
posrod innych wyrénia prostota aparatury jak rownieelatywnie szybki czas wytworzenia
produktu. Aparatura me by w rézny sposdb modyfikowana, udoskonalana by tweérzy
struktury o okrélonych parametrach chemicznych i mechanicznychetZahetody jest
réwniez mazliwos¢ produkowania widknin na niewielkie potrzeby lakiorgjne- badawcze,
jak rowniez na skat przemystow. Porownujc wiasciwosci otrzymanych podiey
komoérkowych z podizami wytworzonymi metodami samoorganizacji oraz saga faz,
elektroprzdzione rusztowania wygdia porowaté¢ otwarta (bardzo wany czynnik z punktu
migracji komorek oraz czynnikdw agwczych i metabolicznych), a talx maliwosé
sterowania wigciwosciami morfologii, topografii, struktury molekularnienadmolekularnej.
Proces elektroperizenia zostanie doktadniej oméwiony w kolejnym matk
(Rozdziat 9).
Samorganizacja( ang. self assemblgyest procesem spontanicznej (raptownej) orgafiizac
w $cisle okr&lone, makroskopowe agregaty, twgee nanometryczne struktury widkniste.
Samoorganizacja jest indukowana przez staleamia np.: jonowe, hydrofobowe interakcje,
sity van der Waalsa, wodno indukowaneaz@nia wodorowe. Proces samoorganizacji
umazliwia tworzenie nanoporowatych struktur 3DBgisle ndladugcych porowatéd
I calgciowo struktug¢ naturalnego ECM. Proces samoorganizgegt prowadzony
w srodowisku roztworéw soli i soli fizjologicznych, cgozwala na zredukowanie
cytotoksycznéci [*,*Y].
Spienianie gazem polega na nasyceniu polimeru np, GO N, pod wysokim dnieniem.
Metodh ta 3 wytwarzane podiza jedno skladnikowe jak réwriekompozytowe (polimer-
ceramika). Do zalet niestpliwie naleza: bark koniecznéci uzycia rozpuszczalnika, brak
ryzyka zwhzanego z mdiwoscia pozostania porogenu oraz niska temperatura prqbeak
ryzyka degradacji polimeru podczas formowania. @gzeniem tej metody jest €#o

rozmiar poréw (zbyt mate), jak réwriéch rozmieszczeniet .
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Separacja fazmaoze nas¢powa na skutek mieszania dwoch niemieszalnych luigatawo
mieszalnych polimeréw, mieszania roztworéw anych stzeniach lub w wyniku zmiany
temperatury §>%,%9.

Wymywanie czastek (aglomeratow @stek, soli lub porogenowjdzy sk z wieloma ranymi
technikami takimi jak: odlewanie z roztwortf][ separacja faz. Wymywanymi gsteczkami
moga by¢ sél, cukier lub specjalnie przygotowaneasiki, rozprowadzone w polimerze,
polimer rozpuszczalny w danym rozpuszczalniku, &nm) wymywane by uzyska
zamierzon tréjwymiarowa struktuy. Najwicksz zalety tak tworzonych podtoy jest wysoki,
kontrolowany stopi@ porowatdci, niestety nie zawsze otwartej. Istnieje réovinigzyko
niecatkowitego wymycia porogen(j [

Metody szybkiego wytwarzania (ang. rapid prototypiny pozwalajg na tworzenie
struktur o skomplikowanej budowie na bazie danypracowanych w programach 3D-CAD
bezpdrednio, bez #ycia form odlewniczych. Podle komorkowe formuje si przez
naktadanie polimeru warstwa po warstwie, zgodni@rzekrojem poprzecznym obiektu.
Grubas¢ warstw waha siod 0,05-02mm. Komercyjnie degpine g trzy grupy urzdzea RP.
Pierwsza grupa odnosi¢sdo uradzen wykorzystupcych lasery, w ktérych niiwa jest
fotopolimeryzacja cieklego monomeru lub spiekanpgoszkowanych materiatow. Druga
grupa uradzen ,drukuje” podtaze nanoszc substancje wizace na sproszkowany materiat lub
bezpdrednio wosk na platform Istniep tez systemy przetwarzage termicznie lub

chemicznie materiat przechagy przez dysz[*].

2.8. Modyfikacje podtazy komorkowych

Hydrofilowos¢, topografe powierzchni, wielké¢ porow oraz sprystas¢é podiazy
komorkowych, a w konsekwencji aktyw§to komorkows, mazna modyfikowé poprzez
dodatkows obréble.

Hydrofilowos¢ podtary w duzym stopniu decyduje o adhezji komorek. Badania
adhezji komorek do materiatdbw polimerowych pokazwjeksze rozptaszczanie komorek na
materiatach o niskiej energii powierzchniowej (hyfilowa powierzchnia) §]. Jednake,
energia ta musi gy kontrolowana, poniewamateriaty zbyt hydrofilowe (przypomingge
zele) obniaja adhezg komorek. Ponwdzy komork, a zbyt hydrofilowym (polarnym)
polimerem tworz si¢ sity odpychaice. Przeprowadzone badania modelowe wskazay
grupy amidowe, karboksylowe i estrowe ym@ja znacaco na adhegj komobrek,
w poréwnaniu do grup metylowych, o mniejszej potdan, a wiec bardziej hydrofobowych.

W celu podniesienia hydrofilovioi podiaza poddaje sije najczsciej dziataniu plazmyA.
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Cieszca sie duzym zainteresowaniem metpdpodniesienia adhezji komdrkowej
hydrofobowych podlay, coraz czsciej wykorzystywan, jest take adsorbcja protein
obecnych w naturalnym ECM lub tworzenie pagt@ dodatkiem polimeréw zawiergych
te proteiny. Obecrig biopolimeru: kolagenu, fibronektyny, witronektythyb fibrynogenu nie
tylko zwieksza hydrofilowd¢é podtaza, ale rownie podnosi aktywng komorkows poprzez
sekwena RGD [*4. RGD s, receptorami integryn i daki temu promuj adhezi komérka-
podiaze. Szczegdtow analiz mechanizmu podnoszenia adhezji do pagigoprzez
modyfikacg polimeréw grupami RGD mima znalé¢ w pracy Herselaf].

Rysunek 13 przedstawia fibroblasty hodowane ndogado r&znej zawartéci grup
RGD. Autor pracy '] przeprowadzit analizwzrostu migraciji, rozptaszczenia komérek oraz

ilosci formowanych filopodiow.

(C) " m ~ o d 3
Rysunek 13. Rozptaszczacie fibroblastéw regulowarst¢ezeniem RGD na powierzchni a) 0.1, b) 1, c) 10,
d)100 fmol/cn?) [

Na migracg i proliferacg komérek znacxo wptywa roéwnie wielkos¢ porow.
Czynnik ten modyfikuje si poprzez wymywanie jednego ze sktadnikéw wytworzmne
podiaza lub poprzez tworzenie struktur z dodatkiem biopetu, ktory ulega bioresorbcji
szybciej nk poliester. W literaturze nie ma zgodnbco do odpowiedniej wielkei porow
wiasciwej do swobodnej migracji danego typu komorgk |

Topografia determinuje miejsce zakotwiczenia korkdf&]. Przeprowadzone przez
Johsona badania wskazupge komorki rozptaszczajsic zgodnie z kierunkiem orientacji
makroskopowej materiatu. Zjawisko to ollene jest przewodnictwem kontaktowym CG
(ang. contact guidanydRysunek 14)9].

Wytwarzanie filopodiow i lamelopodiow odpowiedzigth za migragj jest w duym
stopniu uzalenione od CG. W celu wyddienia danego kierunku, do podio przyktadane s
sity mechaniczne. W wyniku takich dzfgta dochodzi do zmian wiawosci

podiaza i kierunkowania szkieletu aktynowego komérekdrge z kierunkiem dziatania tych

sit [®9].
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Rysunek 14. Komorki na podigach o zrénicowanej teksturze a-c) cienkie paski d-e) grubpaski [*]

W pracy 9 badano zachowanie fibroblastéw w zaiesci od sztywnéci podiaza.
Mozna zauwayc¢, ze na zbyt mgkkich podtazach komorki wykazuj bardzo stabo rozwiaty
szkielet aktynowy, podczas gdy na sztywnych pzatth, ksztatt szkieletu wskazuje nach
migracji komorek (Rysunek 15). W celu zmian sztysaigodtazy poddaje si je najczsciej

sieciowaniu chemicznemu lub fizycznemu.
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Rysunek 15. Morfologia fibroblastéw na poditdgach z poliakrylamidu pokrytego kolagenem typu | o
module Younga a) 2,1kPa, b) 68kP&]]

2.9. Proces elektroprgdzenia

Zjawisko tworzenia si elektrospreju zauwgt i opisat jako pierwszy Rayleigh w 1882 roku
["9. Odkryt on, ze kropla pod wysokim nagiiem rozpada sina mate krople, na skutek
gradientu nagicia znanego jako ,niestabilsdRayleigha”. Metod ta wkrétce zainteresowali
si¢ Zeleny [*] oraz Dole [?. Drozin zauwayt, ze krople rozszczepiane w polu elektrycznym
przypominag swym wyghdem i widciwosciami aerozole ‘f]. Proces elektroperizenia
zostal opracowany jako przezidmie badéd nad elektrosprejem. Podstawy fizyczne
I mechanizm procesu a s bardzo zb#one, jednake efektem elektrospreju a s
krople, a produktem elektropidzenia cigte wiokna.

Po kilkudziestciu latach upadagego zainteresowania elektrogilzeniem, na nowo
proces zacg cieszy¢ si¢ zainteresowaniem po ukazanig patentu Formhalsa w 1934 roku
[). Znalazt st w nim opis wytwarzania wiokien celulozowych z wykgstaniem

elektroprzdzenia. Na pocgku lat 90 wytworzone nanometryczne widkna polietygwe
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wskazaly now drog; poszukiwa i zastosowa ["°,’®]. Ukazalo si wiele prac Yarina oraz
Renekera magych na celu zrozumienie fizyki i modelowanie pmace Obecnie,
elektroprzdzenie jest procesem szeroko wykorzystywanym w teghoologii, medycynie
jak rowniez w przemyle tekstylnym i rolnictwie. Prace modelowe pozwalaja lepsze
zrozumienie procesd .
2.9.1. Aparatura
Aparatura do formowania wiokien metpdlektroprzdzenia sklada size zrodta wysokiego
napkcia w zakresie 1-30kV, podajnika roztworu ip@rowego (najegciej strzykawka
z igta), pompy z kontrolowanym przeptywem oraz kolektRgsunek 16).

Mozemy wyr@ni¢ dwa podstawowe typy pracy procesu: pionowy (Rykub@ a)

oraz poziomy (Rysunek 16 BYJ.

a) h)

Colledior

Svringe

Polymer solulion

Syringe Palymer salution
Spinnerei

E = gi —— l High Voluge
:.. ors

Solléctor | High Voliage

Fibees

Rysunek 16. Schemat elektroprzedzenia w modzie ajopowy, b) poziomy ]

W zaleznosci od potrzeb wykorzystuje grozne typy kolektoréw: piyty, &bny, druty
[®%.W celu podniesienia wydajsa procesu stosowanes séwniez uktady z wieloma
dyszami podajcymi polimer [4.

Aparatue umieszcza si zwykle w komorach laminarnych, w pomieszdaein

z kontrolowan temperatuy oraz wilgotndcia powietrza.

2.9.2. Podstawy procesu

Wybrany roztwor polimeru umieszczany jest w strayka, do dyszy (igly) przyktadane jest
wysokie napjcie. Wywotane przylonym napiciem sity elektrostatyczne wywohyj
przemieszczenie itadunkow w plynie pradzalniczym w kierunku kolektora. Sita
przyciagania tadunkow do kolektora wywotuje znieksztateekriopli roztworu znajddgej sk

w dyszy. Pompa dozaga roztwér oraz przekroczenie krytycznej wéectonatzenia pola

inicjuja wyptyw roztworu przdzalniczego w kierunku kolektora. Ptyn pod wpltywem
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przytozonego napicia ulega rozeignigciu w cienly strug;. Podczas opadania na phytk
zbiorcz, odparowuje rozpuszczalnik, a twace st widkna g zbierane na kolektorz&7.
Podczas formowania witokien metpélektroprzdzenia mana wyr@ni¢ kilka stref

(Rysunek 17), bardziej szczegbétowo omowionych pajni

Roztwor w dyszy

Stozek Taylora

Strefa zaklocen

Strefa prostoliniowego
ruchu strugi
J\

> Strefa spiralnego
ruchu strugi

J
Rysunek 17. Strefy na drodze formowania wi6kien w @u elektrostatycznym (na podstawie¥])

1. Roztwdr w kanaliku dyszy

W pierwszej strefie formowania widkien, w kanalikdyszy nasipuje wstpna
orientacja makrocisteczek roztworu zwrana z poprzecznym gradientenegkosci. W tym
przypadku, stopieorientacji okrélany jest przez stosunek poprzecznego gradiertkpici
do statej dyfuzji rotacyjnej lub iloczynu poprzeego gradientu pdkosci przeptywu
strumienia roztworu i czasu relaksacji. Zatem siopdrientacji strumieniowej w cieczy
opuszczajcej kanalik dyszy zwksza st wraz ze wzrostem szybsa przeptywu i diugéci
kanalika f°29).

2. Tworzenie stdka Taylora

Kropla roztworu po opuszczeniu dyszy podleg@ataniu pola elektrostatycznego
i przybiera ksztalt stdka. tadunek pola zrownowany jest przez sity nagiia
powierzchniowego roztworu, kropla zmienia ksztatsferycznego na stkowy. Tworzy s¢
tzw. stazek Taylora o kcie 49.3 stopnia®f].

Na skutek dziatania pola elektrostatycznego emagé gromadzenie sitadunkdéw na
powierzchni stéka roztworu, przy czymgptas¢ tadunku wzrasta na wierzchotku sta do
chwili przekroczenia wartei krytycznej, przy ktérej polaryzacja aga wartdé
przekraczajca pod wzgétdem energetycznym napie powierzchniowe roztworu. ¢Stas¢
tadunku zgromadzonego na wierzchotku zkeo Taylora, réwnowaca pod wzgtdem

energetycznym wargd napkcia powierzchniowego roztworu polimeru, nosi nazw
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polaryzacji krytycznej Vc. Po przekroczeniu wadadio polaryzacji krytycznej (V>Vc)
nastpuje ptynkcie lepko-spgzystego roztworu ze stka Taylora i zachodzi obienie
gestas¢ tadunku elektrostatycznego na powierzchni strdgiylor wykazat,ze Vc mana
okresli¢ jako [°29:

, [H*\[ 2L |
Ve~ =4 2 lnE—l.S (0.1177R )

gdzie: Vc- polaryzacja krytyczna, H- odlegdodyszy od kolektora, L- diugé dyszy, R-
promien dyszy,y- napkcie powierzchniowe roztworu.

Po przekroczeniu Vc roztwér przybiera fariniowej strugi stacjonarnej, ulegagj
rozciaganiu w polu elektrycznym (Rysunek 18). Wielkdej strugi liniowej jest zalana od

param etrow roztworu.
=0 V<o Vaie

L A 4

Rysunek 18. Zmiany ksztattu kropli pod wptywem przyktadanej sity gdzie V-polaryzacja roztworu, Vc —
polaryzacja krytyczna [*']

3. Prostoliniowa struga roztworu

Strefa prostoliniowego odcinka strugi roztworu, guuszczeniu ,stika Taylora™ jest
poddana oddziatywaniu pola elektrostatycznego, wikwy ktorego na powierzchni strugi
nastpuje gromadzenie i tadunkéw elektrostatycznych, wywodgych w warstwie
powierzchniowej strugi polaryzacj W czsci powierzchniowej, strugi roztworu powstaje
dipolowa (dwubiegunowa) warstwa elektryczna. W \wvaies tej zawsze jeden rodzaj
tadunkéw jest zwrocony w kierunku na zestra powierzchni a drugi do wtrza strugi.
Powstagcy w wyniku generowania tadunkow elektrostatycznystan natadowania strugi
roztworu jest okrdony gestoscia powierzchniow tadunkéw oraz warteia potencjatu
elektrycznego. €stas¢ powierzchniowa fadunkéw jest zmiicowana na dlugai
prostoliniowego odcinka strugi, co wynika z prawau®mba, biogc pod uwag pole
elektrostatyczne wytworzone przez agodolaczorn z dysa i katody (lub ,ziemi”)
polaczom z elementem odbietgjym widkna £°29.

W procesie formowania wtokien, w silnym polu el@siatycznym, rozgganie strugi
osiaga bardzo wysokie waroi. Gdy struga roztworu ma charakter prostoliniowstrtasé

rozciagu wynosi okoto 1000 razy.
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4. Zakidcenia w prostoliniowej strudze

Nagromadzone spolaryzowane fadunki na prostolinmwyodcinku  strugi
wspotdziatag z wytworzonym polem elektrostatycznym i na pewsejsle okrelonej
diugcsci  strugi powstaje krytyczna wak®d tadunku elektrostatycznego, iniciop
wytworzenie duego gradientu ptyecia strugi roztworu. W tych warunkach ngsije
uwolnienie kohezji wewgtrznej w strudze, a roztwor zaczyna gwaittownie pdypowodujc
zawirowanie prostoliniowego odcinka strugi. Efeldwirowania obserwuje @iw postaci
stazka. Zmiana prostoliniowego ruchu strugi roztworwstawzkowy ruch spiralny wynika ze
zmiany stanu energetycznego ukitadu. Gdy struga gwada jest zginaniu, roag oshga
wartai¢ okoto 25000 razy®f,%?).

5. Spiralny ruch strugi roztworu i odparowanie rosgczalnika

Zwoje spirali roztworu polimeruasefektem przekroczenia waéto energii kohezji
wewrgtrznej  prostoliniowego  odcinka  strugi  przez rte&  energii  pola
elektrostatycznego. W wyniku tych zmian energetychn nastpuje zawirowanie
prostoliniowego odcinka strugi, twaiz stazek spiralnych zwoi o wzrastgjej srednicy.

Opisy przyczyn i efektow niestabikm w spiralnym stgku strugi mana

odnalé¢ w wielu pracach Reneker& [2?).

2.9.3. Parametry procesu oraz ich wptyw na morfolag i struktur ¢ wiokien
Wyrézni¢c mazemy okoto 15 parametrow procesu elektredeenia. Parametry te mua

podziel¢ na zwiazane z: roztworem, aparajusrazsrodowiskiem zewgirznym (Rysunek 19)

[85’88] )

-lepkose, ~ :
Roztwor Pooeie e Aparaturs A
-stata dielektryczna
Polimer Rozpuszczalnik -przykiadane napiecie -temperatura
-rodzaj -rodzaj -rodzaj kolektora -wilgotnosc
-ciezar -odlegtos¢ dyszy od kolektora -gaz
czgsteczkowy -srednica i diugosc dyszy
-stezenie -szybkos¢ podawania

Rysunek 19. Parametry procesu elektroprgdzenia wptywajace na morfologe i struktur ¢ widkien (na
podstawie[®%])

Na morfologe wtokien skitadaj sie: srednica, porowatd rozwiniecie powierzchni
pojedynczych widkien jak rownieutozenie widkien wzgidem siebie- ksztalt, orientacja,

utozenie (odseparowanie, posklejanie), porod@toate] wiokniny. Morfologi widkien
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i widknin najczsciej okréla sk z analizy obrazow SEM. Jak wynika z wiehddet, srednica
widkien formowanych w procesie elektropdzenia waha giod 50-2000nm w zat@osci od
parametrow roztworu- rodzaju polimeru, rozpuszdkaln jak réwnig parametrow
aparaturowych®f.

Podczas elektropgdzenia z zadanego roztworu, jednorodne na dhigatdkna udaje
sie uzyska tylko w waskim zakresie parametréw procesu. Wszystkie pargnmbcesu
musz by¢ zoptymalizowane, by formowawtokniny pozbawione koralikdw, o okilenej
grubdici pojedynczych wiékien®f].

Jedny z pierwszych prob systematycznego opisu wpltywuamatrow procesu na

morfologic widkien podjit Ramakrishna (Rysunek 20¥]

Boaded / non-
- ” Beaded { non-
unifoarm fibers Unifarm fibars unitorm filers

o

{a} det alongation F an electnical fonoe (&) Mass of palin

Frimary parameter

= Elactrical conductivily of schosnts = Polymer CorcEnrEi

Sacondary parameter Secondary paramelers

» Appliod voltage

Fiber diameter

Processing parameters

Rysunek 20.Srednica wiokien w zaleinosci od parametrow zwhzanych (a) z sitami dziatagcymi na struge
roztworu (b) z masy polimeru [*9

Parametry procesu wplywagje na grub& przedzionych widkien podzielono na te,
ktore wplywaj na wydhienie strugi- sity elektryczne (niebieska liniaraz wynikajce
z masy polimeru (pomatiazowa linia). Kade z nich z& na: pierwszorgdowe @Erimary)
charakteryzujce s¢ wickszym znaczeniem z powodu silniejszych oddzialywaraz
drugorzdowe Eecondary odgrywajce mniejsz role podczas formowania wiokien.
Pierwszorzdowe zwhzane § z roztworem- przewoddé elektryczna roztworOw oraz
stezenie polimeru. Drugortlowe zwizane § z przykladanym napciem oraz szybkiria
podawania. Im przewodso elektryczna roztworu i/lub przyktadane nape mniejsze, tym
otrzymywane witokna g grubsze, a po przekroczeniu pewnego minimum zamaskien
formowane g krople (niebieska linia). Wzrostegenia polimeru, szybk&i podawania oraz
wzrost przyktadanego napia prowadzi jednocZeie do niesienia wkszej masy
polimeru i w konsekwencji do tworzenia grubszyclokién (pomaraczowa linia). Zbyt mata
przewodné¢ elektryczna roztworu i/lub zbyt mategsainie polimeru prowadzi do tworzenia
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si¢ koralikéw. Zatem po obu stronach, zaréwno przyt zbaysokich parametrach zazdanych
Z rozchganiem strugi, jak i zbyt niskich zadanych z mas polimeru (s¢zenie, szybkéc
podawania, przytmne napicie) w wyniku elektroprgdzenia mog by¢ formowane koraliki
zamiast wiokien. Tworzenie wiokien wymaga optymadjz zardwno parametrow
pierwszorezdowych (widciwa przewodn& elektryczna, odpowiednie ¢genie polimeru-
parametry zwizane z roztworem), jak rowniedrugorzdowych (przyktadane nagiie oraz
szybka&¢ podawania), wynikagych z czynnikbw zwizanych z aparatar Parametry
pierwszorzdowe wydaj sie decydugce podczas formowania jednorodnych wiokien.

Réwniez Deizel zwrécit uwag, ze formowanie jednorodnych widkien silniej zale
od stzenia polimeru, i od przyktadanego nagiia [*°]. Zbyt wysokie przyktadane nagiie
moze prowadzi do tworzenia koralikow.

W nastpnych podrozdziatach zostanie omowiony wptyw paradwe roztworu,
aparatury orazsrodowiska zewetrznego na morfologi oraz struktuf nadmolekulara

formowanych wiokien.

2.9.3.1. Parametry roztworu

Na wiaciwosci roztworu wptyw mai rodzaj i stzenie polimeru oraz wigiwosci
rozpuszczalnika. Lepko, przewodnét elektryczna, napcie powierzchniowe, stata
dielektryczna roztworéw zwkane z rodzajem rozpuszczalnika i polimery &zsto
krytycznymi cechami danego roztworu, wplya@mi na morfologt | struktuge
formowanych widkien.

Lepkas¢ roztworu jest jednym z najistotniejszych parametrivptywajacych na
formowanie widkien. Zwizane jest to z ze zjawiskiem sfalnia taxcuchow polimerowych.
Przy zbyt matych staniach/masach ggteczkowych brak sgian nie daje maliwosci
zachowania aigtosci strugi polimerowej i nagtie powierzchniowe prowadzi do powstania
kropli (tzw. niestabilné¢ Rayleigha). Potrzebna jest pewna krytyczna komaejat spitan,
aby tworzy jednorodne na dtugoi widkna.

W celu formowania widkien leplké roztworu polimerowego musi ndiec¢ sie w
okreslonym przedziale, zakmym od rodzaju rozpuszczalnika, typu ¢zmia polimeru[.
Wplyw powyzszych czynnikbw na morfologiwtdkien na przyktadzie tlenku polietylenu
(PEO) jako jeden z pierwszych oltile Fong [’J]. Ponizej okrelonej wartdci lepkaci,
w wyniku przdzenia wodnego roztworu PEO, zamiast wiokien foredgvsie koraliki. Ze

zwickszeniem lepkii liczba koralikbw zmniejszata esi Koraliki zmienialy ksztat
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z okragtego na eliptyczny, a po przekroczeniu krytyczamajtasci mozliwe byto wytworzenie
jednorodnych wiékien rnej grubdci (zaleznej rownie: od stzenia roztworu).

W pracy 9 na przyktadzie roztworu wodnego PEG chomo wplyw stezenia
polimeru na lepkosé, napigcie powierzchniowe oraz srednie; formowanych widkien.
Lepkas¢, a z na s$rednica widkien, wzrasta wraz zecgzniem polimeru. Napcie
powierzchniowe roztworu maleje wraz zezsiniem, co wptywa na efektywniejsze dziatanie

sit przyktadanego nagtia i tworzenie jednorodnych na didgowtokien (Rysunek 21 a, b).

a 60 = 20 b 1000 [
E T8 i
3 %1 { T16 _
£ { i [“€ z
E« 50 ~-;I§ }; % SI‘JMK . a e |
B . @ = N
E 45 1 { +8 E "?E'ﬁ ./A/
% % = . |
5 40 A . T4
3 . [ 13
B+— ; : 0 - . . .
3 5 7 9 11 3 s 5 5 7 B 8 w0
Concentration(%w/w) Log(Concentration (Yewt./wi.))

Rysunek 21. Zalgnosci a) napiecia powierzchniowego (zielone punkty) oraz lepkei roztworu (czerwone
punkty), b) srednicy widkien od sezenia PEG w wodzie {°]

Na formowanie jednorodnych, wolnych od koralikbwolien znaczny wptyw maj
wihasciwosci roztworu zwazane nie tylko ze steniem, ale réwnie z masy czasteczkowg
polimeru. W literaturzeswiatowej, w ktorych opisuje i przdzenie PVA o0 rinej
sredniej masie csteczkowe] M. Przy tym samym @teniu PVA w roztworze, brak
spltania makroczsteczek spowodowany zastosowaniem polimeru o zlskiep My,
prowadzi do formowania kropel (elektrosprej) lutbkien z koralikami {.

Dla wybranych polimeréw i rozpuszczalnikow oimso wpltyw masy czsteczkowe]
orazstezenia polimeru na spitanie makrocgsteczek wyznaczag wspotczynnik (Bsom [*.

6 Mu/(Me)s
Gdzie: (M)s jest srednim mas subtaicucha pomidzy splataniami fscuchéw polimeru
w roztworze, M, srednia wagowy mas czasteczkowy. Poziome linie na wykresie wyznaczaj
zakres elektrosprejiéads, wiokien z koralikamifibre+bead$ oraz widkien (Rysunek 22 a
I b). Przeatcie ukanej linii (niebieska, czerwona, czarna, zielona)azanej z M, polimeru
z poziomymi liniami (B)s okresla zakres stzen, w ktorych mog by¢ przedzione widkna bez
koralikdw. Przyktadowo dla PLA o M670k powyej 4%, natomiast dla Y1109k powyej

32% (Rysunek 22 a) formowangjsdnorodne widkna.
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Rysunek 22. Pradzenie widkien w zalgnosci od czynnika n, oraz M,, dla a) PLA, b) PS []

PLA w réznych stezeniach przedziono z DCM {°. Wraz ze wzrostem stenia

odnotowano wzrost lepkosci

roztworu, napiecia powierzchniowego oraz spadek

przewodnaci elektrycznej. Sredniasrednica widkien wzrosta wraz zegstniem polimeru,

znacznie wzrést rownie rozrzut srednicy. W pewnym zakresie egen maozliwe byto

podniesienie przewod®oi elektrycznej poprzez dodatek pirydyny.

Napigcie powierzchniowe roztworow silnie zalkey od napicia powierzchniowego

rozpuszczalnika orazegenia i masy casteczkowej polimeru. Przy zbyt matyckeztniach

roztwordw, napicie powierzchniowe rozpuszczalnika jeststp wiksze ni oddziatywania

pomiedzy stabo spltanymi castkami polimeru. Konsekwengijsa koraliki. Odpowiadanie

napkcie powierzchniowe oraz

rownomierny

lepkd zwigzana ze steniem polimeru,

napa  pomedzy

rozktad przyktadanego

umdiwia

casteczkami polimeru i

tworzenie jednorodnych na diugd wiokien [°|.Wraz ze wzrostem stenia poliestréw

srednia

srednica

wilokien

wzrasta 8199

Stosowanie

rozpuszczalnikbw o

odpowiedniej przewodrici elektrycznej, statej dielektrycznej, legko w duzym stopniu

podnosi efektywng przyktadanych do roztworu sity.

Roztwory o wyszej przewodndéci elektrycznej przenosz wiecej tadunkéw

elektrycznych podczas elektropdzenia. Dua gstas¢ tadunkow powoduje wzrost sity
rozciagajacej strug poprzez wzrost sit odpychaych pomédzy tadunkami jednoimiennymi.

W koncowej strefie prgdzenia, pomidzy powstagcymi wibknami generowana jest silniejsza

sita odpychajca. Zalei tworzenia roztworéw o dobrej przewodoo jest zatem brak

konieczndci stosowania wysokich nagi (zaburzajcych stabilné¢ uktadu) oraz formowanie

dos¢

cienkich widkien.

W celu

podniesienia malej

przewaici

elektrycznej

rozpuszczalnikow dodawany jestesto DMF. Jest on jednaktodkiem nierozpuszczgym

dla wkkszaci

polimeréw,

dlatego

nbwe

jest

dodawanie male] o

tego
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sktadnika; w przeciwnym razie madworzyé si¢ w strukturze koraliki {]. Na przewodnasé
elektryczna roztworéw wptyw ma rownie stosowanie polielektrolitycznych polimeréw
o duzym tadunku elektrycznym, takich jak GE][oraz dodatek soli (np. NaCH.

Tworzenie widkien z rozpuszczalnikbw o wysokstte) dielektrycznej pozwala na
formowanie jednorodnych widkien, jednak podobnie jak w przypadku przewodaio
elektrycznej, zbyt dia stata dielektryczna prowadzi do niestahitiaktadu i koralikéw 3.

Prace na temat zakresu gizenia &éng. window proce3spojawity sk rowniez dla
innych uktadéw- polimer/rozpuszczalni® f*%9.

Formowane wiokna majzazwyczajgrednic; o przekroju kota, jednale z niektorych
polimeréw formowane sswitdkna wsizkowe. Fenomen formowania widkien watowych
zostatl opisany na przyktadzie Ge. Na skutek odpaniavrozpuszczalnika z powierzchni
strugi tworzy s ,skérka”, ktéra pod wplywem éhienia ulega sptaszczenitf f*].

Na powierzchni widkien podczas elektrogiizenia w niektérych warunkach twarz
sic pory, determinuce wiaciwosci fizyczne i chemiczne witdknin. Porowééo
powierzchniowa wynika z zastosowanego rozpuszdzaliub mae by zwiazana ze
srodowiskiem zewetrznym. Przyktadowo, porowate widkna PCL otrzymashmdapc do
roztworu niewiellg ilos¢ dimetylosulfotleneku®].

Znacznie mniej danych literaturowych dotyczy hadetywu parametrow roztworu
na struktug¢ nadmolekularm charakteryzowan m.in. przezstopien krystalicznosé i/oraz
orientacje molekularna.

Lee Pl wyznaczyt krystaliczng dla folii oraz wtdkien PCL iywajac WAXS.
Badania wykazaly nszy stopien krystalicznosci widkien niz folii. Ponadto na profilach
zaobserwowano spadek stosunku intensyainopikOw (li1o/l2009), pochodzcych od
krysztatbw w PCL we wtoknach, w porownaniu z prafili radialnymi folii, co opisano jako
dowod deformaciji krysztatow PCL we widknach (defamja komorki elementarnej PCL).
Rentgenogramy pochoglzz od widkien PCL wskazajna czsciowa orientacg tancuchdw
wzdtuz osi widkna.

W literaturze mana znale¢ prace odnosce sé do badania stopnikrystalicznosci
zalenie od stosowanegeoozpuszczalnika. Z danych DSC oraz spektroskopii Ramana
okreslono znacznie riszy stopié krystaliczndci wiokien PCL przdzionych z chloroformu
niz HFIP [*8. W pracy nie uwzgidniono jednak rénej srednicy formowanych wiékien
wynikajacej z r&nych wiaciwosci obu roztwordw.

Wplyw $redniej wagowe] masy cgsteczkowej M, na orientacj¢ molekularna

widkien okrdlono na przyktadzie PVA'fY. Badania WAXS wskazuajna wyszy stopié
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orientacji we witdknach z PVA o wkszej masie csteczkowej. Przektadaesio rowniez na
krystaliczng¢ wtokien- im wiksza masa esteczkowa tym wisza krystaliczngt.

Nie znaleziono prac, w ktorych szacuje 8osciowo czynnik orientacji lub stopie
orientacji molekularnej wiokien wytworzonych w pesie elektropradzenia.

Dwojtomnosé optyczna odzwierciedla stopie krystaliczndci oraz orientacji
molekularnej. W nielicznych pracach peidj préke analizy dwojomnéci optycznej widkien.
W pracy Renekera za pompcnikroskopu optycznego (w polu ciemnym) stwierdzono
dwéjtomna¢ optyczr, widkien PEO wytworzonych metadelektroprzdzenia {%4. Nie
okreslono stopnia tej dwojtomrigi. W pracy Greenfelda, zwrécono uwata poradkowanie
si¢ makrocasteczek polimeru juw igle, zgodnie z kierunkiem dziatania pola elggnego
[102]'

Morfologia oraz struktura molekularna i nadmoleknt pojedynczych widkien
wplywa na widciwosci mechaniczne  wiokien/wtdéknin  formowanych  metod
elektroprzdzenia.

Badapc widkna PCL o rénej srednicy stwierdzono wiszy modut Younga
nanometrycznych witékien nisubmikronowych ¥. Zwrécono uwag na fakt, & stopie
krystaliczng¢ cienszych widkien, predzionych z roztworédw o nszym s¢zeniu jest wyszy
(co jest sprzeczne z innymi wéngj omawianymi pracami, zaktadaymi wzrost stopnia
krystaliczngdci wraz ze sgzeniem polimeru a tym samyrdrednia wiokien). Autorzy
podejrzewa, ze rownie stopieédr orientacji molekularnej w tych widknach jest isyy.
Autorzy na podstawie zelf AFM wnioskup, ze cieisze widkna wykazaj struktue
fibrylarna, natomiast grubsze lamelarn(Rysunek 23 a, b). Fibryle skiadagk z
naprzemiennie wyspujacych zorientowanych faz krystalicznej i amorficzrejlamelarna z

gesto upakowanych lameli i niezorientowanej fazy dimpnej.

N\ HaNe N < Misaligned
o Hawa Mis:
N\ “ﬂl!e hisalignes

: ‘1- - — lamellae
D oy lfi“ ' g

200nm:

Rysunek 23. Zdgcia AFM widkien PCL prz edzionych z 10% roztworu osrednicy a)150nm, b)450nm 1%
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Rysunek 24. a) Modut Younga w funkcjisrednicy widkien, b) sita rozchagajaca w funkcji wydtuzenia ['*]

Spadek modutu Younga wraz ze wzrostéradnicy zaobserwowano dla widkien
przedzionych z roztworéw o tdych stzeniach (Rysunek 24 a). Wskazano réviniea
znaczny wplyw sgzenia polimeru na stopiewydtuzenia, na podstawie wiokien tej samej
grubaci, pochodzacych z roztworéw o rinym stzeniu oraz niewielki wplyw na
wytrzymala¢ na zerwanie (analizag witokna o podobnejrednicy 300um, mimo tdych
stezen roztworow) (Rysunek 24 b).

Pojedyncze widokna badagst wyciem AFM w trybie nanoindentacji. Z krzywych
wyznaczany jest modut sprystasci (modut Younga). Widkna do baf@lazbierane s
najczsciej na krzemow ptytke o okrelonej wielkasci ztobien. Technily ta analizowano
m.in. widkna PLLA, PCL, kolagenowe®f. Badania wykazalyze pojedyncze witdkna
o srednicy nanometrycznej charakteryzigie znacznie wyszym modutem Younga oraz

wyzsza odporndcia na zginanie i wiokna submikronowe'{?.
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Rysunek 25. Modut Younga w funkgjisrednicy wiékien PVA [*%
Modut Younga widkien PVA wyznaczony w wyniku nandémtacji z ayciem AFM
wskazuje na znaczny spadekeggstasci wraz ze wzrosterirednicy wiokien {°9. Pomiary

zostaty przeprowadzone na wiéknach formowanych z@&8tworu.
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W pracy na temat PVDF oraz PCL zaobserwowano nlkwspadek modutu Younga

wraz ze sgzeniem roztworugrednic, widkien) [1%7.

2.9.3.2. Parametry aparaturowe

Jednym z najistotniejszych parametréw aparaturowypcduczas elektropedzenia jest
przykiadane napigcie. Przylaczone napicie jest sih nagdowa przedzenia widkien przez
,przekazanie tadunku” do kropl?}]. Gestai¢ przytazonego tadunku, jako ik tadunkéw na
jednostk powierzchni kropli polimerowej, opisana jest przgzytazone napjcie, odlegtaéé
kolektora od dyszy oraz przewodidoroztworu. Jego warkd musi by dostosowana do
rodzaju rozpuszczalnika icgenia polimeru 7.

Demir [ w pracy dotycrej przdzenia poliuretanéw zauwd, ze
wraz zprzyktadanym napieciem wzrasta silnie wzrastaednica strugi (wiokien) (Rysunek
26a), natomiast wargé napkcia krytycznego silnie zaly od stzenia roztworu (Rysunek
26b).
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Rysunek 26. a) Zalenosé srednicy strugi od przykltadanego napgcia, b)zaleznosé progowego napgcia od
stezenia polimeru [*%Y

Wykazano,ze przyktadane napigcie ma znaczcy wptyw nasrednie; witokien PCL
przedzionych z HFIP. Zmieniag¢ napecie z 10kV do 25¢rednica widkien wzrosta z 0,8 do
1,6um, przechodz przez minimum przy 15kV (0,62um)'%)l. Wraz ze wzrostem
przyktadanego nagtia w przypadku roztworow o niskiej lepdad wzrasta tendencja
formowania koralikéw PCL].

W literaturze przedmiotu nie ma danych opisygh wptyw przyktadanegaapigcia
na krystalicznos¢ PCL. Mazna znale¢ jedynie dane dotyaze krystalicznéci w funkcji
przytozonego nagpicia dla wtékien celulozowych zbieranych na pHt'%. Wynika z nichze
krystalicznd¢ wzrasta wraz ze wzrostem przimego napicia, by osagna¢ maksimum po
przekroczeniu ktérego spada. W pracy tlumasieyto wickszz dynamiky krystalizacji
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w przypadku wyszych napi¢, obnizoma po przekroczeniu krytycznego nega przez
dtuzsz drog: opadania widkien.

Wydatek roztworu regulowany jest przezybkaé podawania dzieki pompie
dozupcej. Odpowiednia szybké podawania jest krytyczna w tworzeniu dta Taylora.
Zbyt duzy przeptyw roztworu prowadzi do kapania roztworulgmas przdzenia. Zbyt maty-
moze doprowadzi do odparowywania rozpuszczalnika w dyszy i jejkania f1*.

Prowadzono tate prace nad optymalizacjdtugosci dyszy. Wynika z nich, ze
stosowanie  dlugich igiet prowadzi do ckszego stopnia upamdkowania
makrocasteczek w dyszy oraz formowania wiokien o mniejszyparzucie grubgci [**9.

Odpowiednia odlegiaé¢ pomiedzy dysz a kolektorem pozwala na catkowite
odparowanie rozpuszczalnika, co wptywa roviniga morfologé widkniny (posklejane
wiékna gdy zbyt mata odlegi6) [*Y].

Rodzaj kolektora umazliwia tworzenie widknin o okrdonej architekturze. Witokna
moga by¢ przdzione na kolektor w ksztatcie piyty, roicy z zadam szybkdcia
beben, a take siatki i druty dziki ktérym tworzy s¢ struktury o wikszej porowatsci [**4.
Podczas prglzenia na phg widkna charakteryzujsie przypadkowym utgeniem.

Zastosowanie ¢bna prowadzi do tworzenia witdknin, w ktérych wioknkbzone g
zgodnie z kierunkiem rotacji. Doktadsto utozenia widkien meéna regulowa poprzez
szybka¢ rotacji kgbna na ktory widknaaszbierane oraz przyktadane do elektrod ecipi
[**°114. Zbierane na rotapy beben wiékna wykazuaj mniejsz, srednic niz wiékna zbierane
na ptyt (przy tych samych pozostatych parametrach), cot 7@83zane z rozeaiganiem
widkien podczas zbierania.

Poprzez zastosowanie odpowiedniego kolektoraznao modulowd stopié
porowatdci catkowitej wioknin [4. Zwykle porowaté¢ wynosi od 60-92%, a wielké
poréw od 1-465 pm*9.

W pracy nad PLLAT? wykazano zmia@ krystalicznéci wraz ze wzrostem &tenia
polimeru oraz stopniem rozgania, a take wyzsz orientacg molekularr i krystaliczng¢
widkien zbieranych przy szybka 630m/min nk 63m/min (Rysunek 27 a, b). Wykazano,
wzrost stopnia krystaliczsoi wraz ze wzrostem &teniem polimeru, ktory dodatkowo
mozna zwgkszy przez wygrzewanie (ang. annealed) (Rysunek 27Zapuwaono, ze
zbieranie witokien z wksz szybkdcia rotacji kkbna prowadzi réwnie do wiekszej
krystaliczngci, ktora réowniez dodatkowo mazna podwyszy poprzez wygrzewanie
(Rysunek 27 b).
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Rysunek 27. Profil radialny WAXS proszku, filmu, widkien oraz witokien rozchaganych PLLA a) w
réznych stezeniach z DCM/pirydyna, b) przy réinej szybkdci zbierania na beben [

Widkna PAN zbierane na obragey sk beben z szybkéria od 0-12,3obr/min
wykazuj wzrost orientacji molekularnej wraz ze wzrostergbgosici obracania &bna f7.
Modulujac szybkad¢ obrotéw kkbna mana zatem otrzymywawtokna o okrélonej orientacji
molekularnej ']. Orientacja molekularna we wi6knach ezhhych na dben
wynika z rozcigania makrocgsteczek podczas odbioru. Wykazano zégkze wigksza
szybka¢ obrotu lgbna prowadzi do bardziej rownolegtego zdaia widkien ponddzy sola.

Powszechnie spotykane w literaturze badania mechaaiodnosg sic rowniez do
calych widknin rozciganych na tradycyjnych maszynach wytrzymeiowych typu
INSTRON. W literaturze spotkamaozna wartdci modutu Younga oraz wytrzymaio na
zerwanie odnosze sé do przekroju wiokniny lub do wiaiwego przekroju widkien, co
wptywa na duae rozbienosci tych wartgci.

Wibkniny zbierane na obracay sk beben wykazuj wyzsz wytrzymatdé na
zerwanie ni wiokniny zbierane na phyt Zwiazane jest to z wasza orientacy molekularn,

wiékien zbieranych nadben oraz wiszym stopniem krystaliczgoi.[*9.

2.9.3.3.Srodowisko zewretrzne

Temperatura powietrza wpltywa na szybkb parowania roztworu podczas gizenia.

W podwyszonej temperaturze rozpuszczalnik odparowuje s$eyb&rotszy jest czas

krystalizaciji, co prowadzi do tworzenia wiékien iewielkim stopniu krystalicznii [*Y].
Wzrost temperatury, podgrzewanie kolektora zenoprowadzi do formowania

porowatych widkienT.
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Wilgotnos¢ powietrza oddziatuje na przewodioelektryczra srodowiska. Gdy
wilgotnos¢ wzrasta do 30-50% formowane widkna snacznie cigsze, sity rozcigania
efektywniejsze, a dzki temu mana przyktada nizsze napicie []. Mozliwe staje st
formowanie z roztworow o ciej lepkaci.

Zazwyczaj przdzenie prowadzi giw atmosferze powietrza, mwe jest rownie
przedzenie w atmosferze innych gazow.

Porowatd¢ na powierzchni mee by rowniez wywotana wilgotnécia otaczajcego
srodowiska- zmiany wilgotri@i wywotuja zmiany szybk&ci parowania rozpuszczalnika
I w efekcie pory na powierzchni. Wplyw wilgotém na porowaté& powierzchniovy
obrazowano z azyciem AFM ['9.

W niewielu laboratoriach temperatura i wilgoth@a scisle kontrolowane, dlategoie

niewielu autorow porusza problemy tych parametrow.

2.10. Wplyw dodatku biopolimeru na morfologe i struktur ¢

wiokien dwusktadnikowych

Dodatek biopolimeru wywotuje zmiany nieylkb w morfologii widkien, ale
réwniez w strukturze molekularnej i nadmolekularnej. @¢dziale tym, szczeg@druwag:
podczas przegtlu literatury, zwrécono na formowanie wiokien PQub(innych poliestrow
alifatycznych w przypadku baku danych na temat PLdddatkienrelatyny lub kolagenu.

Wraz zdodatkiem Ge stwierdzono znaczny spadé&kednicy wiokien na przyktadzie
wiokien z PLGA/Ge oraz PLCL/GE]. Dodatkowo odnotowano spadétednicy widkien
oraz porowatéci wiokniny w przypadku prgzeniana beben, w poréwnaniu z wioknami
przedzionymi z tych samych roztworoma plyte.

Z punktu wykorzystywania witékien dwusktadnikowychwarunkach in-vitro oraz in-
vivo, zagadnienia dotygze mieszalnéci (kompatybilndci) polimeréw, oddziatywania grup
chemicznych obu skladnikéw wydagie istotne. Jednale dane literaturowe mieszakod
poliestrow i biopolimeréwgbardzo fragmentaryczne, a niekiedy sprzeczne.

O mieszalnéci czsto wnioskuje € na podstawie temperatury zeszklenia Tg
wyznaczanej z krzywych DSC. Wiadomo bowieta,temperatura zeszklenia mieszanki jest
pasredni temperatur obu sktadnikéw i mdiwe jest jej teoretyczne wyznaczeni€l[

W przypadku niemieszalgo obserwuje si dwie Tg pochodzce od obu sktadnikow.
Przyktadowo mieszalidé jedwabiu i Ge we widknach udowodniono za pomio&C,

wskazujic na warté¢ Tg mieszanki pometzy wartdciami czystych sktadnikow'{3.
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Okredlenie mieszalngci za pomog DSC nie zawsze jest jednak wiarygodne, gdy
czynniki zewrtrzne takie jak wilgotn& powietrza oraz temperatura rzatma warté¢ Tg.

W pracy Euna méwi gio silnym wptywie wody na warté Tg dla Ge (zawartd wody
znacznie zwiksza Tg) ¥4. Ponadto, Tg mieszanin niektérych peligw
przypada w temperaturze topnienia drugiego polinmp. w uktadzie PCL/Ge, co znacznie
utrudnia wyznaczenie Tg dla Ge.

Badania Zhanga wykazujseparag faz PCL/Ge w roztworze TFE. Umieszczenie
widkien w roztworze PBS na 7 dni doprowadzito davptania poroéw &dacych skutkiem
wymycia Ge (Rysunek 28)F], co jest dowodem separacji faz, a tym samym wsjeana
brak mieszaln¢ri obu skiadnikéw.

Rysunek 28. Widkna prz;dzine PCL/Ge z TFE a) bezpérednio wyngdzeniu, b) po 7 dniach
wymywania w PBS w 37C [**]

Badajc struktue wiokien PLLA/Ge elektropradzionych z TFE réwnie stwierdzono
brak mieszalngi- wytracanie s¢ zelatyny. Obrazy TEM wskazapa wytgcanie st zelatyny
w pasmach réwnolegtych do osi wiokna (Rysunek 28j.[Za pomog XPS okrélono

poszczegolne grupy funkcyjne wchade w skiad wiékien.

&600.00nm

Rysunek 29. Zdgcia TEM widkien PLLA:Ge a) 3:1, b) 1:1, c) 1:3 %

Analize FTIR przeprowadzono dla mieszanki chitozan-PE®].[ Widmo nie
wykazuje charakterystycznych pikow éavych dla obu sktadnikéw. Widocznea s
natomiast piki o zmodyfikowanym ksztaicie wskampg na zmiany w strukturze obu
skfadnikow tj. na mieszalsé obu sktadnikow.

W 2008 roku ukazata gipraca o prowokacyjnym tytuleElectro-spinning of pure

collagen nano-fibres — Just an expensive way toengahatin?. Zwrécono w niej uwag na
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dziatanie silnie polarnych rozpuszczalnikow w kighu denaturacji struktury biatek. Dotyczy
to szczegolnie powszechnie stosowanych jako rozgaszki fluorowych alkohili takich jak
HFIP czy TFE. Autorzy twierdg ze oddziatywanie silnych grup polarnych rozpuszakaln
niszczy stabe wizania wodorowe odpowiedzialne za strukthelis [29.

Niejako w odpowiedzi na to ukazata siraca {2, w ktérej autorzy s zgodni, co do
denaturacji kolagenu w obecmmd HFIP, jednak wskazuaj na ré&nice wigciwosci tak
wytworzonych widkien w poréwnaniu zelatyra. Twierdzy jednoczénie, ze po 15 dniach
hodowli komérek na podlach z dodatkiemzelatyny, nie ma thicy w stopniu
proliferacji w poréwnaniu z podiami z dodatkiem kolagenu.

Jedyna praca, w ktérej wyznaczono krystaligZnoPCL we widkninach
dwusktadnikowych dotyczy — widknin PCL/Ge'™]. Wyznaczona z krzywych DSC
krystaliczng¢ dla wiokien PCL/Ge 50:50 mpdzionych z HFIP oraz TFE wynos
odpowiednio 0,20 i 0,25. W tej samej pracy wniosksi 0 mieszalnéci obu sktadnikow na
podstawie przesugiia pikow radialnych WAXS (przeswuie pikow 110, 200).
Whioskowanie takie, na podstawie wynikdbw WAXS, widsk co najmniej problematyczne.

Na funkcjonalné¢ podiazy polimerowych w badaniach in-vitro wptyw ma rowhie
hydrofobowd¢. Poliestrowe wtdkna wytdiaja sie znaczi hydrofobowdcia, podczas gdy
witdkna pochodzenia naturalneggelatyna, kolagen- hydrofilowdoia. Stosowany w pracy
PCL jest silnie hydrofobowy, gt zwilzania wynosi 109[**%. Ge wyprzdziona z HFIP jest
natomiast hydrofilowa, d zwilzania wynosi 78[**%. Mieszanki wiékien syntetycznych
I naturalnych g znacznie bardziej hydrofilowe. PCL/Ge, PLGA/Ge ZD:x zupeinie
hydrofilowe, a ich kt zwilzania wynosi 0-20[**!*). Zatem nie obserwujecesaddytywndci
tego czynnika. W literaturze brakuje wifgen tego zjawiska. W niektorych pracach moéwi
sii o poradkowaniu grup niepolarnych biopolimeru w oba&on polimeru

syntetycznego. W innych, wskazuje s& jonizaaj zelatyny [°*].

2.11. Hodowla komérek na widkninach formowanych metda

elektroprzedzenia

W literaturze przedmiotu nioa spotkd wiele prac przegbowych na temat
zachowania komorek w badaniach in-vitro, na wiéknadormowanych metad
elektroprzedzenia, tworzonych =z znych polimeréw, roztwordw, przy zmiennych
parametrach, modyfikag powierzchnie tych polimeréw plazmgrupami RGD, czy twosr

mieszanki polimer syntetyczny/biopolimer, ng,’ }* .
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Srednig; widkien PCL z roztworéw o steniach 8, 15, 20% w HFIP modulowano
dodatkowo przyktadanym nagiem [[°9. Z roztworu o najmniejszym &teniu formowane
byly widkna z koralikami. Hodowane na tak formoweahypodizach komorki 3T3
wykazywaty wzrost proliferacji wraz zeegeniem roztworu (8, 15, 20%), co koreluje ze
wzrostem $rednicy  widkien.  Natomiast komorki  wysianena  widkninach
przedzionych z roztworu 8% przy zmiennym przyktadanyapigciu, w pierwszych 4 dniach
wykazup niezaleny stopi@ proliferacji od przyktadanego napia, a po 6 dniach spadek
proliferacji na witokninach pegzionych przy wysokich naggiach (o wekszej srednicy
widkien). W tej samej pracy mowiesb negatywnym dziataniu koralikbw na proliferadj
adhez¢ 3T3, a stopik proliferacji uzalenia jedynie od morfologii wtdkien.

Zwigkszanie porowatei wioknin poliestrowych poprzez stosowanigmego rodzaju
kolektoréw réwnie prowadzi do wzrostu migraciji i stopnia prolifeidgmorek [*3. Pory
drogami transportu czynnikow sgivczych (poprzez konwekcje i dyfugj a take wolnymi
przestrzeniami migracji i odtwarzania (poprzez ifechci) nowej tkanki fY. Wielkosé
poréw widknin PCL modyfikujc kolektor zwikszono nawet do 10 razy by ushavié
proliferacg komorkom 3T3. Niestety, w pracy nie oszacowanoosizr liczby komorek wraz
ze wzrostem porowatoi [**3.

Niektore tkanki wykazuwj rownolegte utazenie widkien kolagenowych w ECM. Stato
sig to inspiracyg do tworzenia kolektorow pozwalgych na takie formowanie wiokien
metod, elektroprzdzenia, by ndadowa& to co w naturze. Przykladowo, $giegnach
i wigzadtach sity rozeigajpce @ 200-500 razy wisze zgodnie z kierunkiem wiokien
(kierunek w ktorym sity g transmitowane), aiw kierunku prostopadtymti¥. W chrzstce
stawowej, sity rozeigapce & wyzsze w strefie powierzchniowej, a najgyge wzdia
gtéwnego kierunku wiokien kolagenowych®3**9. Wskazuje si zatem na koniecz®é
formowania anizotropowych struktur, anizotropdeia przypominagcych ECM. Zbieranie
na obracajcy sk beben czy réwnolegle uimne do siebie elektrody pozwala na tworzenie
takich struktur {%9.

Zaobserwowano znaczny wzrost proliferacji i migréibyoblastéw na podizach PCL
o podwyszonej wielkéci poréw skgajcych do 50um . Dodatkowo efekt migracii
komoérek zwgkszono przez zastosowanie technilkayer by layet, w ktorej warstwowo
przedzie s¢ widknine oraz posiewa komoérkami i caly zabieg powtarzkekitzy.

Wysiane ludzkie komorki nerwoweé¢hwann cellsna podtaach PCL, po 7 dniach
hodowli, uktada sie zgodnie z kierunkiem ui@nia widkien zbieranych nalben. Odczytuy
sygnaty z podiga (zjawisko CG) (Rysunek 30%f].
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L 10um

Rysunek 30. Zdgcia FM komérek po 7 dniach hodowli na a) probce komolnej, b) przypadkowo
utozonych wiéknach, c) réwnolegle utdonych wtdknach {9

Badania dotyczre dodatku Ge w celu podniesienia funkcjon&naviokniny jako
podiaza komoérkowe odnogzsie najczsciej do arbitralnej, lakonicznie uzasadnionegdio
dodatku Ge.

Jedyna odnaleziona praca, w ktérej formowano wtoknezerokim zakresie dodatku
biopolimeru dotyczy widkien PLCL/Ge'd]. Na plyte zbierano widkna PLCL:Ge 100:0
90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 0:100. Wykazano spaitekinicy witdkien (Rysunek 31 a),
wzrost porowatéci (52-74%) oraz modutu Younga wraz z dodatkiem @§a. podstawie
danych DSC potwierdzono mieszadfiojedynie we wioknach PLCL/Ge 90:10. Wedtug
autorow w pozostatych mieszankach nie ma mieszairabu sktadnikbéw. Przeprowadzone
badania wskazaty na gksz aktywnad¢ komérek 3T3 na widkninach PCL/Ge 90:1@ nia
czystych PCL i Ge oraz pozostatych mieszankach yfgis 31 b). Aktywné&C ta pozostaje
jednak znacznie m$za ni na probce kontrolnej TCP. Niestety, nie analizosvavptywu
dodatku Ge na struktginadmolekularg wiokien (np. stopienia krystaliczéa).

Nerwowe komorki macierzyste (C17.2) wysiane na q@ath PCL oraz PCL/Ge
70:30 po 2, 4, 6 dniach wykazauyickszy aktywnad¢ zmierzorm za pomog testu MTT na
widkninach elektroprgzionych na bben (wyr@niony kierunek uteenia) ni na plyt
(przypadkowo uteenie widkien) $29. Tlumaczy st to wicksz hydrofilowaicia podiaza
PCL/Ge ni widkniny PCL oraz odczytywaniem przez komorki tgpefii powierzchni
wynikajacym ze zjawiska przewodnictwa kontaktowego CG, wxathiem szkieletu
aktynowego zgodnie z kierunkiem aémia wiokien. Nie podto préby hodowli komorek na
podiaczach PCL/Ge 50:50 ze wzglu na zbyt stabe zdaniem autoréw $elavosci

mechaniczne oraz krétki czas degradacji.
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Rysunek 31. a)Srednia srednica widkien b) aktywnos¢ komérek 3T3 w funkcji dodatku zelatyny dla
widkien PLCL/Ge [*¥

Komorki nerwowe hodowane na podéech PLCL/Col wykazaty wkszy aktywnaé
na widkninach pedzionych na é&ben, formowanych 2z kopolimeru syntetycznego
z dodatkiem Col typu I'i lll i na podtaach wyhkcznie z dodatkiem Col I. Wiokna zbierane
na kgben wyrGniaty sk wyzszymi wiaciwosciami mechanicznymi fi zbierane na
plyte. W pracy zilustrowano tale zjawisko przewodnictwa adhezyjnego C&||

Komorki nowotworowe wysiane na widkninach PCL, PGe&/wytworzone z rinych
roztworéw (o réwnych wiciwosciach) analizowata grupa Harmand®] W pracy
dowiedziono wskazano zalety dodatku Ge do PCL doamowania witokien z HFIP (w
poréwnaniu do TFE). Tworzone wibkna dwuskiadnikoWw€L/Ge charakteryzalj sic
mniejsz Srednia oraz wyszym modutem Younga w poréwnaniu z witoknami PCL/Ge
przedzionymi z TFE.

W nielicznych pracach podejmuje¢siemat ranicowania komorek na podtach
wytworzonych metogl elektroprzedzenia. Wykazano,ze r&nicowanie komorek
macierzystych w komorki nerwowe jest bardziej efekte na podtgach PCL/Col ni na

wiékninach z czystych PCL i Cof“f|. Badania przeprowadzono na wtéknach PCL oraz
PCL/Col 50:50.

2.12. Krytyczne podsumowanie literatury

2.12. 1. Widkna jednosktadnikowe

Analiza literatury wskazujere:

e Parametry procesu elektropdzenia zwizane z roztworem oraz aparatanalizowane

sa w bardzo wskim zakresie. Gato przygotowuje siroztwory o 1-3 steniach
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i przedzie widkna przy statym (wybranym) napiu, na pty¢ lub kolektor. Arbitralnie
wybrane parametry, nie konieczniea soptymalne z perspektywy formowania
jednorodnych, wolnych od koralikdbw wiokien oraz ichastawania jako podia
komorkowe 7,199

Zauwaa sk niespOjne, wgcz sprzeczne informacje na temat rodzaju parametrow
wplywajacych nasrednie; wiokien. Przyktadamisprace Diezela®f] oraz Demira 1.

Ten pierwszy wskazatze S$rednica widkien zaley logarytmicznie od stenia
polimeru, a przyktadane napgie ma wplyw jedynie na formowanieeskoralikbw.
Natomiast Demir wzrosirednicy widkien uzaleniat wiasnie od przyktadanego najgia.

W jeszcze innej pracy mowi esio spadkusrednicy wiokien wraz z przykladanym
napkciem, a po przekroczeniu pewnego minimum, jej dzie[%9.

Wigkszai¢ analizowanych prac ogranicz& sio opisu morfologiisrednicy widkien, czy
9497]

ich utazenia F2°*%]. W niektérych pracach porowsto wyznacza & z uzyciem

porozymetrii réciowej, co przy matychirednicach widkien i rozmiarach poréw wydaje
sie by¢ mato wiarygoda metod, [*2*%.

Dane dotyczce bada struktury nadmolekularneja sbardzo fragmentaryczne.
O krystalicznéci wnioskuje st z danych DSC, WAXS, jedna& w wielu pracach poza
analiz jakosciowa -stwierdzeniem obecfw fazy krystalicznej, nie wyznaczastopnia
krystaliczndgci [**%. Podobnie z orientagjmolekularn- obserwuje s wyrazny brak
danych dotyczcych wptywu parametréw procesu na orieniasjokien. Praca Inai na
temat PLLA jest najszerszym odnalezionym w literagduopisem wptywu parametrow na
stopier orientacji molekularnej, niestety réwaigylko jakasciowym ['*3. Dla PCL nie
odnaleziono w literaturze tego typu danych.

Modut Younga pojedynczych widkien wyznaczany jestdanych AFM lub bada
rozciagania witdknin. Najwiksze kontrowersje budawyniki wtdknin, gdyz autorzy nie
zawsze podajczy wyznaczone warfoi odnosz si¢ do faktycznego przekroju widkien
we widkninie (z uwzgidnieniem porowatei). Obserwuje si rowniez sprzeczn& tych
danych- w jednych pracach moéwiesd wzragcie modutu Younga wraz zérednic
wiékien, w innych wecz przeciwnie $,1%7.

Brakuje danych literaturowych analizaych wplyw parametrow pegzenia struktur
widkien oraz na adhegj i stopiev proliferacji komorek na widkninach
jednosktadnikowych. W pracy Bhowmick¥q stopier proliferacji komérek uzalaia sk

od stzenia roztworow oraz przyktadanego rempg, mierac jedyniesrednic widkien.
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2.12.2. Widkna dwusktadnikowe

Analiza literatury wskazujere:

W przypadku witokien dwusktadnikowych mnaggarametréw powodujee widkna g
formowane najcgciej z roztworow o jednym &teniu, z dodatkiem biopolimeru
w arbitralnej iléci ustalonej pod wzgtlem funkcjonalnéci widkien w badaniach in-vitro
[1%3124129 W wielu pracach ustalone proporcje polimer syoety/biopolimer to 50:50,
bez uzasadnienia dlaczego w tej proporcji, w itng@:30.

Oszacowaniesrednicy widkien dwusktadnikowych oraz porowdto ogranicza si
rowniez do 1-2 mieszanek w porOéwnaniu z materiatemsaigyvym, za ktory uznaje &i
czysty polimer syntetyczny ‘£4'%9.  Jedyna praca dotygza  widkien
dwusktadnikowych, w ktérej szerokim zakresie op@samianysrednicy, porowatsi,
modutu Younga oraz oszacowano aktyénkomorkows wraz z dodatkiem Ge dotyczy
wiékien PLCL/Ge 2.

Wiele sprzecznych informacji muma znale¢ na temat mieszalfm poliestrow

i biopolimerow. W niektorych pracach powaigjske na analiz FTIR, WAXS, DSC
méwi sk 0 oddziatywaniach porailzy tymi polimerami 221%9. W innych wskazuje si
na separacje faz oraz brak mieszain@?3149.

W literaturze dotycacej mieszanek brakuje #doiowej analizy struktury wiokien. Jedyna
praca, w ktorej pokazujeeskrystalicznéd¢ PCL w mieszance dotyczy widkien PCL:Ge
50:50 przdzionych na phy [*%9.

Generalnie obserwujecsarbitralny dobér gtenia polimeru, kolektora czy przyktadanego
napkcia [43'47'128,13 .

Stosowanie kosztownego kolagenu podczas wytwarzaidikien jest dé¢ powszechne.
W 2008 roku pojawita sipraca wskazgra na denaturagjkolagenu w silnie polarnych
rozpuszczalnikach, mimo to w ostatnich 3 latactwigke prac dotyczcych przdzenia
kolagenu w HFIP czy TFE odnosgsio tego problemu.

Brakuje wyjd@nienia ktéry z mechanizmow dziatania biopolimerp.(#elatyny- RGD,
spadek hydrofobowégi, zmiana krystaliczriei) jest najbardziej istotny w celu
podniesienia funkcjonalioi wtdkniny jako podtaa komoérkowego w badaniach in-vitro.
Badania komérkowe prowadzong swniez na wtokninach formowanych z arbitralnie

dobranych proporciji polimeru syntetycznegeiatyny, na jednym typie komérek{ 4.
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3. CEL PRACY

Brak oraz niespojrig danych literaturowych na temat parametrow proedskiroprzedzenia,
decyduagcych o morfologii, strukturze oraz wdavosciach formowanych widkien,
w kontelécie ich funkcjonalnéci w inzynierii tkankowej, spowodowat wyznaczenie
nastpujacych celéw pracy:

Pierwszym celem jest okdlenie parametrow procesu elektrogizenia majcych istotny
wptyw na morfologé oraz struktug nadmolekulara wtdkien jednosktadnikowych. Cel ten
zrealizowano badag wiOkna formowane =z polikaprolaktonu; modyfikcj rodzaj
rozpuszczalnika, stenie polimeru, przyktadane napie oraz rodzaj kolektora.

» Zasadnicz kwesth, zwiazarg z powy:szym celem, byt dobor parametrow procesu w celu
formowania jednorodnych, wolnych od defektéw tymuadi, widkien z polikaprolaktonu
I z zastosowaniem wybranych rozpuszczalnikow.

» Dominujaca kwesth byta ocena struktury nadmolekularnej wiokien jeskdadnikowych:
okreslenie stopnia krystaliczdoi oraz  orientacji molekularnej w zaleosci od
wybranych parametrow procesu.

» Kolejnym zadaniem byta ocena wptywu morfologii orsizuktury nadmolekularnej na
funkcjonalnd¢ widknin  jednosktadnikowych jako podia komodrkowego. W pracy
badano cytotoksyczidé oraz adhezji stopie proliferacji komorek w hodowli in-vitro.

Drugim nadrzdnym celem pracy jest okdlenie wptywu dodatku biopolimeru na morfolegi

hydrofobowd¢ oraz struktuy molekularm i nadmolekularp widkien dwusktadnikowych

w kontekscie funkcjonalnéci widkien w badaniach in-vitro. Jako biopolimetyto zelatyrg

oraz poréwnawczo kolagen (rekomendowany w liteesurW ramach tego celu peti)

nastpujace watki:

» Waznym zagadnieniem byta analiza wpltywu dodatku biopefu na morfolog;,
struktug  molekularm nadmolekulara (krystaliczn@¢ oraz stopi@ orientacji
molekularnej krysztatbw we witoknach) we widknach.ad@no réwnig wptyw
biopolimeru na wybrane wdaiwosci witdkien tj. hydrofobowé¢ oraz modut Younga.

» Szczegétowym celem utylitarnym byla optymaljaacilosci biopolimeru we
witdknach w kontegcie funkcjonalnéci wtdkien w badaniach in-vitro.

» Proba wyjanienia mechanizmu poprawy weawosci biologicznych w wyniku dodatku
biopolimeru, a take ustosunkowanie gido dyskusiji literaturowej w kwestii zasadob
uzywaniazelatyny zamiast kolagenu wydawata shwniez konieczna.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Materialy

Metoda elektroprzdzenia zostaly wytworzone widkna jednosktadnikowe: czystego
polikaprolaktonu (PCL)zelatyny (Ge) i kolagenu (Col); oraz dwuskl&dmwe: PCL/Ge
I dodatkowo PCL/Col.

PCL

Polikaprolakton (PCL) jest biozgodnym, biodegradbwm poliestrem wykorzystywanym
w implantologii. Ze wzgidu na diugi czas biodegradacji oraz dobre sen@osci
mechaniczne znajduje coraz szersze zastosowanieywierii tkankowej f3]. W badaniach
zostat wykorzystany PCL éredniej wagowej masie ggteczkowej M=80000Da (Sigma
Aldrich).

Kolagen

Widkna byly formowane z ayciem kolagenu (Col) pozyskanego &®egien szczurOw na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu, schayzowanego w pracacfi'f 43*9.
Zelatyna

W badaniach iyto Ge typu A (Sigma Aldrich) dredniej wagowej masie ggteczkowej
M,=300000Da, powstaga w srodowisku kwasu, zeswinskiej skory. Ge typu A
charakteryzuje siwickszym podobigstwem struktury chemicznej (rodzaje grup amidowych)
niz Ge typy B (Tabela 1).

Jako podstawowsozpuszczalniki wykorzystano hexafluoro-2-propanol (HFIP); chlanoh;
2,2,2 trifluoroetanol (TFE) oraz dodatkowo: dimefgramid (DMF) (podwyszenie
przewodnéci elektrycznej) i metanol (podusgzenie statej dielektrycznej). Wszystkie

rozpuszczalniki zakupiono w firmie Sigma Aldrich.

4.2. Metoda formowania widkien

Widkna jedno i dwusktadnikowe formowano metoelektroprzdzenia. Uktad zgodnie z
Rysunkiem 16b (strona 26) sktadag g strzykawki z roztworem, pompy dozcgj roztwor,
zrodta wysokiego napcia oraz kolektora- ptytyR) lub kebna 8).

Odczynniki odwaono na wadze z doktad§ma 0,01mg zgodnie z zadanyngzniem
(stezenie roztworow okrdano wagowo, w/w). Roztwory pgdziono po 48h mieszania
polimeru w rozpuszczalniku zzyciem mieszadta mechanicznego. Jako dyszydai@niczej

uzywano igty o dtugéci 24mm isrednicy 0,6mm. Szyblkd podawania roztworu regulowano
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za pomog pompy medycznej. Widkniny pgdziono ze statej objosci roztworu rownej
1,5ml. Wiékna zbierano na pbt(P) lub wirujacy z szybkécia 1000 obr/s &ben ).
Temperatug i wilgotnos¢ powietrza pozostawaty odpowiednio w zakresie 225280-42%.

Pozostate parametry procesu elektregizenia wytwarzanych widkien zestawiono
w tabeli (Tabela 3).

Tabela 3. Wiokna jednoskladnikowe- oznaczenia i pametry procesu

Stezenie . . - Szybkasé Kolektor
Nazwa i Rodzaj rozpuszczalnika | Napigcie !
r6bki Polimer | roztworu [wiw] * [KV] przeptywu

P wiw[%] [ul/min] P | B
1 | PCLCM PCL 4,7,10 chloroform/metanol 75:25 8-18 7,20 X
2 | PCLCD1 PCL 12-14 chloroform/DMF 75:25 8-15 7 X
3 | PCLCD2 PCL 7-12 chloroform/DMF 50:50 13 7 X
4 | PCLH PCL 3,5,7,12 HFIP 8-18 7 X X
5 | PCLT PCL 12 TFE 13 7 X
6 | Ge Ge 3,5 HFIP 8-18 7 X X
7 | Col Col 3 HFIP 13 7 X

* przyktadowo: chloroform/metanol 75:25 oznacza 7&88eroformu, 25%metanolu [w/w]

Tabela 4. Widkna dwusktadnikowe- przdzione z 5% roztwordéw HFIP z szybkdcia przeplywu 7pl/min

Nazwa probki Mieszanina polimerow * Napkcie [kV] I;olektoI;
1 | PG4l PCL/Ge 80:20
2 | PGlL1 PCL/Ge 50:50 8-20 X X
3 | PG14 PCL/Ge 80:20
4 | PC41 PCL/Col 80:20 13 X X

* przykladowo: PCL/Ge 80:20 oznacza 80% PCL, 20%@e/] we wioknie

4.3. Metodyka bada

Badania witoknin jednosktadnikowych i dwusktadnikaliywytworzonych w rénych

warunkach (Tabele 3 i4) obejmowaly:

» Badanie wiéciwosci roztworow (lepké¢ oraz przewodng elektryczm, jako jedne
z najbardziej istotnych parametréw roztworét]), z wykorzystaniem konduktometru
oraz wiskozymetru;

* Badanie morfologii: pomiarsrednicy widkien, utaenie wiokien oraz architektura
wioknin. Sredni s$rednie; widkien oceniono ze zef skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM)srednia porowatd¢ catkowita widkniny oszacowano odnagz
masg wiokniny do masy teoretycznej litego materiatu yprznanej olgtosci probki;
natomiassredni wielkos¢ poréw wyznaczono z korelagjiedniejsrednicy i oszacowanej

porowatdci catkowitej;
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« Badanie struktury molekularnej: sklad chemicznydadtywanie charakterystycznych
grup funkcyjnych oceniono za pomapodourierowskiej spektroskopii w podczerwieni
(FTIR); chem¢ powierzchni widkien z #izyciem rentgenowskiej spektroskopii
fotoelektronow (XPS);

* Hydrofobowa¢ wtdknin oszacowano na podstawig& zwilzania,

e Badanie struktury nadmolekularnej: kryistaias¢ PCL widknin  oszacowano
z wykorzystaniem rinicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) oraz szerkdtowej
dyfrakcji rentgenowskiej (WAXS); czynnik orientacjmolekularnej pojedynczych
wiokien oszacowano z dwojlomém optycznej wyznaczonej dki obrazowaniu
mikroskopii polaryzacyjno-interferencyjnej (MPI); rientacg krysztatow PCL we
widkninach z rentgenogramow WAXS;

*  Wiasciwosci mechaniczne widknin okino z klasycznej proby rozgjania na maszynie
wytrzymatagciowej INSTRON.

Uwaga: Wartosci liczbowe wraz z odchyleniami, iyte do wyznaczenia zalmosci 3D zestawiono w

tabelach w Dodatku 1

4.3.1. Analiza wigciwosci roztworow

Przewodna¢ elektryczna roztworow PCL, Ge, PCL/Ge zostata zmierzona
z wykorzystaniem konduktometru Metrohm 660. Przedhiarem urzdzenie skalibrowano
uzywajac wodnego roztworu chlorku potasu ezeniach 0,0001, 0,001, 0,01mol/l.

Lepkos¢ roztworow PCL, Ge, PCL/Ge mierzono w ukiladzie zk-ptyta na
obrotowym wiskozymetrze MCR 301 (Anton Paar) zeastzybkdcia $cinania 10 ¢ w
czasie 50s. Wyznaczonze przysrednicy igty 0,6mm i szybk&i przeptywu 7ul/h szyblkia
scinania w igle wynosi 5,49%7.

Na podstawie danych literaturowych wnioskuje s przewodné elektryczna oraz
lepkas¢ roztworéw mieszanin PCL/Col zmieniagsiraz z dodatkiem Col podobnie jak w

przypadku dodatku Ge w mieszaninach PCL/Ge.

4.3.2. Badania morfologii

Struktug otrzymanych widkien zobrazowano za pomoS8EM, (HITACHI S-4800).
Obserwacje prébek przeprowadzono przy e@@Epi przyépieszajcym 2-5 keV, w trybie
elektronéw wtérnych. Przed obserwggprobki napylono ztotem przez 3 minuty (napylarka
Polaron SC7640), stosgj natzenie padu 10 mA. Zarejestrowano obrazy przy
powickszeniach 1000-50 000 raz$rednia $rednice widkien wyznaczono zazwyczaj ze
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srednic 30 widkien (ze 100, gdy celem bylo clkeeie rozrzutu grubiei), z wykorzystaniem
programu QCaprture Pro 6. Zdja SEM umaliwiaja rowniez okreslenie zdefektowania
widkien, np. poprzez obecfiokoralikdw.

Porowatos¢ catkowita p wyznaczono szacag obgtos¢ wiokien Vi we widkninie-
przy znanych masie wiokiennoraz masie hipotetycznej litego materiaty anobgtosci
rowniej obgtosci wiokniny. W praktyce sprowadzadb do zalenosci:

= (14 2)= (-2 11

gdzie: V jest obgtoscia hipotetyczia materiatu o grubixi rownej grubéci badanej widkniny

(1x4x0,1mm), z&gestasé p wynika z gstaici komponentéw (PCL 1,21g/dinGe 1,101g/cth
[3147])

Sredni udziat wiokien na jednostkobjetosci p oraz sredni grubgé widkien D
wykorzystano do wyznaczeniagredniej wielkosci poréw zgodnie z réwnaniem

zaproponowanym w pracy’f], przeksztatconym do postaci:

_ 2D
(1-p)

2
gdzie: D jeskrednia srednia widkien, p- porowat& catkowita wiokniny.

4.3. Badania struktury molekularnej

Fourierowska spektroskopia w podczerwieni ATR-FTHhg. Attenuated Total Reflection
Fourier IR Spectroscopyumazliwia okreslnie grup funkcyjnych wchodzych w skiad
materiatu oraz odziatywatych grup z otoczenient¥].

Oddzialywania pomidzy okréglonymi grupami funkcyjnymi  nanowitdkien
analizowano na podstawie widm zarejestrowanychpe&itsofotometrze (Bio-Rad FTS-135).
Préblke o masie ok. 3mg skanowano 32 razy z rozdziékizo8cm' w zakresie liczb
falowych 600 - 4000 cth Okreslono drganiacharakterystycznych grup dla czystych
polimerow oraz podio prokz analizy oddziatywan PCL i biopolimeru na podstawie
przesung¢ potozen pikow.

Rentgenowska spektroskopia fotoelektrondbw XPS jemiizajem spektroskopii
elektronowej umgliwiajacej analiz jakosciowa i ilosciowa skiadu chemicznego
powierzchni na grubdci ponizej 10nm. Powierzchnia widkien zostata przebadana na
spektrometrze XPS (PHI LS 5600). Spektrometr terposgony jest w lamp MgKa
emitujpca niemonochromatyczne promieniowanie rentgeskisv 0 energii 186,6 eV,

Zz energi przepcia 150 i 50 eV. Zmierzone wakm energii whzan dla poszczegolnych
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pierwiastkow korygowano w odniesieniu do pasmgylev C1ls (285 eV), stosowanego jako
standard wewgtrzny uzywany podczas procedury kalibracji pomiaru.

Hydrofobowosé wioknin oceniano na podstawie waito pomiaru statycznegoata
zwilzania. Kat zwilzania wod oznaczono metadkropli 5ul kladzionej w temperaturze
pokojowej po 4 s. Wartd kata odczytywano za pomgaoniometru PGX (Fibro System
AB). Wynik jestsredni z 3 pomiardw.

4.3.4. Badania struktury nadmolekularnej

Stopien krystalicznosci PCL widknin wyznaczono za pompdada kalorymetrychnych
DSC (Mettler T 28E, Perkin Elmer Pyris 1). Do kadibji entalpii i temperatury zastosowano
wzorcowy problke indu. Pomiary wykonano w atmosferze azotu z wykstaniem
standardowych tygli aluminiowych. Prébki o masie 4dlo 6 mg ogrzewano z szyldka
10°C/min w zakresie temperatury 10°@0dla prébek PCL oraz 10-1%D dla probek: Ge,
Col, PCL/Ge oraz PCL/Col. Temperatura topnieniad feednik z 3 pomiaréw. Entalpia
topnienia krysztatow zostata wyznaczona z krzywapk/metrycznej za pomagrogramu

Origin. Krystaliczné¢ wyznaczono ze wzoru:

i Gat
Xc = TAHO (3)

gdzie: dH/dt jest strumieniem ciepta na jednestkasy, AH’- strumiei ciepta dla 100%
krystalicznego PCL, przgiy jako 142,9 J/g'fY .

Poréwnawczo stopiekrystaliczndci wyznaczono réwnie metoda szerokakowego
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego WAX&dddie wykonano z zyciem
dyfraktometru (X-ray Oxford Diffraction) wypogsanego w goniometr horyzontalny
szerokotorowy oraz katgdMoK,; A = 0.70926 A. Podstawanalizy wynikébw WAXS s
rozktady intensywngci promieniowania rozproszonego wadgm lkata ugecia 2 (profile
radialne na badanej strukturze.).

Z profili radialnych rentgenograméw, wyznaczonopsth krystaliczndci PCL. Istota
postpowania polega na rozkladzie profilu &htego na skladaw czs$¢
krystaliczry i amorficzra. Do analizy widma wykorzystano program PeakFinfirSystat
Software Inc. Widma amorficzne i krystaliczne odein funkcyj Pearson VII Area, znag

katy potazenia pikow charakterystycznych dla krysztatow ifamorficzne.
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Podstaw szacowaniaorientacji molekularnej metody WAXS jest analizowanie
rozktadow intensywnaci  promieni  ugetych na  okrélonych  plaszczyznach
krystalograficznych w funkcji &a azymutalnego na badanej strukturze. Ogolniezrberac
intensywn@¢ jest proporcjonalna do liczby ptaszczyzn eleijpcych pod danym gtem.
W przypadku analizy orientacji, wigiowa informacp jest zatem k(c) gdzieg jest katem
azymutalnym.

W celu wyznaczenia orientacji osi krystalitdw, aymt samym funkcji orientaciji
osiowej fc (osiowego wspétczynnika orientacji) kecine byto wyznaczeniesa orientacii

krystalitu¥ osi ¢, wzgledem osi wtdkna:
_1 . 3.
f —E(3<cosz¢/>—1) =1—§<S|n ) (4)

Przeliczenie ¥ta azymutalnego naak orientacji, okrélonego jako kt zawarty pomgdzy
normalra do danej rodziny ptaszczyzn hkl a psekstury, odbywa sipoprzez zalenosé
Polanyiego 19, ktéra dla lgtéw azymutalnych mierzonych od réwnika przybieratpb
sinp = sind * cos0 (5)
gdzie:d jest katem azymutalnym mierzonym od rownika rentgenograpalkat kierunkowy
czyli kat miedzy normalnymi dla ptaszczyzn sieciowych rozpatmyeja rodziny, a
ptaszczyza rownikowa kuli Polanyi’ ego,©- kat odbtysku reflektujcej rodziny ptaszczyzn
sieciowych.

Znajac kat p, z zalenos¢ I(p), wyznaczy mozna kwadrat cosinusata kierunkowego

dla danej rodziny ptaszczyzn hkl:

TI (0)cos’ psindpd
<0052 phk,>: L (6)
[1(p)sin pdp

0

Z symetrii uktadu ortogonalnego wynik&e wyznaczenie orientacji osi ¢ jest diwe
na podstawie orientacji tylko jednej rodziny ptaszmn reflektugcych, co sprowadzaedo

réwnania:

<cog ¥>=1-2<co85ne> (7)

W prowadzonych badaniach do wyznaczenia orientasijic wykorzystano refleks
(110).
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Pomiar dwdéjtomnosci optycznej miat na celu okrdenie czynnika orientacji
molekularnej w pojedynczych widknach. Badanie ciyamnorientacji w pojedynczych
widknach wytwarzanych metaelektroprzdzenia byto nowatorskim zadaniem.

Dwojtomnas¢ optyczna jest jedn z podstawowych wiellk&@i charakteryzujcych
anizotropé wtdkna. Zaley ona od sktadu chemicznego i budowy molekularngjbszarach
amorficznych i krystalicznych wtokna. Oktenie dwdéjtomnéci optycznej w materiatach
dwufazowych pozwala na okitenie orientacji molekularnej jednaj z faz, mag informacg
0. orientacji molekularnej w drugiej fazie, udzidkzowym, jak rownie¢ o dwdéjtomndgci
witasciwej danego polimeru. W pracy™f] wyznaczono dwoéjlomniwi wiasciwej PCL,
poniewa nie odnaleziono jej w danych literaturowych.

Dwojtomnas¢ wiokien PCL przdzionych na szkietka mikroskopowe wyznaczono
metod, bezpdredniego pomiaru ticy wspotczynnikdw zatamania za pomaunikroskopu
MPI wyposaonego w pryzmat dwojlomny Wollastona.

Dwojflomnas¢  optyczra An, wyznaczono z pomiaréw odchylenia- dazkow
interferencyjnych, w nierozdwojonym obrazie wtoKiRysunek 32), ze wzoru:

An=d\/ht (8)

gdzie: A jest dlugdcia fali swiatta, w tym przypadku biatego.£0.55um), h- odlegkeia
migdzyprazkowa, t- grubdgcia widkna.

-

LT

Rysunek 32. Obraz widkna w interferencyjnym polu pazkowym przy prostopadtym ustawieniu osi
widkna do kierunkéw prazkow interferencyjnych. P,A - kierunki polaryzatora i analizatora, d -
odchylenie prazka, h - odlegtéé migdzyprazkowa, t - grubosé widkna

Widkna zbierane na szkietka mikroskopowe ustawipoo kitem 45° do ptaszczyzny
polaryzacji polaryzatora i jednoczee rownolegte do kragdzi tamicej pryzmatu (Rysunek
32).

Rejestrowano obraz widkna w poluagkowym przy powgkszeniu 1200x. Aby

zwickszy¢ rozdzielczé¢ mikroskopu, poprzez zmniejszenieitk zatamania na granicy
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szkio/powietrze, widkna byty umieszczone w immeilgjiejek cedrowy o wspotczynniku
zatamania n= 1,515). Zapisywano i@, co 1um wzdtawitokna na odcinku 30um. Podczas
analizy wynikow korzystano z programu QCapture BroNychylenie pgzka we widknie
mierzono na pizku zerowym. Okrdano wspotrzdna X prazka zerowego oraz wspokdna

X1 prazka we witoknie, bdaca maksymalnym wychyleniem gika. R&nica tych dwoch
wartasci stanowi wyznaczane odchylenie d.

Przyjmuje s¢, ze dla materiatdbw jednofazowych, dwojtonstiooptyczna okrdona
jako An = (n. — ny), gdzie @ i ne sa wspoétczynnikami zatamania w kierunku prostopadiym
rownolegtym do osi anizotropii, jest beZzpedna miara orientacji molekularnej:

An= f [(An° (9)
gdzie: An® jest dwéjtomnécia wasciwa (réznica pomédzy wspétczynnikami zatamania w
kierunku prostopadtym i réwnolegtym do osi w kom@rlementarnej), f- czynnik orientacji

molekularnej Hermans’a okileny jako:

f= % (3(cos’ @) -1) (10)

gdzie: @ jest kgtem pomedzy osi witokna a o0sj tancucha polimeru, déredniory po
wszystkich czsteczkach.

W przypadku polimeréw dwufazowych- krystaliczno-aficznych, dwojtomnéé
optyczna zaley od orientacji w fazie krystalicznej oraz amorfieg- f;, f,, ale réwnie od

udziatu obu tych faz-x (1-x.):
An=x [T A0 +@-x )T, AN (11)

gdzie: An’%, An’; s3 odpowiednio dwoéjtomniziami wiasciwymi idealnie zorientowanej fazy
krystalicznej i amorficzne,.

Z danych dwoéjlomnéei optycznej wyznaczono orientacjmolekular faz
amorficznej i krystalicznej przyjmag, ze & one takie same+ f=f. Udziat fazowy (stopie
krystaliczngci), okr&lono z danych kalorymetrycznych DSC dwoéjtondéaviasciwa PCL
nie jest znana w literaturze, &gi nasipita konieczné¢ jej wyznaczenia (Dodatek 1). Metoda
ta pozwala zatem okiie¢ usredniory orientacg molekularm w pojedynczym widknie.
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4.3.5. Wiaciwosci mechaniczne
Badania wiéciwosci mechanicznych mialy na celu wyznaczenie modulounga jako
jednego z parametréw, ktory a@by istotny podczas hodowli komérek in-vitrg {,24.
Modut Younga wyznaczono w probie statycznego rgyamia wykonanej za pomgc
maszyny wytrzymalkiowej (Instron 4205).
Z prawa Hooka wyznaczono modut gpystasci wzdtuwznej (modut Younga E), jako
stosunek naggenia 0 do odpowiadajcego mu wydlaenia wzgédnego €, w zakresie
prostoliniowego przebiegu krzywej rozgania.

E=2 (12)

€

W zastosowaniu praktycznym wzér przybiera péasta

__ AFly
T ApAl

(13)
gdzie: AF jest przyrostem obgienia, b- diugas¢é pocatkowa rozcaganej probki, Al -
odksztatlcenie bezwzglne, A - pocatkowy przekroj poprzeczny widkniny (z
uwzgkdnieniem porowatei).

Pomiary prowadzono wg PN-81/C-89032Y w temperaturze pokojowej. Prébki w
ksztalcie prostopadéciandéw o wymiarach 40 x 10 x 0,1 mm (dtdgax szeroké¢ x grubaé)
rozciagano z pgdkoscia 10 mm/min przy diugici pomiarowej 15 mm. Warfai podane w

pracy @ sredni arytmetycza z 3 pomiaréw.

4.3.6. Badania biologiczne
Badanie cytotoksycznosci wytworzonych wioknin pmoepadzono zgodnie z nogm na
temat bada in-vitro [°].

Badania biologiczne zostaly przeprowadzone na Wilastach mysich 3T3 oraz
ludzkich mezenchymalnych komorkach macierzystyclCMS
W celu wizualizacji morfologii oraz adhezji komoéreia powierzchniach wytworzonych
materiatdw korzystano z mikroskopii fluorescenygyjn FM (barwienie
immunohistochemiczne) oraz SEM. Ol{tomo take stopié@ proliferacji komorek przy
pomocy testu DNA (Tabela 5).
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Tabela 5. Wiékniny wybrane do bada& biologicznych z uwzgédnieniem czasu po ktérym zostalo
przeprowadzone badanie (w dniach-d)

Nazwa Kolektor Linia komoérkowa
" FM [d] SEM [d] DNA [d]

probki P B 3T3 MSC
1 | PCLH X X 2,3,4,7* 7,12 7,12*
2 | PCLH X X 2,3
3 | PCLCM X 2,7 7
4 | PCLCM X X 2
5 | PG1:4 X X X X 3,7 7,12 7,12
6 | PG1:1 X X X 3,7 7,12 7,12
7 | PC4:1 X X X X 3,7 7,12 7,12
*wybrane
4.3.6.1. Linie komorkowe: 3T3 oraz MSC
Mysie fibroblasty 3T3

Komorki 3T3 @ nhajczsciej] wywanymi komoérkami do okéania cytotoksyczrgi
materiatdbw wykorzystywanych w ignierii tkankowe;j.

Hodowk komérek 3T3 prowadzono zzyciem DMEM (Dulbelcco’s Modified
Essential Medium, Aldrich), wzbogaconym 10% suravwptiodows wotows i antybiotykami.
3T3 namnaano w butelkach o powierzchni hodowlanej 25 cmtemperaturze 37(x1)°C i w
atmosferze zawiergej 5% dwutlenku wgla. Gdy komorki pokryty 70-80% powierzchni
butelki, fibroblasty pasawano. Do bada mikroskopowych, widkniny PCL, PCL/Ge
mocowano do szalek Petriego (TGihg. Tissue Culture Plasjic po 24h sterylizowano 45
min UV. Na tak przygotowane probki wysiewano ok.0@0komoérek w 200ul DMEM.

Komorki wysiano réwnie bezpdrednio na TCP jako proklodniesienia.

Ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste MSC

MSC byly izolowane z fragmentow tkanki kostnej, netézostaly amputowane w czasie
planowych zabiegow operacyjnych i byly przeznaczdoaitylizacji. Na ws{pie, pozyskane
fragmenty tkanki kostnej byly oczyszczane z pozosta tkanek mekkich oraz naczy
krwionosnych, a nagpnie byly one cite na niewielkie, 1-3 mm fragmenty. Pozosieto
tkanki miekkiej usunéto poddajc trawieniu enzymatycznemu przez noc % Amieszajc
fragmenty tkanki kostnej aywajac wirowki. Kawateczki kéci wielokrotnie ptukano
roztworem PBS, a naginie przepuszczono przez filtr 200um. Przefiltrovakomorki
zostaty odizolowane od medium w wiréwce przez 15, mi 4°C. Komorki policzono
uzywajac cytometru (Casy 1 DT, innovates AG, Reutlingeeyr@any). W kolejnym etapie
250 000 komorek w medium hodowlanym wysiano w lmgtélodowlanej typu T75 (pgwka
hodowlana a-MEM (Sigma) uzupetniom w okrelone sktadniki). Hodowla komorek
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prowadzona byla w inkubatorze (Nuaire) w statejgematurze 37°C, wilgotrdci 95% oraz
przy stzeniu 5%.CQ. W momencie uzyskania pojedynczej warstwy komdrekrywapcej
catkowicie dno naczynia hodowlanego komoérki bykywane do celow eksperymentalnych.
Ze wzgkdu na konieczni& uzycia bardzo diej liczby komorek osteogennychzywano
komorki pochodzce zaréwno z hodowli pierwotnych jak i komorki zpiszego pasa. W
kazdym pojedynczym dawiadczeniu wywane byty komérki wyizolowane z tkanki jednego
pacjenta.

Na odpowiednio przygotowane wiokniny wysiewano 4¢@mnorek MSC w 200 pl
medium hodowlanego. Komérki wysiano rowniga TCP jako prébce odniesienia.

4.3.6.2. Cytotoksycznét i adhezja komorek

Mikroskop fluorescencyjny FM jest mikroskopemswietinym opartym na zjawisku
fluorescencji i fosforescencji, powszechnie wyketyywanym do wizualizacji komorek.
Podczas obrazowania FM wykorzystano immunohistoatmra barwienie komoérek. Zgjia

zarejestrowano przy pomocy kamery (Axio Imager MCarl Zeiss AG Co) z

oprogramowaniem AxioVision.

Procedura barwienia

Prébki zaklasyfikowane do obserwacji przemyto 2yrd&BS. Nasfpnie dodano
roztwor utwardzajcy na bazie PBS. Po 30 minutach prébki dwukrotnzeimywano czystym
PBS. Barwienie gder komoérkowych oraz szkieletu aktynowego m@pikdb w wyniku
barwienia roztworem: Actin 488 i Dapi w PBS przé¥ rGinut. Przed obserwacprobek na
mikroskopie ponownie przemyto je PBS.

Dodatkowo badanadhezj komdérek oraz rozptaszczanie okieno wykorzystujc
barwienie immunohistochemiczne biatkaaktyny obecnego w winkulinach

Ze wzgkdu na tréjwymiarowéd podtazy w celu zilustrowania adhezji komérki do
wiokniny wzyto SEM. Podtaa przemywano 2 razy PBS, ngstie utwardzano roztworem
paraformaldehydu w PBS. Ponownie przemyto 2 raz$ PBhoczono w 70%, 80%, 94%,
100% roztworze etanolu odpowiednio przez 30, 60660minut. Na koniec do keej probki
dodano 100ul hexametyldisiloxanu i pozostawionowdesuszenia pod wyggiem na 24

godziny. Przed przymocowaniem do stolika mikroskeggo, probki napylano 3min ztotem.
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4.3.6.3. Stopia proliferacji komérek
Stopier proliferacji komoérek 3T3 oraz MSC oktano korzystajc z testu DNA.
Ekstraktowano DNA z agder komodrkowych dodag 150ul wody do kadego dotka
hodowlanego. Do mieszaniny wody i DNA dodano roztwibechst (bis-benzimidazol).
Wynikiem badania byt pomiar ekstynkcji fali o dhégo 460nm na spektrofotometrze
(FLx800 Bio-Tek), wykonany dla kadej z badanych probek odniesiony do probki kongpin

(Control TCP). Wynik jestrednia pomiaréw z 3 probek.

4.4. Wyniki i dyskusja
Analizowano jedno- i dwusktadnikowe wtdkna formowametod elektroprzdzenia.

4.4.1. Analiza widkien i widknin jednosktadnikowya

4.4.1.1. Morfologia witékien przdzionych z ra&nych rozpuszczalnikow
Podgto prole okrelenia wptywu rodzaju rozpuszczalnika na morfotogivtokien
jednosktadnikowych PCL. Zefia SEM przedstawiajwiokna PCL przdzione przy statych:
stezeniu (12%), przyleonym napgciu (13kV), szybkéci podawania (7pl/min), ale zadych
rozpuszczalnikbdwTabela 7) zgodnie z receptar(Tabela 3 na stronie 52).

Wykorzystane rozpuszczalniki: chloroform/metanol:2B6 (CM), chloroform/DMF
50:50 (CD2), TFE, HFIP tia sic m.in. przewodngcia elektryczm oraz stat dielektryczn,

ktore g istotne z punktu widzenia procesu elektredeenia (Tabela 6).

Tabela 6. Wiaiciwosci wybranych rozpuszczalnikéw-dane literaturowe] ™%

Temperatura Napigcie

Rozpuszczalnik wrzenia powierzchniowe dielesktt?*a di :\/IomeDntb
[°C ] w 25°C [mN/m] yczna ipolowy Debaya
Chloroform 61,7 26,5 4,8 1,15
HFIP 59,15 16,1 16,7 1,58
TFE 78,2 211 27 2,44
Metanol 64,5 22,3 33 1,6
DMF 153 37,1 38,3 3,8
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Tabela 7. Morfologia widkien PCL elektroprzedzionych z ré&nych rozpuszczalnikéw

Rodzaj
rozpuszczal
nika

Morfologia wiékien

CD2

CM

TFE

HFIP
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B
o
1
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w
o
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Najcieasze widkna PCL otrzymano z rozpuszczalnika CD2 €lal3). Ichsrednia
srednica to 160nm, zmierzona jak@dnia warté¢ wtdkien osrednicach od 95nm do 690nm.
W morfologii tych widkien mena zauway¢ koraliki, ktére uznaje si za defekt. Na
powierzchné 1unt przypada 1,02 koralika o ksztalcie znieksztatcatigpy.

Widkna PCLCM, przdzione z mieszaniny chloroform/metanol, charaktejyzsic
wieksza s$rednp $rednie, dwym rozrzutem srednicy oraz brakiem koralikbw
w poréwnaniu z wioknami PCLCD2. Rozpuszczalnik GMtjpoza tym mniej toksycznyzni
CD2 (z dodatkiem DMF), a rozwigie powierzchni tych wiokien wydawataesbyc
funkcjonalnym czynnikiem z perspektywy aplikacjimynierii tkankowej.

Wibkna przdzione z TFE gciensze i bardziej nierbwnomierne na dtdgoniz widkna
przedzione z HFIP. Wynika to z wkszego momentu dipolowego orazc¢hsze) stalej
dielektrycznej TFE. Przyfmne pole elektryczne jest bardziej efektywne, gdgkezy jest
moment dipolowy rozpuszczalnika.

Perspektywa dodatku biopolimeru (tworzenie  wiokienwusktadnikowych)
wyselekcjonowata HFIP jako rozpuszczalnik, w ktorymzpuszczalny jest PCL jak rowaie
biopolimery. W poréwnaniu z wiéknami PCL gdzionymi z TFE, widkna PCL z HFIP
charakteryzuj sie wieksza rownomierndcia srednicy na dlugéci widkna. Wyréniaja je
takze bardzo maty rozrzugrednicy w poroéwnaniu z witdknami formowanymi z inhyc

rozpuszczalnikow.

4.4.1.2.1. Morfologia widkien zalenie od sgzenia polimeru oraz
przytozonego napgcia
Przed przysipieniem do procesu elektropdzenia z wybranych rozpuszczalnikdw, zbadano

lepkas¢ i przewodnéc elektryczm roztworow PCL na przyktadzie roztworow PCL w HFIP
stezeniach 3, 5, 7% (widkniny PCLH) (Rysunki 33- 35).
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Rysunek 33. Przyktad zalenosci lepkosé w funkcji szybkosci scinania (roztwér 5%PCL w HFIP)
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Rysunek 34. Lepkd¢ roztworéw w funkcji stezenia PCL w HFIP (przy szybkdici scinania 5,4 &

Zaleznoé¢ lepkasci od szybkéci scinania wskazuje na nienewtonowski charakter
(Rysunek 33). Spadek lepda roztworu 5% PCL w HFIP ze wzrostem szykioscinania
Zwigzany jest z orientowaniemesimakrocasteczek podczaginania. Ocenionaze podczas
przedzenia, szybk@ scinania wewatrz dyszy wynosita ok. 5,2s

Rysunek 34 przedstawia zatei¢ lepkasci od stzenia roztworu. Wzrost lepkoi
wraz ze sfzeniem polimeru zwizany jest z wikszym spdtaniem makrocgsteczek i dziki

temu silniejszymi oddziatywaniami makrasteczek midzy soh.
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Rysunek 35. Zalgnosé¢ przewodndici elektrycznej roztworéw w funkcji stezenia PCL w HFIP

Wraz ze wzrostem gtenia PCL w HFIP maleje przewoditoelektryczna ze wzgtlu na
niepolarné¢ polimeru (Rysunek 35). Wkszy udziat niepolarnych, nieprzewadygch
czastek wywotuje obrienie sumarycznej przewodito elektrycznej roztworu.

Na ptyke przedziono jednoskiadnikowe wiokniny PCL z HFIP (WiOkR&LH) oraz
witokniny PCL z CM (wibkna PCLCM) zmienigg skzenie roztworu. Rysunki 36 i 37
przedstawiaj zdjgcia SEM widknin PCLH, PCLCM wyprzizionych z przyleeniem
okreslonego napicia, z roztworéw o rénym stzeniu

Wiokna PCLH wykazuj mniejsze rozwinicie powierzchni widoczne jako mniejsze

rozwiniecie powierzchni w poréwnaniu z widknami RCM. Zauway¢ mazna réwnie
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wigksza jednorodnéc¢ srednicy widkien PCLH na dtugoi, mniej defektow- zgrubie i
koralikow. Przy niskich gtaniach obserwuje skoraliki osadzone na cienkich widknach. W
przypadku PCLCM sto koraliki o przekroju elipsy, natomiast dla PCbHbrzekroju kofa.

a b c

Rysunek 37. Morfologia witékien PCLH a) 3%, b) 5%, ¢ 7%. przy napieciu 13kV

Rysunek 38 obrazuje zales¢ sredniej grubéci od stzenia roztworu oraz
przyktadanego nagtia widkien PCLH oraz PCLCM.
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Rysunek 38.Srednia srednica w funkcji przyto zonego napgcia oraz sezenia PCL a) PCLH, b) PCLCM

Srednia srednica wiokien silnie zaly od stzenia PCL, stabiej od przyktadanego

napkcia (Rysunek 37 a, b)Srednica widkien wzrasta wraz zeginiem roztworu, co

Zwigzane jest ze wzrostem legkd roztworow. Trudno doszukiwasie zaleznosci wptywu

przyktadanego nagtia nasrednie widkien PCLH oraz PCLCM, perzionych z roztworow

0 raznych stzeniach.

Na Rysunkach 39 i 40 pokazafrednih porowatd¢ catkowity wioknin orazsredni srednic
widknin poréw dla witdknin PCLH oraz PCLCM.
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Rysunek 39. Srednia porowatosé catkowita widknin w funkcji przyto zonego napgcia oraz sezenia PCL
a) PCLH, b) PCLCM
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Rysunek 40.Srednica poréw wioknin w funkcji przytozonego napgcia oraz sezenia PCL a) PCLH,
b) PCLCM

Porowatd¢ catkowita oraz wielk& poréw widknin PCLH, PCLCM wzrasta ze
stezeniem polimeru oraz przytonym naptciem. Koreluje to z grubdcia widkien- im
grubsze widkna tym wksza porowat& catkowita i wikszy sredni rozmiar porow.
Maksymalna porowaté wioknin PCLCM oraz PCLH jest d6 zblizona i wynosi
odpowiednio 82, 84%. Wielké porow witdknin PCLCM jest wksza ni PCLH, na co
wplyw ma wkksza srednia srednica widkien oraz wkszy rozrzut grubici w przypadku
widknin PCLCM.

Zgodnie z przytym modelem, maksymalna wielldoporéw jest réwna trzykrotnej
sredniej wielkgci poréw [47.

Wyznaczenie porowagoi catkowitej dla witoknin z koralikami (mate ¢genie
polimeru w roztworze) odnosi ¢sido catkowitej masy wiokniny 4eznie z koralikami),

dlatego te wyznaczona wartgé moze by nieco zafalszowana i w rzeczyei nieco wy:sza.

4.4.1.2.2. Struktura molekularna

Analiza FTIR potwierdza wysgpowanie charakterystycznych grup funkcyjnych obebny
PCL oraz dwufazowé PCL- obecn® fazy amorficznej vam | krystalicznej
ve W analizowanych wiéknach. Zgodnie z danymi literatymi [**3 widoczne piki

(Rysunek 41) zostaty przypisane oscylacjom konkgatrgrup chemicznych (Tabela 8).
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Rysunek 41 Profil FTIR dla PCL
Tabela 8. FTIR dla PCL
Potazenie (cm") Drganie Oznaczenie
2949 Rozciganie asymetrycznych GH Vas (CHy )
2865 Rozciganie symetrycznych GH vs (CHy)
1727 Rozciganie grup karbonylowych v(C=0)
1293 Rozciganie C-0O i C-C w fazie krystalicznej aV
1240 Rozciganie asymetrycznych COC Va5 (COC)
1190 Rozciganie OC-0O v (OC-0)
1170 Rozciganie symetrycznych COC vs (COC)
1157 Rozciganie C-0O i C-C w fazie amorficzne;j Vam

PCL jest polimerem silnie hydrofobowym, zmierzonyt kwilzania to 128+2 dla

widkien przdzionych na phg oraz 119+4dla widkien przdzionych na ben z 5%PCLH.

PCL jest polimerem niepolarnym co begpamnio wptywa na brak powinowactwa do wody.

Rysunek 42. Pomiar zwitania wtdkniny PCL (5%PCLH P)

4.4.1.2.3. Struktura nadmolekularna

Analize struktury nadmolekularnej wtdknin prowadzono peedzystkim z gyciem DSC w
zakresie temperatur 20-0. Rysunek 43 ilustruje zaleoi¢ przeptywu ciepta w funkcji
temperatury dla widkniny (5%PCLHP pdzionej przy napiciu 13kV), w poréwnaniu do
folii odlanej z tego samego roztworu i granulatuLP®@/ zakresie 30-6%, obserwuje si

endotermiczny pik zwzany z topnieniem krysztatow w: granulacie, folwoknach- z
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maksimum odpowiednio w 62, 61, %8 Ze wzgédu na dynamik procesu elektropezizenia,
czas krystalizacji PCL we witdknach jest znaczni@day ni w folii. Krysztaty we witdknach
sa zatem mniejsze i bardziej zdefektowanewifolii.

Wydtuzone lewe rami piku, zaczynajce s¢ juz w temperaturze 3C, jest skutkiem
topnienia najmniejszych i najbardziej zdefektowdnkoysztatow (30-62C).
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Rysunek 43. Przebieg krzywej DSC ogrzewania dla grallatu, folii oraz wtdkien PCL (5%PCLH, 13kV)

a b

Stopien Kkrystalicznosci
Stopien krystalicznosci [%]

Stopien krystalicznosci
Stopien krystalicznosci [%]

Rysunek 44. Stopié krystalicznosci okreslony z krzywej DSC w funkcji przylozonego napgcia oraz
stezenia PCL a) PCLH, b) PCLCM

Stopieéd  krystaliczndci wiokien PCLH oraz PCLCM wyznaczono z danych
kalorymetrycznych. Krystaliczdé widkien PCL jest mniejsza i krystalicznd¢ folii
odlewanych z tego samego roztworu: 0.52, 0.54, odi®wiednio dla granulatu, folii oraz
wiokien (Rysunek 43). Stopiekrystaliczndci wioknin PCLH oraz PCLCM (Rysunek 44)
rosnie wraz ze wzrostem ¢genia i nieznacznie zmieniagSe przylazonym napgciem, co
koreluje z zalenoscia dla grubdéci widkien. Dla wtokien 3%PCLH, przy stosunkowo kima
napkciu 11kV, krystaliczné¢ jest nieoczekiwanie wysoka, na co wplyw mogied

pojawiapce st koraliki. Krystalizacja podczas pdzenia z roztworow o wkszym s¢zeniu
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zachodzi w wgkszej masie (koncentracja makraesteczek wiksza). Tworz sie grubsze
wibkna o wyszym stopniu krystaliczgoi. W roztworach o wikszym s¢zeniu
makrocasteczki polimeru maj krotszy droge migracji, wkkszy zdolnag¢ aglomeracii |

porzadkowania w krysztaty, co zwksza krystaliczne.

Poréwnawczo przeprowadzono badanie krystalig@np wykorzystaniem WAXS dla
widkniny 5%PCLH B przdzionej na bben w odniesieniu do pgdzionej na phg (PCLH P)
(obie przy napiciu 13kV). Na Rysunku 45 pokazano rentgenogram waligkien PCLH
przedzionych na ben oraz na phgt

Z zarejestrowanych rentgenograméw odczytano groditialne (Rysunek 46). Profile te
pokazuj szereg pikdw pochodeych od krysztatéw PCL: (110) poditem 2= 9.65 stopni;
(200) pod lgtem D= 10.75 stopni; (210) podatem 13.4 stopni; (120) pochtem D= 17.28
stopni; (310) pod &em D=18.40 stopni; (220) pocatem D= 19.50 stopni; (207) pochtem
20= 20.0 oraz amorficzne halo z maksimum pogtekn D= 9.0 stopni. W wyniku

aproksymacji funkcjami Pearsona VII zbadame krystaliczné¢ widkien PCLH zbieranych

na ptye jest mniejsza ritych zbieranych na obragay beben i odpowiednio wynosi: 0.43
(PCLH P); 0,524 (PCLH B).
a b

kierunek

utozenia widkien

Rysunek 45. Rentgenogramy wiékien 5%PCLH zbieranyit a) na plyte oraz b) na kgben (zaznaczony
kierunek utozenia wiokien) przy 13kV
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Rysunek 46 a) Profil radialny wredniono po kacie azymutalnym, b) przyktadowa aproksymacja profil

Na podstawie profili azymutalnych WAXS oszacowaapier orientacji molekularnej
krysztatbw PCL. Wyznaczona orientacja molekularrea wdéknach PCLH zbieranych na
beben okrélona z profilu kta azymutalnego (Rysunek 47), wynosi 0,424. Z uwagsposob
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utozenia wiokien i metodyk ocena ta nie jest nmlbwa dla wiokien przdzionych na phyd

(brak wyr@nionego kierunku uteenia wiokien).
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Rysunek 47. Profil azymutalny refleksu (110) dla wdkien 5%PCL przedzionych na kgben

Podgto prolg oceny czynnika orientacji molekularnej metodceny dwoéjtomnéci
optycznej dla pojedynczych witokien zbieranych ngtepfmateriaty opublikowane w pracy
[**9.

Srednia dwdjlomnéé optyczna zostata okiena dla wiokien PCLCM oraz PCLCD1

przedzionych z roztwordw o eych stzeniach oraz przy edych napgciach (Tabela 3).

Rysunek 48. Wiékno PCL w CD1 w polu pazkowym przy uzyciu $wiatta biatego (7,5kV)

Przyktadowy obraz pojedynczego wiékna PCLCD1 w pgohikowym (Rysunek 48)
wskazuje na niejednorodftodwoéjtomndaci optycznej wzdha osi widkna. W miejscu gdzie
brak odchylania pgkow materiat jest izotropowy. Odchylanie aztka w prawo
swiadczy o dodatniej dwojtomroi, czyli nj > n.; natomiast, gdy p< n. dwojomndac jest
ujemna. Dwojtomné& dodatnia oznacza orientaciczasteczek wzdha osi widkna, z&

dwojtomnai¢ ujemna przeciwnie.
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Tabela 9.Srednie wartosci dwojtomnosci optycznej oraz orientacji molekularnej wiokien RCLCM oraz
PCLCD1

s Napiecie Srednia x O,(_jchylen’ie_éredniej . | Sredni wspétczynnik
Nazwa probki [KV] dwojtomnosé dwoﬂomnogy ’optyc_zrlej orientacji
optyczna od wartosci sredniej
7%PCL CM 7,5 -0,018 0,005 -0,110
7%PCL CM 10 -0,022 0,007 -0,131
9%PCL CM 7,5 -0,019 0,011 -0,119
9%PCL CM 10 0,052 0,039 0,326
9%PCL CM 15 -0,006 0,003 -0,040
12%PCL CD1 7,5 -0,024 0,033 -0,144
12%PCL CD1 10 -0,008 0,003 -0,032
12%PCL CD1 12,5 0,021 0,046 0,085
14%PCL CD1 7,5 -0,011 0,011 -0,069

Analiza wptywu parametréw elektrogdzenia na orientagjmolekular wskazuje
wzrost wartéci wspotczynnika orientacji wraz z przylonym napiciem oraz sgzeniem
polimeru w roztworze (Rysunek 49a, b). ata zauway¢ lokalne maksimum warfoi
orientacji molekularnej wraz ze wzrostem przgoego napicia. Wpltyw przyktadanego
napkcia na orientagj molekulara jest znacznie silniejszy mina srednie widkien oraz
porowatd¢ wtoknin (Rysunki 38 i 39)

a

Crientation factor
Grientation factor

Orientation factor
Crientation factor

Rysunek 49. Srednia wartosé orientacji molekularnej pojedynczych widkien, wyzraczona metod

dwojtomnosci optycznej, w funkcji przylozonego napgcia oraz sgzenia roztworow a) PCLCM b)
PCLCD2

Na podstawie profili azymutalnych WAXf8az pomiaréw dwojtomriei optycznej
stwierdzonozze widkna zbierane na ptyhie wykazuj orientacji molekularnej lub jest ona
bardzo staba. Podczas gdy, w wyniku zbierania neacalpcy sk beben nasipuje
uporzdkowanie makrocgiteczek na skutek roagania. Orientacja molekularna silnie zgle
zatem od sposobu zbierania witokien.
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4.4.1.2.4. Wiaciwosci mechaniczne widknin

Widkniny PCLH i PCLCM rozeigano w maszynie wytrzymaicowej Instron. Rysunek 50
obrazuje zalenos¢ napezeniall (przyktadanej sity przeliczonej na jednasfiowierzchni) od
wydtuzenia €. Dla wtoknin PCLH oraz PCLCM nima zaobserwowawzrost napgzenia

Zrywajacego wraz ze wzrostemegénia polimeru. Wytrzymaké na zerwanie oraz modut
Younga widknin PCLH jest wygzy ni wioknin PCLCM, co jest zwzane
najprawdopodobniej z aym rozrzutemsrednicy widkien PCLCM.

25 -
e 14% PCLCM
s 20 pd
% e 7% PCLCM
o 1> ———10% PCLCM
e
& 10 | 3% PCLH
a
S 5 5% PCLH
0 7% PCLH
0 500 1000 1500 2000
Wydtuzenie wzgledne € . [%]

Rysunek 50. Napezenie w funkcji wydtuzenia wtéknin PCLH oraz PCLCM.

a b

Modul Younga [MPa]
Modul Younga [MPa]
Modul Younga [MPa]

Rysunek 51. Modut Younga w funkcji przytlazonego napgcia i stezenia PCL a) PCLH, b) PCLCM

Modut Younga okréla spezystas¢ polimeru. Obserwuje siwzrost modutu Younga
wraz ze s{zeniem roztworu dla wioknin PCLCM (Rysunek 51 b).0kAiny PCLH wykazuj
wzrost modutu Younga do agjniecia maximum po przekroczeniu, ktérego obserwmwva
nieznaczny spadek spistoici (Rysunek 51 a). Obienie spgzystasci przy wyzszych
stezeniach mae wynik& z wigkszej niejednorodrici widkien na diugéci. Na niskie
wartasci modutu przy matych steniach (3% PCLH oraz 4% PCLCM) wplywa obe&ho
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koralikbw. Wzrost modutu Younga widkien PCLH oraZlIECM wraz ze szeniem
roztworow koreluje w diym stopniu ze wzrostendrednicy widkien oraz krystaliczoi
(Rysunki 38 i 44 na stronach 76, 71).

Podobne zalaaosci tj. wzrost spezystasci z lokalnym maksimum wraz zeggeniem

polimeru opisano w literaturze dla wiokien PCE] praz PVDF {%1.

4.4.1.2.5. Badania biologiczne z wykorzystaniem kairek 3T3 oraz MSC
Przeprowadzono hodowle fibroblastow mysich 3T3ywanych jako wskaniki
cytoksycznosci materiatdw biomedycznych zgodniekeedtona normy [°] oraz dodatkowo
ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych M&Cwitokninach PCLH, PCLCM
przedzionych z roztworéw o tdych stzeniach, ze zmianprzyktadanego naggia. Po 2
dniach hodowli korzystag z procedury barwienia immunohistochemicznego iocen
ksztalt, rozptaszczenie, rozmieszczenie komorek spaawdzono cytotoksyczétokomorek.

Rysunek 52 przedstawia morfolegikomérek 3T3 po 2 dniach hodowli
zarejestrowasy za pomog FM. Zdjecia komorek 3T3 na TCP wykazaugharakterystyczn
budowe. Wysiane komorki rozptaszcaagie prawidtowo na podizu, nie g zainfekowane.
Szkielet komérkowy wykazuje charakterystyczne whblaktynowe &ng. stress fibres- SF
oraz filopodia odpowiedzialne za migradgomoérek. Komorki 3T3 wysiane na witdknach
PCLH oraz PCLCM nie wykazajwiasciwego rozptaszczenia oraz filopodidw; przybraty
ksztatt kulisty oraz charakteryaujsic niewielkim rozwingciem szkieletu aktynowego.
Utozone g w skupiskach, nierbwnomiernie na witdkninie. Wskigstvytworzone podiza @
niecytotoksyczne, jednak niewielkie rozwiniecie istu aktynowegaoswiadczy o stabej
aktywnaici oraz adhezji komorek.

Komorki 3T3 wysiane na witdkninie PCLH formowanej Iogben wykazuyj utozenie
szkieletu aktynowego zgodnie z kierunkiem zghoia widkien (Rysunek 52 i). Wydtany
szkielet aktynowy zgodnie z widoknagwiadczy o odczytywaniu przez komorki informacji z
topografii wiékniny- zjawisko opisane tai w literaturze CG*f.

Sprawdzono tate rozptaszczenie komorek po dniach hodowli (Rysunek 53).
Wybrane zdjcia wskazuj na nieco wgksze rozwingcie szkieletu aktynowego. Komorki
pokrywap ok. 65% powierzchni widknin, jednak nadal pozastaglokowane blisko siebie,

tworzac aglomeraty
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Rysunek 52. Morfologia komérek 3T3 po 2 dniach hodsli na a) TCP oraz wtokninach PCLCM b) 4%, c)
7%, d) 10%, e) 13% i PCLH f) 3%, g) 5%, h) 7% oraz5%PCLH prz ¢dzionych na kgben
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Rysunek 53. Morfologia komérek 3T3 po 7 dniach hodeli na a) TCP oraz widkninach b) 5%PCLH P c)
5%PCLH B

Zdjecia SEM pozwalaj na przestrzenne zobrazowanie morfologii i adhleajnérek
3T3. Na Rysunku 54 zamieszczonoezih komorek na podimch PCLH przdzionych w
roznych warunkach. Komorki aglomesdjskupiska widoczneasprzy matych jak i diych
powigkszeniach. Rozwigcie szkieletu aktynowego jest niewielkie, ni@ svidoczne
filopodnia, coswiadczy o ograniczonej migracji komoérek (Rysunek 54

EMPA_SG 2.0kV &.9mm x30 SE(M)
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y j 0o EMPA_SG 2.0KV 8.2mm x30 SE(M) T oomm
Rysunek 54. Morfologia komorek 3T3 hodowli na a) T® oraz wiékninach b) 3%PCLH P ¢) 5%PCLH P,
d) 7%PCLH P e) 5%PCLH B po 7 dniach ( w ranych powigkszeniach)

Rysunek 55 a obrazuje budewudzkich mezenchynalnych komérek macierzystych
MSC wysianych na TCP. Moa zauway¢ charakterystyczne widkna aktynowe oraz
filopodia. Zdgcie jest potwierdzeniem wysiania zdrowych komOrgkawidtowo sg¢
rozptaszczajcych i migrupcych. Obrazy FM (Rysunek 55b-h) komérek MSC po #acim
hodowli na widkninach PCLH oraz PCLCM, wskazuja mniejsze rozmiacie szkieletu
aktynowego ni na TCP. Jednoczeie wykazuj mniejsz che¢ kolonizacji ni w przypadku
komorek 3T3. Szkielet aktynowy komorek MCS jestkdylnieco lepiej rozwirity niz
komorek 3T3. Podtta PCLH oraz PCLCM pozostapiecytotoksyczne dla komoérek MSC.
Komorki MSC § rozmieszczone bardziej réwnomiernie z nikomorki  3T3.
Adhezja irozptaszczenig sdwniez wigksze nk w przypadku 3T3. Rozptaszczesigiadczy
0 wickszej aktywnéci metabolicznej komorek oraz giszej gotowéci do kolejnych
podziatéw.

Dodatkowo komorki MSC wysiane na wiokninPCLH formowan na [gben
wykazup utozenie szkieletu aktynowego zgodnie z kierunkiemzesga wiokien (zjawisko
CG) (Rysunek 55 i). Wydhkony szkielet aktynowy zgodnie z wtdknadwiadczy o dobrej
komunikacji komorki z podizem.
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Rysunek 55. Morfologia komorek MSC po 2 dniach hodeli na TCP a) oraz wtékninach PCLCM b) 4%,
c) 7%, d) 10%, e) 13% i PCLH f) 3%, g) 5%, h) 7%przdzionych na plyte; i) 5%PCLH na beben
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Rysunek 56. Test DNA po 7 dniach hodowli komérek 33 na wtokninach a) PCLH, b)PCLCM w stosunku
do prébki kontrolnej TCP

Proliferacg komorek 3T3 na podiach PCLH oraz PCLCMbo 7 dniach hodowli
in-vitro oceniono za pomadestu DNA odnosicego s¢ do ilosci DNA zawartego wgdrach
komorkowych (Rysunek 56). W przypadku wioknin PCL{Rysunek 56 a) stopie
proliferacji jest wyranie nizszy dla prébek przlzionych z roztworu o wysokim ¢ieniu,
przy matym nagiciu. Zaleznos¢ ilosci komorek dla PCLCM w funkcji gkenia roztworu oraz
przyktadanego nagtia wskazuje na wkszy stopié@ proliferacji komoérek na podiach
przedzionych przy ok. 15kV. Wibkna wytwarzane w tych ragkach wykazuj wicksz
orientacg molekularm oraz wyszy stopié@ krystalicznéci PCL, niz w pozostatych
warunkach. Dla widéknin PCLH maksimum proliferacjfiokien przdzionych z tych samych
stezen obserwujemy przy 13kV przyktadanego r@a. Przy matych skeniach (cienkie
widkna i koraliki) notuje si relatywnie wysoki stopieproliferaciji.

Generalnie jednak stomieproliferacji komorek po 7 dniach na widkninach RGL
PCLCM jest mniejszy i na probce kontrolnej. Uwzglniajac odchylenie standardowe

mozna uzné@, ze na wszystkich prébkach stopiproliferacji jest déc¢ zblizony (Dodatek 1).

4.4.1.3. Podsumowanie wynikéw badawtokien jednosktadnikowych

Ocena wpltywu parametrow elektropdzenia na morfologii struktue nanowtokien zostata

przeprowadzona na podstawie wtokien jednosktadnjikabmwytworzonych z czystego PCL.

Ztozonas¢ procesu elektropedlzenia czyni to zadanie niefatwym. Na podstawie

przeprowadzonych bafianozna wyckgna¢ nastpujace wnioski:

» Morfologia witdkien PCL silnie zalgy od stzenia polimeru oraz rodzaju rozpuszczalnika-
jego statej dielektrycznej oraz przewodaioelektrycznej. DMF oraz metanol skutecznie

podnosz przewodné¢ elektryczn roztworow PCL w chloroformie.
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Przzdzenie wiokien bez koralikbw z PCL fredniej wagowej masie ggteczkowej
Mw=80000Da z rozpuszczalnikow HFIP oraz chlorofarmetanol (CM) jest mdiwe
powyze] 5% stzenia roztworu. Widkna pezizione z HFIP s bardziej jednorodne na
diugcéci niz przgdzione z chloroform/metanol (CM), charakteryzugic mniejszym
rozwinigciem powierzchni oraz mniejszym rozrzuténednicy. Minimalne nagcie przy
ktorym maliwe jest przdzenie to ok 8kV. Peinstabilng¢ procesu ogga s¢ w 10kV.
Powyzej 20kV sita przyktadanego napia jest zbyt dia przy zadanym przeptywie
| przedzenie staj sic impulsowe.

Wzrost lepkdci roztwordéw wraz ze wzrostemesgenia roztworéw przektadacsna wzrost
sredniej grubéci widkien. PCL jest polimerem niepolarnym, co pmaluje, ze w
przypadku wzrostu stenia polimeru, nagpuje spadek przewodnictwa elektrycznego, co
dodatkowo wplywa na wzrost gruwmd widkien. W zalenosci od rodzaju roztworu
mozliwe jest tworzenie wiokien nanometrycznych, jalwndez submikronowych.
Parametry aparaturowe tj. przyme napicie nie wplywag tak silnie jak parametry
roztworu na morfologi nanowtdknin. Zbierane na petwiokna wykazu brak
wyroznionego kierunku ut@enia, podczas gdy widkna zbierane ngeb uktaday
sie¢ w kierunku zgodnym z kierunkiem rotacjhmna.

Stwierdzono istnienie korelacji poeaizy krystalicznécia a grubdcia widkien. Im grubsze
widkna przy przdzeniu z roztworu o wkszym sgzeniu, tym wekszy stopié
krystaliczndci ze wzgédu na krystalizagj w wickszej masie. Krystaliczeé koreluje
warz zesrednia widkien niezalenie od rodzaju rozpuszczalnika.

Zaobserwowano wyray wzrost stopnia krystaliczaoi przy zastosowaniu jako kolektora
obracajcego st bebna w poréwnaniu do nieruchomej plyty, coaid sk ze zjawiskiem
orientowania & molekut podczas elektropgidzenia na &ben. W efekcie orientowania
makrocasteczek formowanie krysztatdw zachodzi zksiz tatwaoscia.

Widkna zbierane nacben wykazuyj orientacg molekulara. Natomiast widkna zbierane
na ptye wskazuy bardzo niewielki, zmienny czynnik orientacji molgkrnej wzdha osi
widkna (badania dwojtomrioi). Orientacja molekularna we wiéknach jest zatgdwnie
efektem rozeigania podczas zbierania wiokien ngbén. Orientowanie makrogzteczek
przez przyktadane nagie jest bardzo stabe.

Wiasciwosci mechaniczne widkienaszalezne od struktury molekularnej- im \vigzy

stopier krystaliczndci tym wyzszy modut Younga- dla widkien pgrdzionych z roztworéw
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0 wigckszym sg¢zeniu, dla ukladu PCL/HFIP zaobserwowano lokalne smakm modutu
Younga. Obecni koralikdbw w strukturze znacznie olaiwitaciwosci mechaniczne.
Pomiar lita zwilzania wskazuje na si#nhydrofobowdé widkien PCL, niekorzystn
w hodowli komérek 3T3 oraz MSC w warunkach in-vitro

Uzyskane wyniki bada biologicznych in-vitro (cytotoksyczrné, adhezja, proliferacja)
wskazuj, iz niezalenie od warunkéw prgdzenia, widkniny z czystego PCL nie stangwi
funkcjonalnego podia dla komorek. Nie zauwano znaczcych zmian w stopniu

proliferacji w zalenosci od parametréw formowania widknin ¢génie polimeru, rodzaj

rozpuszczalnika). Obeckokoralikow nie zmniejszyta zdoldoi komorek do proliferacii.
Szkielet aktynowy komérek 3T3, po 7 abhi hodowli, pozostat stabo
rozwinicty, a komorki przybraty kulisty ksztatt i wykazugluza che¢ kolonizacji. Komorki
MSC maj wiecej punktow adhezji- lepiej akomaorki 3T3- rozwingty szkielet aktynowy,
lepsz dyspersi na wtokninach. Widoczne jest wydienie szkieletu aktynowego komorek
wysianych na wtdkninach zbieranych ngobn, zgodnie z kierunkiem uenia wiokien.

4.4.2. Analiza wtokien i wioknin dwusktadnikowych

W wyniku analizy wptywu parametréw mdzenia na morfologii struktue molekularm,
widkien jednosktadnikowych, dobrano parametryedeenia w uktadzie polimer/HFIP. Na
podstawie bada w celu tworzenia widkien wolnych od koralikdw, zgjeto skzenie
roztworow na poziomie 5% oraz przyktadane neipi 13kV. Badania biologiczne wskazaty
na niedostatecanaktywna¢ i proliferacg komorek na widkninach PCL ze wzdl na dua

hydrofobowd@¢, mimo r&nicowania: morfologii, struktury molekularnej oraztywndci

widkien poprzez zmianparametrow procesu. Dodatek biopolimeru ma na petiniesienie
hydrofilowosci w kontelcie adhezji komérek. Z literatury wiadomage biopolimery
podnosz aktywna¢ biologiczry podiazy poprzez sekwencje RGD. Dodatkowaglatyna
ulega szybciej degradacjiznpoliestry, co mge prowadzi do wzrostu porowatai wiokniny

w warunkach iv-vitro.

4.4.2.1. Wdciwosci roztworow

W celu charakterystyki roztworow zostaty zmierzoepkos¢ oraz przewodni elektryczna

jedno- i dwusktadnikowych roztworow cegeniu 5%.
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Rysunek 58. Przewodné¢ elektryczna roztworéw PCL, Ge, PCL/Ge w HFIP
Rysunek 57 przedstawia zah@s¢ lepkasci w funkcji szybkdci scinania dla PCL,
PG4:1, PG1:1, PG1:4 oraz Ge. W mieszankach PChf@e czystej Ge pod wptywem sit

{384

¢ 330

g 182

Przewodnos$c [uS/cm]

scinajacych nastpuje gwaltowny wzrost do agnigcia maksimum, po przekroczeniu
ktdrego, obserwuje i stopniowy spadek lepkoi. Wzrost jest przypuszczalnie
spowodowany orientowaniem makrasteczek zelowaniemzelatyny w obecn&i wody pod
wptywem przyktadnych sit. Taki chwilowy wzrost lemici okresla sk zjawiskiem reopeksii.

Przy szybkéci scinania 5,48 (wyznaczonej szybKai scinania w igle), lepk& dla
mieszanek jest znaczniezga nk dla czystego PCL i wynosi 0.5, 0.8, 2.3Pa*s odgakvio
dla PG4:1, PG1:1, PG1l:4. Lepkoroztoru PG1:4 jest zliona do lepkéci czystej Ge
(2.7Pa*s).

Przewodné¢ elektryczrm mieszanek w funkcji stosunku PCL/Ge przedstawiaoao
Rysunku 58. Roztwor PCL w HFIP z uwagi na niepaténpolimeru wykazuje niezbyt
wysoka przewodné¢ elektryczm. Wraz ze wzrostem udziatu Ge w roztworze, na $kute

dtugich, silnie polarnych facuchéw Ge przewodsé elektryczna wzrasta.
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Ze wzgkdu na podobigstwo struktury casteczkowej Ge i Col przewidujegsize
lepkas¢ oraz przewodnig mieszanin PCL/Col jest zhbna do PCL/Ge.

4.4.2.2. Morfologia wtokien

Zdjecia SEM (Rysunki 60 i 61) obrazumorfologie widkien dwusktadowych: PG4:1, PG1:1,
PG1:4, PC oraz jednosktadnikowych PCL, Ge, Cokdjgprébki odniesienia) pgdzionych

z HFIP na ptyt P oraz rotujcy bebenB (Tabela 10).

Tabela 10. Wi6kniny jedno i dwusktadnikowe wybranedo badan

Probki Stezenie wiw [o5] | 0028 kolektora
p B
1 PCL, Ge 5 X X
2 Ge3, Col3 3 X
3 | PG4, PG1:1, PG4:1, PG1:4, PCAl | 5 X X

a
kierunek roacji
bebna

b

C
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Rysunek 59. Morfologia wtokien jednosktadnikowych oaz dwuskiadnikowych a) PCL, b) PG4:1, c)
PG1:1, d) PG1:4, e) PC4:1, f) Ge pktizionych na plyte (lewa kolumna) i bgben (prawa kolumna)
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Rysunek 60. Morfologia widkien jednosktadnikowych 3Ge3, b)Col3 pradzionych na plyte

Morfologia jest podstawowym parametréamdry rozwaa st w ocenie przydatrici
materialu jako podie komoérkowe stosowane w zynierii tkankowej. Zdicia SEM
(Rysunek 59) wskazgj ze dobrane parametry pdzenia uméliwiaja formowanie
jednorodnych wiokien, bez koralikéw i defektow pewzchniowych. Powierzchnia widkien
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wolna jest od poréw, zefia SEM wskazuwj na niewielkie rozwiricie powierzchni. Widkna
zbierane na dben ukladaj sic w jednym, wyr@nionym kierunku zgodnym z kierunkiem
rotacji lebna (Rysunek 59 prawa kolumna), podczas gdy wiakimerane na ptytutozone g
przypadkowo (Rysunek 59 lewa kolumna).

Mozna zauway¢, ze wraz ze wzrostem udziatlu Ge w mieszaninie PClzi@enia s¢

przekréj wiokien z okggtego na wstzkowy.

1,8 + PCL

1,6 -
_ 1,4 - PG4:1
g 1,2 - I
3 mPG1:1

0,8
-g mPG1:4
206 - I I
8 04 -
c I H Ge
3 02 - 1
\m O

8 10 13 15 18
Napiecie [kV]

Rysunek 61.Srednia grubos¢ widkien PCL, PG4:1, PG1:1, PG4:1, Ge prgzionych na plyte w funkgji

przyktadanego napkcia.

Rysunek 61 obrazuje zates$¢ sredniej grubéci widkien przdzionych na phyt
w funkcji przyktadanego naggia. Dla wybranego (dowolnego) przyktadanego @api
mozna zauway¢, ze wraz z dodatkiem matej doi Ge (PG4:1)rednica wiokien znacznie
maleje w stosunku do widkien gdzionych z czystego PCL. Naphie, wraz ze wzrostem
ilosci Ge we widknachsrednica rénie, by osagna¢ maksimum dla czystej Ge (wskowy
ksztatt widkien). Najcigsze widkna otrzymano z roztworu PG4:1. Ykt wiokien Ge g
nieco szersze niPG4:1 (Rysunek 57).

Na skutek dodatku Ge do PCL zmieniagic wiasciwosci reologiczne roztworu,
wzrasta przewodrio (Rysunki 57 i 58). Im wksza przewodni elektryczna roztworow tym
efektywniejsze dziatanie sit rozgjajpcych podczas procesu wytwarzania wiokien.

Obserwowany spadedcedniej grubéci widkien PG1:4 oraz Ge, wraz ze wzrostem
przyktadanego nagcia, mae by wynikiem efektywniejszego dziatania sit przykiadgo
pola elektrycznego, ale rowni&rotsz droga pokonywam przez wirujca strug:. Im krétsza
droga, tym mniejsze rozptaszczenie wiokien.

Obserwacje mechanizmu tworzenia wistizkowych widkien w zalenosci od rodzaju

oraz s¢zenia polimeru analizowano w pracach Renek&fd>.
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Rysunek 62.Srednia grubosé wiokien PCL, PG4:1, PG1:1, PC4:1 predzionych na plyte oraz na keben.

Rysunek 62 obrazujérednp grubagé¢ widkien dwuskiadnikowych PG4:1, PG1:1,
PC4:1 w poréwnaniu do wiokien PCL pdzionych na phg oraz kkben przy 13kV (widkna
0 przekroju kotowym). Mena zauway¢, ze widkna przdzione na obracagy sk beben majg
mniejsz srednie niz przedzione na phd. Podczas pezlzenia na obracgy sk beben
powstaje dodatkowe rozgjanie widkien, ktore obsa srednig wartags¢ grubaci.

4.4.2.3. Porowatos¢ witoknin

Porowatd¢ oraz srednia wielk@d¢ porow widknin przdzionych na phd i na Ikgben,
oszacowana zgodnie z zaproponowvametodyk, wynosita ok 76%. Wiokniny
dwusktadnikowe wykazajmniejszysredni rozmiar poréw giwtokniny z PCL (Rysunki 63 i
64). Koreluje to zé&redni grubdcia wiokien- im cigisze wiokna tym mniejsza porowédo
catkowita i mniejszysredni rozmiar poréw. Wg.'19 szacuje s, ze maksymalna wielké
poréw jest trzykrotnie wksza nk wyznaczana warkd srednia. Przyktadowo dla PG4:1
przedzionego na piygtjest to 10,5um, natomiast dla gazionego na ében ok 8,5um.
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Rysunek 63Srednia porowatosé PCL, PG4:1, PG1:1, PC4:1 widknin pradzionych na plyte oraz na
beben.
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Rysunek 64 .Srednia wielkosé porow PCL, PG4:1, PG1:1, PC4:1 wioknin predzionych na plyte oraz na
beben.

4.4.2.4. Struktura molekularna

Rysunek 65 obrazuje profil FTIR dla widkien jedniaskikowych, w zakresie istotnych liczb
falowych. Zauway¢ mazna charakterystyczne piki pochade od oscylacji ok&onych
grup- dla PCL zwizane z faz krystaliczry oraz faz amorficzry, dla Ge z poszczegdlnymi
amidami. Wartéci liczb falowych zwizane =z pikami charakterystycznymi

przyporadkowano zgodnie z danymi literaturowymi (Tabei€ld).
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Rysunek 65. Profil FTIR dla widkien jednosktadnikowych- PCL, Ge praz Col w zakresie 1000-3700¢h

Widmo FTIR w zakresie grup karbonylowych (1710-1610) (Rysunek 66) wiokien
dwusktadnikowych PCL/Ge, nie dostarczainformaciji o oddziatywaniach molekularnych
obu skftadnikdéw. Pik w zakresie grup karbomgtoh we wioknach dwusktadnikowych,
w poréwnaniu z tym samym pikiem w czystym PCL, aletgformacji oraz nieznacznemu
przesurgciu ku wyszym liczbom falowym. Mee to by dowodem oddziatywa tych
grup z grupami karboksylowymi wygtujacymi w biopolimerach. W literaturze raoa
znalex¢ tego rodzaju opis oddoie innych mieszanek. Uznaje,skte zmodyfikowany ksztatt

piku i/lub jego przesurtie $wiadczy o czsciowej mieszalnéci obu polimeréw 1261°7.
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Tabela 11. Charakteryzacja pikowzelatyny oraz kolagenu[**3,[*%9.

Potazenie (cni') Drganie Pochodzenie
3300 Rozciganie N-H, Drganie od grupy Amidowej A
© 1636- 1640 Absorbcja 8, rozciaganie C=0 Drganie od grupy Amidowe;j |
% 1542 -1544 Zginanie N-H i rozgjanie C-H Drganie od grupy Amidowej
N 1240 Rozciganie C-N i zginanie rozagfiajace N-H | Drganie od grup Amidowych Il |
3313 Rozciganie N-H Drganie od grupy Amidowej A
3085 Rozciganie C-H Drganie od grupy Amidowej B
c 1632 Absorbcja kD, rozciganie C=0 Drganie od grupy Amidowe;j |
% 1551 Zginanie N-H i rozgganie C-H Drganie od grupy Amidowej I
S 1239 Rozciganie C-N i zginanie rozggiajace N-H | Drganie od grup Amidowych IlI |

Z kolei na podstawie piku pochagzgo od drga zwiazanych z grup amidow I,
maozna wnioskowa o strukturze trzecioerlowej- udziale helis i kbkéw w biopolimerach.
Kolagen przed przlzeniem (Collagen w/s) wykazuje pik przysuych liczbach falowych
(Rysunek 66) i kolagen przdziony Col coswiadczy o udziale potréjnych helis w materiale
wyjsciowym oraz ich zaniku w przypadku witokien gdzionych.

We wioknach dwusktadnikowych pik zaygany z drganiami od grupy amidowej I,
przesungty jest ku wyszym liczbom falowym w poréwnaniu tym samym pikiemGe/Col
(Rysunek 65). Zgodnie z£'™9 oznacza to,ze udzial helis w strukturze widkien
dwusktadnikowych jest mniejszy zmv czystych Ge czy Col. W literaturze mosie

nawet o catkowitym zaniku struktury drugedowej w srodowisku silnie polarnego HFIP

[126’1601 )
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Rysunek 66. Profil FTIR dla wtdkien dwusktadniowyd w poréwnaniu z widknami jednosktadnikowymi
w zakresie 1590-1770cth
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Niezalenie od bada FTIR pozwalajcych wnioskowd& o strukturze chemicznej
widkien, przeprowadzono réwmiebadania XPS, dgki ktérym maliwe jest oznaczenie
skladu chemicznego powierzchni  widkien. Przebadammwierzchng  wiokien
dwusktadnikowych w poréwnaniu do PCL oraz Ge. SieKiPS widkien PCL wykazaijpiki
zwigzane z atomami C oraz O; od widkien Ge i Col doolatk z atomami N. Widkna
dwusktadniowe wykazygj zatem udziat C, O, N. Rysunek 67 przedstawia entmwvo ilG¢
danego pierwiastka dla wiokien jedno i dwuskladnjoln Zalenos¢ zawartéci N na
powierzchni we widknach dwuskladnikowych jest miaiva w stosunku do udzialu Ge we
widknie. We widknach PG4:1 jest geiej azotu na powierzchni mniwe widknach PG1:1.
Moze by to wynikiem efektu dyfuzji Ge ku powierzchni praypatej zawartéci tego
sktadnika. Niewielka il& N na powierzchni PG1:1 me by spowodowana gradientem Ge
we widknach, wikszym udzialem grup COO- na powierzchni (w wynikddoiatywan
niepolarnych grup Ge z niepolarnymi PCL),z ngrup zawierajcych N. Zawartéc
pierwiastkdw C, O, N na powierzchni widkien PC4rhz Col jest zbfiona do ich udziatu
odpowiednio w PG4:1 i Ge.
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Rysunek 67. S¢zenie C, N, O w funkcji sktadu powierzchni widkien @ podstawie danych XPS

W silnie  polarnym  HFIP  dochodzi do  deeotowania niektorych
odziatywax w biopolimerach co me powodowa rozfaldowanie powierzchni biatka,
przenikanie HFIP do witrza biatka, a tym samym wksz ruchliwos¢ i reakcyjngé
makrocasteczek co potwierdzajdane literaturowe 'f. Badanie przestrzennej budowy
biatek poleca si z wzyciem spektroskopii magnetycznego rezonaaguoyego (NMR) lub
elektronowego dichroizmu kotowego (ECD).

Hydrofobowa¢ widknin (Tabela 12) zostata okiena za pomag pomiaru lkta
zwilzania. Czysty PCL jest silnie hydrofobowy, natomi&s wykazuje hydrofilow& na
poziomie kta zwikzania 76. Kropla wody potéona na witdkninie dwusktadniowej PG4:1,

PG1l:1 znikata na tyle szybkaoe kat zwilzania okrélony zostat jako zerowy- super
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hydrofilowy materiat. Jest to zaskakog zjawisko, gd¥ nie ma addytywnaxi zjawiska
hydrofobowgci. Podobne spostrzenia opisano w pracy Zhang4&y.

Ge zawiera grupy polarne jak i niepolari§,[zatem mimo powinowactwa do wody
wypadkowo nie jest zupetnie hydrofilowa. W mieszactk PCL/Ge mize dochodz do
powinowactwa grup niepolarnych PCL i niepolarnycle, Gddziatywéa miedzy nimi.
Mozliwe tez, ze na powierzchni widkien bardziej aktywrs grupy polarne Ge

0 powinowactwie do polarnego rozpuszczalnika HaIBjm samym do wody.

Tabela 12. Kat zwilzania widknin.

PCL PG4:1 PG1:1 PG1:4 Ge

128 0° 0° 3¢ 70

4.4.2.5. Struktura nadmolekularna

Struktue nadmolekulara wtokien analizowano metodami WAXS oraz DSC. Rysu&i 69
ilustruja  rentgenogramy  zarejestrowane dla widkien PCL, Geaz o widkien
dwusktadnikowych PG4:1, PG1:1, PG4:1, PC1:4 zbiwhma leben oraz na ptgt Profil
radialny WAXS czystego PCL pokazuje szereg reflekgiochodzacych od ptaszczyzn
krysztatow PCL: (110) podakem D= 9.65 stopni; (200) podakem D= 10.75 stopni; (210)
pod katem D= 13.4 stopni; (120) podatem D= 17.28 stopni; (310) podatem H=18.40
stopni; (220) pod &em 2=19.50 stopni; (207) podatem D =20.0 oraz amorficzne halo z
maksimum pod &em D= 9.0 stopni. Ge pozostaje amorficzna- widoczné yegacznie
szerokie halo z maksimum v82 8.77 stopni (Rysunki 70 i 71).

PG4:1 PG1:1 PG1:4

kierunek utozenia
wk')kien/

Rysunek 68. WAXS wiékien PCL, PG4:1 ,PG1:1, PC4:1raz Ge przedzionych na a) eben (zaznaczony
kierunek utozenia wiékien), b) na plye
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kierunek utozenia
wibkien

7

Rysunek 69. WAXS wibkien PC4:1 prgdzionych a) na lgben (zaznaczony kierunek ulzenia widkien,
b) na plyte

Profile radialne witdkien dwusktadnikowych wykazujefleksy pochode od fazy
krystalicznej PCL jak rownieamorficzne halo od PCL oraz Ge (Rysunek 70).

Profile radialne widkien PC4:1 (Rysunek 70) uwiddep te same refleksy co
widkniny PG4:1, tzn. refleksy od krysztaltowCIE fazy amorficznej PCL oraz szerokie
halo, z maksimum przy ok. 10 stopniach, scharaktemane rownig w Ge jako pochodze
od fazy amorficznej. Obserwacje te wskazo@ degradagjCol w srodowisku HFIP do Ge.
W przypadku natywnej struktury kolagenu zwykle olasge sk refleksy od fazy
krystalicznej. Sugestie degradacji kolagenéredowisku silnie polarnych rozpuszczalnikow,
0 czym wspominano przy okazji wynikéw FTIR, sma odnaléé w literaturze £2°2.

W celu oszacowania krystaliczéwp PCL we witdknach konieczna byta aproksymacja
profili radialnych funkcjami Pearson VII. Powierzoh pikow pochodaych od fazy
krystalicznej PCL odniesione do catkowitego rozpessa pochodgrego zaréwno od
krysztatow jak i fazy amorficznej dgjinformacg o krystalicznéci PCL we widknach
dwusktadnikowych. Rysunek 71 przedstawia schemabkagmacji profili radialnych dla
PCL, Ge, PG4:1 oraz PC4:1 pdzionych na bben. W przypadku witokien odbieranych na
beben, wykazujcych diua orientacg molekularn, wyznaczenie krystaliczgoi odbyto s¢ po

wczeniejszym @rednieniu azymutalnym.
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Rysunek 70. Profile radialne wyznaczone z WAXS dletdékien PCL. PG4:1, PG1:1, PG1:4,PC4:1, Ge
przedzionych na keben
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Rysunek 71. Aproksymacja profili radialnych WAXS na przyktadzie a)PCL, b)Ge, c)PG4:1, d)PC4:1
przedzionych na keben

Rysunek 72 ilustruje stopiekrystaliczng¢ PCL wyznaczony z profili radialnych dla
probek PCL, PG4:1, PG1:1, PG1:4 oraz PC4:1zmMazauway¢ wzrost krystalicznéci PCL
dla widkien dwuskiadnikowych z maliloscia biopolimeru zbieranych na ptytjak i na
beben— PG4:1, PC4:1, w poréwnaniu z wioknami jedrextkikowymi PCL. Po
przekroczeniu pewnej ifgi biopolimeru krystaliczn@& maleje (PG1:1, PG1:4). Wzrost
krystaliczngci przy matych ildciach biopolimeru moe by ttumaczony oddziatywaniami
hydrofobowymi. W ukitadzie PCL/biopolimer odnotowuge bowiem rownie pewrs
procentovyq zawarté¢ wody, zwhzana z biopolimerem. Badania TGA wykazupziat wody
na poziomie 5% (Rysunek 73). PCL przy matej zawartGe ma zatem stosunkowozdu
swobo@ ruchliwasci swoich niepolarnych makrogzteczek, starag sk odseparowa od
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polarnej wody, co mae prowadzi do dodatkowej sity nagplowej tworzenia agregatéw

krystalicznych.
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Rysunek 72. Stopié krystalicznosci PCL wyznaczony metog WAXS dla PCL, PG4:1, PG1:1, PG1:4 oraz
PC4:1 dla widkien przgdzionych na ptyte oraz na keben

Jak wykazano w pierwszej gzxi pracy dotyczcej wiokien jednoskiadnikowych,
odbiér na bben wywotuje orientagj molekularm, a tym samym prowadzi do wzrostu
krystaliczngci, w poréwnaniu z wiOknami zbieranymi na piyt(brak orientacji
molekularnej). We witoknach dwuskladnikowych mamgnak odwrocoa sytuacg- wyzsz
krystaliczng¢ PCL we widknach przlzionych na phd niz na kgben (Rysunek 72). Fakt ten
moze wynika z efektywniejszego dziatania sit hydrofobowych wadzcych do wzrostu
krystaliczndci PCL w przypadku braku orientacji makrasteczek, tj. w przypadku
zbierania widkien na plgt Oddziatywania hydrofobowe zachadpomkdzy niepolarnymi
makrocasteczkami PCL, ktére majendeng} do aglomeracji wsrodowisku silnie polarnej
wody. Zjawisko hydrofobowej aglomeracji opisywaestjrownie dla biatek (Ge, Col), ktére

zawieraj, zaréwno aminokwasy polarne jak i niepolartfe][
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Rysunek 73. Ubytek masy w funkcji temperatury dla vokien PCL, PG4:1, PG1l:1, PGl:4, Ge
przedzionych na keben
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Rysunek 74. Profile azymutalne dla wtokien PCL i B4:1 przedzionych na kgben

Profile azymutalne (Rysunek 74) rentgenogramow VBAXtOkien zbieranych na
beben pozwalaj oszacowé orientacg molekularm faz krystalicznej i amorficznej PCL
(Tabela 13). Biaic pod uwag, ze faza amorficzna orientuje ¢sizwykle stabiej ni
krystaliczna, ména uzna w pewnym przyblieniu, ze jest to orientacja fazy krystalicznej.
Wyznaczony czynnik orientacji fc dla widkien PCLietanych na &ben wynosi 0,424.
Dodatek Ge lub Col ob#m orientagg PCL (Tabela 13). Prébki z da zawartdcia Ge
(PG1:4) nie wykazujorientacji fc. W przypadku widkien zbieranych rgtp nie mana byto
wyznaczy stopnia orientacji molekularnej z powodu przypas&go utazeniem widkien w
probce. Wyniki uzyskane metad pomiaru dwéjtomnéci optycznej dla widkien
jednoskiadnikowych, pozwakg) jednak stwierdd, ze wiokna zbierane na piyt
charakteryzuyj sic bardzo stalp orientacp molekulara lub jej brakiem. Orientacja
molekularna wtdkien PCL zbieranych na ghgtostala szerzej opisana na podstawie ada
dwoéjltomnaci  w  podrozdziale na temat struktury nadmolekulprnevidkien
jednosktadnikowych (Rozdziat 4.4.1.2.4.).

Tabela 13. Czynnik orientacji molekularnej fc czsci krystalicznej PCL okreslony z WAXS
PCL PG4:1 PG1:1 PG1:4 PC4:1

0,424 0,307 0,051 0 0,397

O strukturze nadmolekularnej mma dodatkowo wnioskowaz danych DSC.
Widkniny PG4:1, PG1:1, PG1:4, PG1:4, PC oraz Gezegano w zakresie 10-18D
(Rysunek 75). Prébka czystego PCL wykazujeotmrchiczny pik w zakresie 30-710 z
maksimum w temperaturze %9 odpowiadajcy topnieniu fazy krystalicznej. Szeroki pik w
zakresie 30-178C, 30-130°C obserwuije siodpowiednio dla Ge oraz Col. Pik ten zpany
jest z parowaniem wody oraz przemiana helighdd (analiza TGA- Rysunek 73), co
potwierdzag dane literaturowe'fq. Krzywa kalorymetryczna wiéknin dwusktadnikowych
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jest ztazeniem efektow cieptych od PCL oraz Ge. Jej kszalzy od proporcji PCL/Ge we
widknach. Krzywa dla widkien PG1:1 jest wyrym ziazeniem dwoch pikow- pierwszy
pochodzi od topnienia krysztatow PCL, a drugi #@iny jest ze zmianami w Ge. Dla PG4:1,
PC4:1 zauway¢ mazna gtowny pik pochodgy od topienia krysztatdbw PCL, a dla PG4:1 pik
zwigzany z Ge. Udziat Ge, Col w probkach PG4:1, PCdidoezny jest jako przedione
prawe ramg piku pochodacego od gtdwnego skladnika.
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Rysunek 75. Krzywe DSC przeptywu ciepta w funkcji émperatury

Na Rysunkach 77 i 78 przedstawiono zat8¢ temperatury topnienia oraz stopnia
krystaliczngci od przyktadnego podczas elektrogzenia napicia. Wynika z niegoze
przyktadne nagicie nie ma znaezrego wptywu na temperatutopnienia krysztatow PCL we
witbknach z danego roztworu. Moa jednak zauwg¢ silny wptyw dodatku Ge. Zaréwno dla
widknin, jak i dla folii, dodatek Ge ohra temperatur topnienia PCL. Dla widkien PG1:1
obserwuije si spadek temperatury o ok. 85 Mazna zatem przyj hipotez, ze Ge utrudnia

krystalizacg PCL, prowadzc do zmniejszenia rozmiaréw krysztatdéw i/lub ictskonatdci.
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Rysunek 76. Temperatury topnienia krysztatow PCL wewtdkienkach PCL, PG4:1, PG1:1 prgdzionych
na plyte oraz folii PCL (c), przy roznych napieciach
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Temperatura topnienia krysztatébw PCL we witbknach jeeco nisza ni temperatura
w foliach odlanych z roztworéw (Rysunek 7&wiadczy to o mniejszej doskon&tn
krysztaldbw- czas krystalizacji PCL byt krotszy pads formowania wiokien meted
elektroprzdzenia z powodu szybkiego odparowania rozpuszdzalni

Zmiana krystalicznéci PCL w funkcji przyktadanego nagia we widkninach PCL,
PG4:1, PG1:1 jest nieznaczna i Kaiesic w granicy odchylenia standardowego (Rysunek 77).
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Rysunek 77. Krystaliczndé metodas DSC widkien PCL, PG4:1, PG1l:1 przy rdanych napigciach
przedzionych na ptyte oraz folii PCL (c)

Krystaliczng¢ wiokien przdzionych na phyg oraz na bben, wyznaczona z krzywych
DSC zostata zilustrowana na Rysunku 78. DSC potlmeemwiksz krystalicznéé PCL we
widknach przdzionych na bben ni na ptyt, oszacowas takze z analizy WAXS. Badania
DSC potwierdzaj wzrost krystalicznéci dla witdkien z mat iloscia dodatku biopolimeru
(PG4:1, PC4:1) oraz spadek krystalicaialla PG1:1. Badania DSC nie pozwalggdnak na
wyszczegolnienie piku krystalizacji PCL we wioknd@@1:4. Z danych WAXS wiadomee
PCL w tych wioknach krystalizuje na poziomie ok. .5%4opié krystaliczngci zmierzony
metody DSC jest nieco wiszy niz wyznaczony z profili radialnych WAXS, jednak oba
pomiary potwierdzaj trend zmian krystaliczoi PCL we wi0knach wraz z ifgia
biopolimeru. Wyjtek stanowq wiokna PG4:1 prazione na bben. Wyznaczony stopie
krystaliczngci tych widkien jest znacznie wvgzy niz oszacowany z profili radialnych
WAXS. Wptyw na to mae mi€ sama specyfika pomiaru, tzn. w przypadku WAXS
mierzony jest stopie krystaliczndci w temperaturze pokojowej. Natomiast podczas
ogrzewania probki (metoda DSC), mogto &ajlo dokrystalizowania PCL. Moa postawd
zatem hipotez wiekszej wydajnéci tego mechanizmu w przypadku wiokien o 2szej
orientacji molekularnej (pedzionych na bben), nz widkien o braku lub nieznacznej

orientacji (przdzione na phy, z duza iloscia Ge).
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Rysunek 78. Krystaliczngé PCL wyznaczona metogd DSC dla widkien PCL, PG4:1, PG1:1, PC4:1
przedzionych na ptyte oraz na kgben

4.4.2.6. Wlasciwosci mechaniczne

Rysunki 79 i 80 przedstawigkrzywe rozcagania w statycznej probie roagania wtoknin

przedzionych na Bben oraz na phyt
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Rysunek 79. Napezenie s w funkcji wydtu zenia wzgkdnegog dla wtdknin przedzionych na keben
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Rysunek 80. Napezenie ¢ w funkcji wydhu zenia wzgkdnegoe dla widknin przedzionych na piyte
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Rysunek 81. Modut Younga dla widknin prazdzionych na keben oraz na plye z roztworéw PCL, PG4:1,
PG1:1, PC4:1, Ge

[ Piyta
[ Beben

Modut Younga [MPa]

Ze wzgkdu na aplikag w inzynierii tkankowej rozwaany jest wyicznie modut
Younga wytwarzanych wioknin. Z literatury wiadoni, na sztywn& wiokien wptyw mag
orientacja molekularna, stopie krystaliczngci, a w przypadku materiatow
dwusktadnikowych rowniesztywnd¢é makrocasteczek obu substratow.

Wraz z dodatkiem Ge w poréwnaniu z czystym PCL vetzknin zbieranych na phyt
nie wykazugcych orientacji molekularnej, obserwuje siawet 3-4 krotny wzrost sztyw$m.
Wynika to z addytywng&ci modutdw Younga obu sktadnikow (Ge- wysoki modigunga).
Natomiast wiokniny dwuskiadniowe PG4:1, PG1:1, FAC4bierane na dben wykazuy
nizsza sztywna¢ niz widknina PCL. Jest to zwdane ze zmniejszanientsiraz z dodatkiem
biopolimeru orientacji molekularnej oraz stopnigydtalicznéci PCL we witdknach. Takie
zmiany w strukturze nadmolekularnegjlsezpdredni przyczym spadku modutu Younga.

Trudno dyskutowa relatywnie niski modut Younga widknin PC4:1 guzionych na
ptyte. Mozna jednak wnioskowa ze wynika on z niskiego modutu Younga czystego Gal,
co wskazuj dane literaturowe'f3.

4.4.2.7. Badania biologiczne na komorkach 3T3 oraz MSC
Przeprowadzono hodowle 3T3 oraz MSC na widkninaghstttadnikowych: PG4:1. PG1:1
PC4:1 przdzionych na phd oraz na bben, w odniesieniu do wtoknin czystego PCL. Po 3
dniach hodowli korzystag z procedury barwienia immunohistochemicznego iocen
ksztalt, wielk@¢, rozmieszczenie komorek oraz sprawdzono cytotahsyc.
(Wtokniny PG1:4 oraz Ge zostaly wykluceonze wzgidu na utrat struktury
3D w warunkach diugoterminowej hodowli komorektatg in-vitro).

Rysunki 82 i 83 przedstawigjmorfologe komorek 3T3 po 3 dniach hodowli

zarejestrowaqn z wyciem FM. Komorki wysiane na plytce kontrolnej TGRykazup
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wiasciwa sobie budowrozptaszczaj sie prawidiowo na podizu, nie § zainfekowane,
szkielet komorkowy sklada i z charakterystycznych widkien aktynowych oraz
cytoplazmatycznych wypustek- filopodiow odpowiedizygh za migrag (Rysunek 82 a).
Komorki 3T3 wysiane na widknach PCL przybraty k#ztieulisty. Charakteryzuj sie
niewielkim rozwingciem szkieletu aktynowego. Utone g§ w aglomeratach,
nierdbwnomiernie na prébce. Natomiast komorki wysiara podieach dwusktadnikowych
wyrozniaja sie wigkszym rozwingciem szkieletu aktynowego, ksztattem charakterystym
dla tego rodzaju komorek. Mpa rownie zauwaycé, ze wytworzyty liczne filopodia
odpowiedzialne za migracj(Rysunek 82 c-d) deki, czemu § rGwnomiernie rozmieszczone
na powierzchni prébki (Rysunek 83 c-d).

3T3 hodowane na widkninach dwusktadnikowych zbigcanna obracagy beben
charakteryzyj sig znacznie bardziej wydhonym- wrzecionowatym szkieletem aktynowym
(Rysunek 82 prawa kolumna)znna widknach zbieranych na pdy(Rysunek 82 lewa
kolumna). Szkielet aktynowy wygjniety jest zgodnie z kierunkiem utenia widkien (a tym
samym kierunkiem rotacji cbna). Wszystkie wytworzone pod& s niecytotoksyczne,
a duwe rozwinkcie szkieletu aktynowego na wtokninach dwusktadnich jest dowodem
dobrej adhezji komorek do podi oraz gotowéri do migracji i proliferacji.

Komérki charakteryzowaly sidola adhezj do podiaa, wytworzyly wiele punktow
adhezji (FA). Ze wzgldu jednak na stosunkowo niewielki rozmiar komomekiazane z FA
winkuliny sa stabo widoczne. Za¢zono wiec tylko kilka pogdowych zdg¢ (Rysunek 84
prawa kolumna).

Po 7 dniach hodowli komorki 3T3 (Rysunek 85) pokrpiemal cad powierzchng
wioknin; mazna zauway¢ niezainfekowane, prawidiowo prolifeage komorki. Na
widkninach jednosktadnikowych PCL komorki pozostaty aglomeratach, natomiast na
widkninach dwusktadnikowych wytworzyty liczne filodia i rozprzestrzenity sina catej

widkninie.
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Rysunek 82. Morfologia komoérek 3T3 po 3 dniach hodsli na a) TCP oraz widkninach b) PCL c) PG4:1
P, d) PG1:1, e) PC4:1 predzionych na plyte (lewa kolumna) oraz przdzionych na lkgben (prawa
kolumna)
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Rysunek 83. Morfologia komérek 3T3 po 3 dniach hodasli na a) TCP oraz witdkninach b) PCL ¢) PG 4:1
d) PG1:1 przedzionych na ptyte (lewa kolumna) oraz przdzionych na keben (prawa kolumna)
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Rysunek 84. Morfologia komoérek 3T3 po 4 dniach hodali na a) TCP oraz wtokninach b) PCLH P, c) PG
4:1 P,d) PG1:1 P, c) PC4:1 P (winkuliny kolumna pawa)
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Rysunek 85. Morfologia komoérek 3T3 po 7 dniach hodeli na a) TCP oraz wiékninach b) PCLH P, c)
PCLH B, d) PG 4:1 P c) PG4:1B
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Mikroskopia SEM komoérek 3T3 po 3 dniach hodowli fRgek 86) pozwala na
tréjwymiarowa wizualizacg komorek. Zdgcia potwierdzaj dobr adhez fibroblastow do
widknin. Na niektorych zdgiach uchwycono cf¢ migracji komoérek w gib witodkniny
(Rysunek 86 c,d), szczegolnie dobrze widocznytgsefekt po 11 dniach hodowli (Rysunek
86 kolumna prawa). Mma jednak zauwgc¢, ze wielkas¢ porOw nie zawsze jest
wystarczajca by relatywnie die komorki moglty swobodnie migrowa

_1oum

0
10-uum
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Rysunek 86. Morfologia komorek 3T3 na a) TCP oraz ¥kninach b) PCL P, c) PCL B, d) PG4:1 P, e)
PG4:1B, f) PG1:1 P, g) PG1:1 B, h) PC4:1 P, i) PC#B. ( po 7 dniach- kolumna lewa, po 11 dniach-
kolumna prawa)
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Porébwnawczo na ptytk kontrolm oraz na witdkniny wysiano zdrowe,
niezainfekowane, prawidtiowo prolifeage i migrupce ludzkie mezenchymalne komorki
macierzyste MSC. Na Rysunku 87a dla komoérek MSGamysh kontrolnie na TCP nina
wyszczegolni (analogicznie jak dla komorek 3T33dro komorkowe oraz rozptaszczony
szkielet aktynowy z licznymi filopodiami.

Obrazy FM (Rysunki 87 i 88) przedstawidomoérki MSC po 3 dniach hodowli na
widkninach PG4:1. PG1:1 PC4:1 pdzionych na phy oraz na bben, w odniesieniu do
widknin czystego PCL. Podta te g niecytotoksyczne dla komérek MSC, szkielet aktymow
jest nieco lepiej rozwirty niz komérek 3T3.

Komorki MSC dodatkowo barwiono immunohistochemieznpo 4 dniach by
zobrazowa punkty adhezji- winkuliny (czerwony marker na giach) (Rysunek 87 trzecia
kolumna) Na wszystkich dwusktadnikowych padioh mana zauway¢ wiele punktow
adhezji. Dua ilos¢ winkulin znajdugca s¢é na powierzchni komoérek, wysianych na
podiazach dwusktadnikowych, zwzana jest najprawdopodobniej z sekwencjami RGD
obecnymi w biopolimerach, co jest opisywane w ditarze {*4. llosciowe okrélenie stopnia
adhezji (winkulin) na drodze analizy obrazu nid jaszliwe ze wzgédu na trojwymiarowet
podtazy jak i samych komoérek.

Dodatkowo na zdgiach z FM przy diym powkkszeniu mana zauway¢ wiokna
aktyny (ang. stress fibre$yiadczice o dobrej komunikacji wewatrz komorki (szczegolnie
dobrze widoczne na Rysunku 87 c,d,f,h- kolumnaRilppodiaswiadczce o migracji MSC
sa bardziej wyksztatlcone na widknach dwusktadnikowyaithi na jednoskiadnikowych.
Rozptaszczenie komérek na patdoh dwusktadnikowych wzrasta najprawdopodobniej ze
wzgledu na hydrofilowé¢ widknin. Dobra adhezja i rozptaszczenie wskaz@eaktywndé
metabolicza komdrek oraz gotowss do kolejnych podziatow.

MSC wysiane na widkninach zbieranych rgodn, ut@one g zgodnie z kierunkiem
utozenia wiokien (komorki przybraty ksztalt wrzeciondwyla co zwihzane jest ze zjawiskiem
CG odnosacym sk do odczytywania przez komorki sygnatéw z topogradidioza.

Przy mniejszych powkszeniach mina zauwayé, ze komorki MSC s

rozmieszczone bardziej rownomiernie miczeniej analizowane komorki 3T3 (Rysunek 88).
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Rysunek 87. Morfologia komoérek MSC po 3 dniach hodwli na a) TCP oraz wtékninach b) PCL P, c)PCL
B, d) PG4:1 P, e) PG4:1B, f) PG1:1 P, g) PG1:1 B) PC4:1 P, i) PC4:1 B ( kolumna I-cata komorka, II-
szkielet aktynowy, lll- winkuliny)
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Rysunek 88. Morfologia komérek MSC po 3 dniach hodwli na a) TCP oraz witdkninach b) PG4:1 P, c)
PG1:1, d) PC4:1 pradzionych na plyte (lewa kolumna) oraz pradzionych na kgben (prawa kolumna)

Tréjwymiarowe obrazy pojedynczych komérek MSC po dhiach hodowli
przedstawiono na Rysunku 89. Nacgoifich wtoknin dwuskfadnikowych mioa zauway¢
dobre rozptaszczenie i migradkomérek w gib widknin. Wrzecionowaty ksztatt komorek
zwiazany z CG widoczny jest wyraie na widkninach zbieranych ngben (Rysunek 89
lewa kolumna). Po 12 dniach hodowli na wiokninactvusktadnikowych pokrycie

powierzchni wiéknin komoérkami byto niemal catkow(tedje¢ w pracy nie zamieszczono).
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Rysunek 89. Morfologia komérek MSC w trakcie hodowilna a) TCP oraz witdkninach b) PCL P, c)PCL B,
d) PG4:1 P, e) PG4:1B, f) PG1:1 P, g) PG1:1 B, h)d:1 P, i) PC4:1B

Test DNA pozwala na okfkenie stopnia proliferacji komoérek odnaszsi do ilosci
DNA znajdupcego st w jadrach komorkowych. Okéono stopi@ proliferacji wzgkdem
probki kontrolnej TCP komoérek 3T3 oraz MSC wysiamyea widkninach PCL, PG4:1,
PG1:1, PC4:1, prrizionych na Bben oraz phy.

Po 7 dniach hodowli odnotowano #gzy stopié proliferacji na 3D widkninach nina
ptytkach TCP. Wzrost stopnia proliferacji na widkach PG4:1 zbieranych na piyjest
ponad 2 krotny. Dy stopié proliferacji odnotowano tale na widkninach PC4:1 P. Dodatek
biopolimeru w ilgci 20% jest efektywnym sposobem podniesienia stogmoliferacji
komorek. Wiokniny te charakteryzupie relatywnie daym udziatem atoméw azotu N na
powierzchni widkien (badania XPS)yviadcacym o duym udzialezelatyny na powierzchni
oraz wysokim stopniem krystaliczém (badania WAXS i DSC). Widkniny PG1:1 nie &k
funkcjonalne dla komérek, na co wplyw o mig€ maty udziat atoméw azotu N na
powierzchni widkien, a tym samym matasidogrup RGD w poréwnaniu z PG4:1 oraz niska
krystaliczné¢ PCL.
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Rysunek 90. Test DNA po 7 dniach hodowli

Po 12 dniach hodowli widkniny PG4:1oraz PC4:1 nadiahcznie si wyrdzniaja
(Rysunek 91). Natomiast stopigroliferacji komérek wysianych na PCL jest zbiny do
stopnia proliferacji na pozostatych wtékninach.
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Rysunek 91. Test DNA po 12 dniach hodowli komérekT3

Ludzkie  mezenchymalne komorki macierzyste MSC  na Okmihach
dwusktadnikowych po 7 dniach wykazwyigksz aktywna¢ niz komorki 3T3 (Rysunek 92).
Jedynie na widkninach jednoskiadnikowych PCL stopgeoliferacji jest niszy niz na
kontrolnej TCP.
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Rysunek 92. Test DNA po 7 dniach hodowli komérek MS

Po 12 dniach wszystkie wytworzone pagitan bardziej efektywne niTCP (Rysunek
93). Maze by to zwiazane z migragj komorek w gib wiokniny. Widknina PG4:1 zbierana
na plyt pozostaje najbardziej efektywnym pogdon podnoszenia stopnia proliferacji w
warunkach in-vitro, jednale przewaga nad innymi probkami nie jest takzadgyak w
przypadku komoérek 3T3. Na wszystkich pa@toh dwusktadnikowych stopieproliferacii
jest wyzszy niz na probce kontrolnej oraz widkninach jednosktadnikch PCL.

Relatywnie wysoki stopieproliferacji komoérek MSC, jak réwnie3T3, po 12 dniach
hodowli na wiékninach PCL nie wynika z rdznic w porowatéci. Srednia wielkéé porow
widknin jednosktadnikowych to odpowiednio 9.5, Gi2jdla PCL zbieranych na piytPCL
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zbieranych na d¢ben; podczas gdgrednia wielké¢ poréw wioknin dwusktadnikowych (ze
wzgledu na najmniejszsrednic widkien) zawiera gipomidzy 2.5-3.8um.

Prawdopodobnie wzrost funkcjonakdo podtazy dwuskiadnikowych nagbowa
moze podczas samego namaaia komorek w warunkach in-vitro/in vivo, na skuszybszej
degradaciji/bioresorbcji biopolimeru, a tym samymragiu porowatéci. W przypadku
widknin o duzej krystaliczndéci np. PG4:1 P szybké biodegradacji jest znacznie mniejsza

niz w przypadku witéknin z diym udziatem fazy amorficznej.
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Rysunek 93. Test DNA po 12 dniach hodowli komorek KC

4.4.2.8. Podsumowanie wynikéw bada widkien dwusktadnikowych

Ocena wplywu parametrow elektrogdzenia na morfologii struktue molekulara

i nadmolekulara widkien zostata przeprowadzona na podstawie WIOKRCL/Ge oraz

porownawczo PCL/Col. Zgodnie z przeprowadzonymi aoé@inmi mana wypunktowé

nastpujace wnioski:

* Mozliwe jest formowanie jednorodnych, wolnych od ki@ widkien z 5 % roztworow
PCL/Ge, PCL/Col. Dodatek biopolimeru silnie wptywaa lepkd¢ roztworu oraz
przewodnéc elektryczn, co rzutuje narednic wiokien. Przy danym steniu i dodatku
biopolimerusrednica widkien tylko nieznacznie zmienia siraz z przyktadanym podczas
przedzenia nagiciem.

» Badania FTIR wskazuajna interakgi molekularm PCL i biopolimeru we widknach
dwusktadnikowych (modyfikacja ksztattu piku podacego od grup karbonylowych
C=0).

» Z profili FTIR wynika rownie;, ze w kolagenie rozpuszczanym w HFIP gpsfa zmiany
struktury, widoczne jako przesgnoie piku od grupy amidowej |. Jednoémi& badania

WAXS wykazup, ze amorficzne halo od Col (wygtuje przy tych samychakach co dla
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Ge) i nie § widoczne piki od krysztatbw Col. Na podsiawtych danych
wnioskuje st o degradacji Col wrodowisku silnie polarnego HFIP.

Analiza XPS wskazuje na lokalne maksimum zawéartatomow azotu na powierzchni
widkien dwuskiadnikowych przy dodatku matej sitdb Ge. Maze by to wywotane
przemieszczaniem grup amidowych Ge ku powierzchitken- gdy udziat Ge we
widknach jest relatywnie maly, a nawet@zowa separag faz.

Dodatek biopolimeru prowadzi do catkowitej hydrofilosci widkien, co zwazane jest
najprawdopodobniej z przemieszczaniem ku powierizgblarnych grup biopolimeru jako
skutek odziatywania niepolarnych aminokwaséw biopetu z niepolarnym PCL oraz/lub
polarnych Ge z grupami polarnymi wody.

Krystaliczng¢ widknin dwusktadnikowych zahy wytacznie od udziatu i krystaliczioi
PCL, poniewa biopolimer we wiOknach jest catkowicie amorficznywVzrost
krystaliczngci PCL przy niewielkim udziale Ge jest przypuszoarl spowodowany
oddziatywaniami hydrofobowymi. Natomiast przye¢kszej zawartéci Ge uwidacznia si
dezorientujcy wptywania Ge na krystaliczeoPCL.

Na stopi@ krystaliczndci wplyw poza dodatkiem biopolimeru ma rowhigodzaj
zastosowanego kolektora oraz w niewielkim stopmaylpzone napicie.

Orientacja molekularna we witdkninach guzionych na kben zaley silnie od dodatku
biopolimeru- im wgkszy jego udziat tym orientacja mniejsza.

Na wysoki modut Younga widkien dwusktadnikowych yagt ma sztywné¢ tancuchow
biopolimeru oraz wysoka krystaliczéPCL (w przypadku matego udziatu biopolimeru
we wioknie przdzionej na phy).

Dodatek biopolimeru znacznie podnosi stapiadhezji, rozptaszczenia, rozwinia
szkieletu aktynowego komorek 3T3 oraz MSC. Neasey stopié@ proliferacii
zaobserwowano dla wiéknin PG4:1 gizionych na ph4d. Wiokniny te wyrGniaja sie
maksymalnym stopniem krystaliczu (z poréwnaniu z pozostatymi wytworzonymi
witdkninami) oraz wysokim sgkeniem grup amidowych na powierzchni (sekwencje
amidowe RGD odpowiedzialne za adkgzjWidkniny PC4:1 wykazuj nizszy stopié
proliferacji komoérek ni na widkninach PG4:1 wytworzonych tych samych wéach.
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5. WNIOSKI| KO NCOWE

Metoda elektroprgdzenia daje szerokie mlovosci formowania tréjwymiarowych,
niecytotoksycznych wtoknin PCL, PCL/Ge, PCL/Colréznicowanej morfologii i strukturze,

mogacych znale¢ zastosowanie w iynierii tkankowe.

* Wykonane badania dowoglzze najwekszy wptyw na morfologi i struktue molekularm
widkien/wtoknin, maj parametry zwizane z roztworem (rodzaj ie¢genie polimeru;
rodzaj rozpuszczalnika) oraz rodzajem kolektora.

e Przyjmupc kryterium braku defektow typu koraliki w morfolog wiokien
jednosktadnikowych i dwusktadowych, wyznaazoreakres formowania widkien
z wybranych polimerow i rozpuszczalnikow. Fomanie wiokien z roztworow PCL
w zakresie sfen od 5 do 10% unitiwia formowanie jednosktadnikowych widkien
o sredniejsrednicy od 0,6 do 1,86um.

» Pokazano mdiwosci pomiaru orientacji molekularnej wiokien zyciem WAXS oraz
metod, mikroskopii polaryzacyjno-interferencyjnej. Orianja molekularna we wtdknach
jest gtdbwnie zwizana ze zbieraniem widkien neblen, podczas gdy przyktadane nap
odgrywa niewielka ral.

Wyznaczenie czynnika orientacji molekularnej w pgygczym widknie, wytworzonym
metod, elektroprzdzenia, jest nieopisane dotychczas w literaturze.

* Wykazano niski stopie adhezji, proliferacji oraz aktywioi komoérkowej na wtdknach
jednosktadnikowych PCL; brak znacego wptywu parametrow pgdzenia, pomimo
zmian w morfologii i strukturze. Wtokna te wydagie by¢ jedynie dobg droga obrony
przed powstawaniem tzw. biofilmu (niekontrolowaneammaanie fibroblastow,
uniemaliwiajace odbudow tkanki wiaciwej).

 Srednica wiokien dwusktadnikowych mdzionego z 5% roztworu zalg od udziatu
biododatku, w mniejszym stopniu od przyktadanegdgzas elektroprzedzenia nepa.

» Krystaliczng¢ i orientacja molekularna wiokien dwusktadnikowyzhlezy od udziatu
biopolimeru oraz od sposobu odbierania wiokiebodatekzelatyny w ilgci 20%,
w poréwnaniu z wioknami jednosktadnikowymi, aganie podwysza krystaliczna
(w przypadku zbierania widkien na piytoraz orientagj molekularna krysztatow

PCL (w przypadku zbierania widkien nachen). Na wysoki stopie orientaci
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molekularnej najbardziej znagzy wptyw ma odbiér widkien nagben, nieznacznie od
przyktadanego podczas elektrogizenia nagicia.

Dodatek biopolimeru we wiéknach dwusktadnikowychigksza hydrofilowé¢, a dzeki
sekwencjom RGD w swej strukturze, korzystanie wgtyma adhegzj rozptaszczenie,
migracg komoérek 3T3 oraz MSC. Wykazana@, optymalny (20%) udziat biopolimeru
staje st naturaln ,sita nagdowa” proliferacji i aktywnaci komorkowej. Wytworzono
probki trzy krotnie podnosze stopié proliferacji w poréwnaniu z préhkkontrolm.
Stwierdzonoze bardzo wana rolg na aktywné¢ komoérek na wytworzonych widkninach
dwusktadnikowych ma zjawisko hydrofiloéa oraz wysokiej krystaliczrégi, natomiast
zastpieniezelatyny kolagenem nie ma tak istotnego wptywu.

Zastosowanie kolagenu wydawate kbrzystne w celu nadania funkcjonadnowtokniny
jako podtaze komorkowe, jednale badania WAXS oraz FTIR wskazaty na denatgracj
kolagenu dozelatyny w srodowisku HFIP, zanik krystalicz&o a tym samym niemal
catkowita rownorzdnas¢ struktury nadmolekularnej Ge i Col.

Na podstawie przeprowadzonych badenioskuje si, ze korzystny wptywzelatyny (w
ilosci 20% w widknach prgzionych na phd), na rozptaszczenie oraz proliferaci
komorek, wyniké moze z obecnéci sekwencji RGD oraz wysokiego stopnia
krystaliczngci rzutupcego na wysoki modut Younga.

Badania stopnia proliferacji oraz obrazy SEM korkéteodowanych na podiach
wytworzonych metogl elektroporzdzenia wskazuaj ze wielkas¢ poréw wioknin byta
relatywnie mata wzghdem wielkgci komérek. Istnieje zatem niezaspokojona ciek&wo
zbadania wptywu dodatku biopolimeru w pc#eniu z podniesieniem stopnia porovsato
wielkosci porow. Dane dotyexe innych metod formowania podio komérkowych
wykazup bowiem, ze dla zwégkszenia proliferacji komoérek (poza odpowiednimi
czynnikami  zwizanymi z  widciwosciami  powierzchni- chemicznymi oraz

mechanicznymi) konieczna jest rowhigptymalizacja wielkéci porow.
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Dodatek 2
Procedura wyznaczania dwéjlomnéci wiasciwej [**

Dwojtomnas¢  wihasciwa fazy krystaliczne] zostata wyznaczona na [osls
polaryzowalnéci poszczegdélnych wezan wystepujacych w PCL.

W wyznaczeniu wartei dwéjtomndaci wiasciwej krysztatdw niezédna jest analiza uienia
tancuchéw polimeru. PCL krystalizuje w komérce ortoglmej o wymiarach a= 0,7496 nm,
b= 0,4974 nm and c= 1,7297 ni?. Zgodnie z przyjtym modelem Bittigera komérka
elementarna skladagst dwoch tacuchow, wzgtdem siebie przeciwnie odwréconych (tzw.
“up” and “down”).

Polaryzowalné¢ an, wzdtwz osi krystalograficznej m zostata wyznaczona zzakei:

am = Zbll *Sin2 gim +Zbli * COSZ eim (1)

gdzie: iy i by sa polaryzowalnécia i-tego whzania wzdta oraz prostopadle do osi aziania,
abim jest katem pomédzy wiazaniami a osi m w komorki elementarne;.

Réwnanie Lorentza-Lorenza opisuje zales¢ pomkdzy polaryzowalnécia O a
wspotczynnikiem zatamianiasnwzdiuz m'tej osi krystalograficzney:

2
n°“-1 4nN
= = Pe o

2
Tl TR 2)

gdzie:p. jest gstascia krysztatow, M — masa molekularna komorki elemerggrN — liczba
Avogadro.

Polaryzowalnéci wiazan, b; i by, wzdluznej i normalnej do i-tej osi przgtio z Bunna
['%9. Katy 6im pomidzy poszczegdlnymi wraniami wyznaczono korzysigj z danych o
komorce elementarnej PCL. Do obliézprzyjeto gestasé¢ fazy krystalicznejpe 1.20 g/cni
['°9 oraz mas czasteczkowa komérki M = 128.

Dwéjlomnai¢ wasciwa fazy krystalicznejan’ zostata wyliczona z zataosci:

An? =n, —w )

gdzie: n, n,, N s odpowiednio wspoétczynnikami zatamania wzdha, b, c osi
krystalograficznych.
Dwéjlomnai¢ wiasciwg fazy amorficzneAn.’, nieztedna do wyznaczenia orientacii

molekularnej, wyznaczono korzystaejz modelu opracowanego przez CakmaRi [
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ane _ p,
AR = ,0_ (4)

gdzie:pa jest g:staicia fazy amorficznej przygta 1.021g/cm [*°9.

Tabela I. zawiera wyznaczone wspoétczynniki zatamani n, n, wzdiwz osi
krystalograficznych a, b, oraz c, jak rownidwojfomna¢ wiasciwa fazy krystalicznej i
amorficznejAn, andAn,’, wyznaczone z rowma(1-4).

Tabela |. Wartosci opisujace wigciwosci optyczne PCL.

Parametr Wyznaczona wasto
Na 1,230
Ny 1,167
Ne 1,376
Ang’ 0,177
ANga= Nc- Ny 0,146
ANgp= Nc- Ny 0,209
ANpa= Ny- Ny -0,063
Ang’ 0,151
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