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Abstract

Electrospinning is a method of fibres formation which constantly gains in importance. The
final material’s properties obtained by electrospinning depend on various factors like solution
properties or processing parameters. Most of them have been carefully studied. However, still more
attention should be paid to charge polarity effect on structure and properties of bicomponent fibres

containing polyelectrolytes.

The aim of this PhD thesis is to investigate the effect of charge polarity applied to the
spinning nozzle during electrospinning process on structure and properties of poly(e-
caprolactone)/chitosan fibres(PCL/CHT). The additional aim is to analyse charge polarity effect on
post-processing modification of nonwovens by physical adsorption of chondroitin sulphate and its
effect on cellular response in in vitro conditions. Moreover, the electrospinning process parameters

were optimized with special attention on selection of proper solvent system.

During the first stage of the research the effect of two different solvent systems was analysed,
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) and acetic acid (AA)/formic acid (FA). Results obtained by
various experimental methods clearly indicated the effect of the solvent system on the structure and
properties of the fibres. Viscosity measurements confirmed different polymer—solvent interactions.
Consequently this differences affected fibres morphological and structural characteristic, as well as its
properties. Spectroscopy studies revealed the formation of chitosan salts in the case of the AA/FA

solvent system.

On the second stage, the effect of charge polarity on structure and properties of bicomponent
(PCL/CHT) blends was analysed, in particular the efficiency of further surface modification by
chondroitin sulphate (CS). The differences observed in the morphology and properties of fibres
formed at different charge polarities were interpreted in terms of various PCL-CHT molecular
interactions. FT-IR results indicated stronger interactions while negative charge polarity was used on
the spinning nozzle, resulting in lower PCL crystallinity. The charge polarity influenced PCL/CHT
fibre morphology and some of their properties, e.g. wettability, mechanical properties. Efficiency of
CS attachment was analysed by atomic force microscopy (AFM), and X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS). The cell studies conducted on fibroblast cells revealed slight differences in
cellular response on changes in the structure and properties of PCL/CHT fibres under applied charge

polarity.



Streszczenie

Elektroprzedzenie jest metoda tworzenia wiokien, ktora nieustannie zyskuje na praktycznym
znaczeniu. Wiasciwosci wioknin otrzymanych ta metodg zaleza od wielu czynnikow, jak np.
wlasciwosci roztworu czy parametry procesu. Jednak niektére zagadnienia w dziedzinie
elektroprzedzenia wymagaja dalszych prac badawczych, jak np. wptyw biegunowosci napigcia na
strukturg 1 whasciwosci wiokien. Do chwili obecnej nie przeprowadzono badan dotyczacych wptywu
biegunowo$ci napiecia na strukture i wlasciwosci wiokien dwusktadnikowych zawierajacych

polielektrolity.

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest analiza wptywu biegunowos$ci napigcia W procesie
elektroprzgdzenia na  strukture¢ i wlasciwosci  dwusktadnikowych — wiokien poli  (e-
kaprolakton)/chitozan (PCL/CHT). Dodatkowym celem pracy byta analiza wptywu biegunowos$ci
napiecia na efektywno$¢ post-procesowej modyfikacji siarczanem chondroityny oraz odpowiedz
komoérkowa w warunkach in vitro. Dodatkowym celem tej pracy byt doboér parametréw procesu

elektroprz¢dzenia wiokien PCL/CHT, ze szczegdlnym uwzglednieniem doboru rozpuszczalnika.

W pierwszym etapie badan analizowano dwa rozpuszczalniki, 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-
propanol (HFIP) i mieszaning kwas octowy (AA)/kwas mrowkowy (FA). Wyniki prac badawczych
wskazaly roznice w strukturze i wlasciwosciach wiokien uformowanych z tych rozpuszczalnikow.
Pomiary lepkosci potwierdzity réznice w interakcji pomigdzy molekutami  polimeru
i rozpuszczalnika, co skutkowo réznicami w morfologii i strukturze witokien oraz ich wtasciwosciach.

Badania spektroskopowe wykazaty powstawanie soli amoniowych chitozanu z AA/FA.

W drugim etapie badan analizowano wplyw biegunowosci napigcia na strukturg
i wlasciwosci witokien (PCL/CHT). Zaobserwowane roznice w morfologii i wlasciwosciach widkien
zostaty zinterpretowane w kontekscie interakcji molekut PCL-CHT. Wyniki uzyskane metodg FT-IR
wskazaly na silniejsze interakcje molekut tych polimeréow przy zastosowaniu napigcia o ujemnym
znaku potencjatu elektrycznego na dyszy prze¢dzalniczej, co skutkowato nizsza krystalicznoscia PCL.
Ponadto biegunowo$¢ napigcia wptyneta na morfologie wiokna PCL/CHT oraz zwilzalnosc,
wilasciwosci mechaniczne. Adsorpcje CS wykazano za pomocg metody mikroskopii sit atomowych
(AFM) i spektroskopii fotoelektronéw w zakresie promieniowania X (XPS). Badania komoérkowe na
fibroblastach wykazaty niewielkie réznice w odpowiedzi komoérkowej na zmiany w strukturze
i wlasciwos$ciach wtokien PCL /CHT.
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Rozdziat 1




1 WPROWADZENIE

1.1 Elektroprzedzenie jako metoda formowania widkien

Elektroprzedzenie jest metoda formowania widkien, ktora obecnie ma co raz wigksze
znaczenie praktyczne w inzynierii tkankowej. W literaturze fachowej dostepnych jest wiele
prac dotyczacych zarowno teoretycznych jak i eksperymentalnych zagadnien tego tematu.
W podrozdziale 1.1 zostang opisane wybrane kwestie dotyczace elektroprz¢dzenia, ze
szczegolnym uwzglednieniem roli biegunowosci napigcia. Opisane zagadnienia dotycza

jedynie elektroprzedzenia z roztworu.

1.1.1 Rys historyczny

Elektroprzedzenie jest zjawiskiem elektrohydrodynamicznym, w wyniku ktorego
Z roztworu lub stopu polimeru formowane sg widkna. Na drodze strugi roztworu pomiedzy
dyszg a kolektorem dochodzi do stopniowego odparowywania rozpuszczalnika lub zestalania
si¢ stopu polimeru. Uformowane widkna sg zbierane na zazwyczaj uziemiony kolektor, ktory
ma najczesciej posta¢ metalowej ptytki lub begbna. Do chwili obecnej, powstalo wiele
publikacji dotyczacych elektroprzedzenia i opisujgcych zar6wno jego aspekty teoretyczne [1]
jak i doswiadczalne [2]. Formowane tg technikg witdkna sg z powodzeniem stosowane np.
w filtracji [3], jako opatrunki medyczne [4], rusztowania komorkowe [5] czy elementy

uktadow magazynujacych energie [6].

Pierwsze obserwacje oraz wynalazki powigzane z metodg elektroprzedzenia widkien
miaty miejsce juz w XVI wieku. William Gilbert, brytyjski fizyk zajmujacy si¢ zjawiskami
magnetycznymi i elektrostatycznymi, zauwazyl, ze odpowiednio natadowany elektrycznie
kawatek bursztynu umieszczony nad kropla wody powoduje, iz kropla przybiera ksztalt
stozka, a z jej wierzcholka odrywajg si¢ mate kropelki cieczy [7]. Prawdopodobnie byta to
pierwsza obserwacja elektrorozpylania. Z kolei, w XVIII w profesor George Mathias Bose,

opisal generowane aerozoli przez zastosowanie wysokich potencjatow elektrycznych
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przytozonych do cieczy [8]. Najwickszy wzrost zainteresowania tematem przypadt jednak na
XX i XXI wiek, skutkujgc prawdziwg eksplozjg badan naukowych i patentow. Pierwszy
patent dotyczacy elektroprzedzenia zostat zgloszony przez J.F. Cooleya w maju 1900,
a nastgpnie W lutym oraz lipcu 1902 przez W.J. Mortona [9-11]. Kolejne patenty w tej
dziedzinie byly zglaszane w latach 1934-1944 r. (A. Formhals; C.L. Norton) [12-14]. Na
poczatku XX wieku podjeto takze proby matematycznego modelowania zachowania ptynow
pod wplywem sit elektrostatycznych. W 1914 roku John Zeleny opublikowal prace na temat
zachowania si¢ kropelek ptynu na koncu metalowych kapilar [15]. Bardzo wazne byly takze
badania dotyczace zachowania si¢ cieczy pod wpltywem pola elektrycznego, prowadzone w
latach 1964-1969 przez Sir Geoffrey’a Ingram Taylora [16-18]. Dzis, od nazwiska uczonego
nazywamy charakterystyczny ksztatt kropli cieczy w czasie formowania si¢ strugi pod

wplywem przylozonego wysokiego napigcia.

Pierwsze praktyczne zastosowanie elektroprzedzonych widkien miato miejsce juz
w 1938 r. Nathalie D. Rozenblum oraz Igor V. Petryanov-Sokolov, w Laboratorium Aerozoli
prowadzonym przez Nikotaja A. Fuchsa w Instytucie Karpova w Zwiagzku Radzieckim,
opracowali widkna z octanu celulozy formowane z mieszaniny dichloroetanu i etanolu [19].
Uformowane wtokna postuzyly jako elementy filtrow dymu do masek gazowych (filtry
Petryanova). Kolejnym pomystem zastosowania wiokien uformowanych metoda
elektroprzedzenia byly substraty komoérkowe do badan in vitro. Ta idea zostata
zaproponowana przez Simona w 1988 r., ktory tg technikg wytworzyt maty z polistyrenu
[20]. Ta idea do dzi§ rozwija si¢ bardzo preznie. Powstaly liczne prace dotyczace
wykorzystania ~ wiokien  polimerowych  wykonanych  metodg  elektroprzedzenia
przeznaczonych do zastosowan biomedycznych, ktore byty prowadzone od lat 90 XX wieku,
np. przez grupe badawcza prof. Darrella H. Renekera [21]. Od tamtego czasu liczba
publikacji dotyczacych procesu elektroprzedzenia rosnie lawinowo. Obecnie technika
elektroprzedzenia jest wykorzystywana na skalg przemystowa. Na przestrzeni ostatnich
dziesieciu lat powstato wiele firm jak IME Technologies (Holandia), Stellenbosch Nanofibre
Company (RPA) czy Bioinicia (Hiszpania), oferujacych nie tylko urzadzenia do wytwarzania
wldkien, ale takze usluge optymalizacji wytwarzania i produkcje materiatdéw. Powstaja takze
urzadzenia do bezposredniego nakladania elektroprzedzonych widkien na rany skorne

(SpinCare, Nicast).
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Mimo ogromnego postepu, jaki dokonal si¢ na przestrzeni ostatniego wieku
w zakresie formowania wiokien metoda elektroprzedzenia, wiele kwestii wymaga jeszcze
szczegdtowej analizy, jak na przyklad wplyw biegunowo$ci napiecia na strukture
I wlasciwos$ci wiokien, a w szczegdlnosci tych zawierajacych polielektrolity. Warto poddac

analizie, takze jej wptywem na efektywno$¢ post-procesowej modyfikacji wiokien.

1.1.2 Charakterystyka procesu

Strzykawka

Roztwor polimeru

— Stozek Taylora

Zasilacz

wysokonapieciowy' “ '

/— Kolektor

Rysunek 1. Schemat uktadu do formowania witokien metoda elektroprzgdzenia

[na podstawie 22].

Formowanie wtokien metoda elektroprzedzenia polega na jednoosiowym rozcigganiu
lepkosprezystego roztworu podawanego z wybrang predkoscia przez dysze przedzalnicza.
Typowy uklad do elektroprzedzenia sktada si¢ ze strzykawki, pompy, kolektora oraz
zasilacza wysokonapieciowego (Rysunek 1). Wyczerpujacy przeglad kolektorow, ktore
pozwalajag uzyska¢ rozne orientacje wiokien oraz ich uklad przestrzenny, =zostat

przedstawiony przez Teo i Ramakrishne [2].
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Ksztalt polkofisty

Polaczenie 7 zasilaczem
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Napiecie >0
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AN

Opychajgce sity
elektrostatyczne

elektrostatyczne

Rysunek 2. Schemat ilustrujacy etapy tworzenia si¢ strugi roztworu w czasie procesu

elektroprzedzenia [na podstawie 23].

Pod wpltywem przytozonego pola elektrycznego, kropla roztworu na koncu dyszy
przegdzalniczej przyjmuje ksztatt stozka (Rysunek 2) [24]. Czas, w jakim zostanie utworzony
stozek, zalezy miedzy innymi od lepko$ci roztworu i natezenia pola elektrycznego
przytozonego do roztworu. Ksztatlt utworzonego stozka pod wpltywem przytozonego
zewngetrznego pola elektrycznego byl analizowany oraz szczegdélowo opisany, miedzy innymi
przez grupe profesora Yarina [25]. Gdy przylozone do roztworu wysokie napigcie przekroczy
warto$¢ krytyczna, zazwyczaj 5 kV, sity odpychajace pomiedzy fadunkami elektrycznymi
W roztworze staja si¢ wigksze niz napigcie powierzchniowe roztworu, dzigki czemu zostaje
uformowana struga roztworu (Rysunek 2). Czynnikiem warunkujagcym formowanie widokien
ze strugi roztworu jest fizyczne splatanie molekut (ang. chain entangelement). Ilo$¢ splatan
molekul wzrasta wraz ze wzrostem masy czasteczkowe] polimeru oraz jego st¢zeniem
w roztworze [26]. Wzrost ilosci splatan molekut powoduje wzrost lepkosci roztworu, co
prowadzi do powstania koherentnej strugi roztworu. Rola splgtania molekut polimeru
w czasie formowania wiokien metoda elektroprzedzenia byla analizowana migdzy innymi

przez Shenoy i wsp. [27].
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Segment prosty

Poczatek pierwszej
niestabilno$ci zginajacej

/’C"' Poczatek drugiej

niestabilno$ci zginajacej

o$ strugi

Poczatek trzeciej
niestabilnosci zginajacej

Rysunek 3. Schemat przyktadowego toru ruchu strugi polimeru pod wptywem zewnetrznego

pola elektrycznego [1].

Analizujac kolejne odcinki strugi roztworu, mozna zauwazy¢, ze pierwszy fragment strugi
jest prostoliniowy (Rysunek 3). Obserwowano takze zjawisko tworzenia wielu strug
roztworu z jednej kropli [28]. Sity elektryczne z tadunku przenoszonego w strumieniu
roztworu powoduja jego dalsze wydtuzanie. Srednica strumienia w tym fragmencie
zmniejsza si¢ wraz z odlegloscig od konca dyszy przedzalniczej. W strefie prostoliniowej
nastgpuje pocienienie strugi roztworu polimeru zgodnie z wykladniczg zaleznoscig srednicy

strugi (d) od odlegtosci od dyszy (z):
d(z)~z" (1)

gdzie, n miesci si¢ w zakresie 0,2-0,5 [1]. Nastepnie zaczyna si¢ najdtuzszy fragment strugi
roztworu, mieszczacy si¢ w tzw. bending instability region, w ktorym dochodzi do zaginania
strumienia roztworu pod wplywem odpychajacych sit elektrostatycznych pomig¢dzy
tadunkami transportowanymi w strumieniu. Ten fragment strugi mozna podzieli¢ na tzw.
pierwszg i drugg niestabilnos$¢ zginajaca (ang. first/ second electrical bending instability) [1].

Na tym odcinku struga porusza si¢ w nieregularny sposob, przypominajacy ruch po spirali
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(Rysunek 3). Dzigki rownowadze we wzajemnym oddzialywaniu molekul polimeru oraz
jonéw obecnych w roztworze, nie dochodzi do powstania tak zwanych niestabilnosci
kapilarnych (ang. capillary instability). Gdy jednak tego typu niestabilnosci powstaja,
Z gtdbwnego strumienia roztworu odrywaja si¢ mniejsze strumienie lub krople, szybko
zamieniajgce si¢ w tzw. koraliki wystepujace na catej dlugosci widkna. Niestabilnos$ci strugi
w czasie procesu elektroprzedzenia mozna podzieli¢ na: osiowo niesymetryczne (zginajace)
oraz osiowo symetryczne. Niestabilnosci osiowo niesymetryczne pojawiaja si¢ na skutek
niewielkich zaburzen w liniowej trajektorii strugi. Zaburzenia te wytwarzajg sile prostopadia
do osi gtéwnej na skutek pojawienia si¢ sit wewnetrznego odpychania si¢ natadowanej strugi
po utracie idealnej symetrii. Poczatkowo sita ta jest rOwnowazona przez lepkosprezysty
charakter roztworu polimeru. Skladowa lepka opiera si¢ ruchowi generowanemu przez te¢
site, a sktadowa sprezysta stara si¢ przywrdci¢ witokno do jego pierwotnego polozenia.
Jednak w pewnym momencie, perturbacje staja si¢ wigksze niz opor, co prowadzi do
niestabilnosci zginajacych, ktore rosngc w czasie dalszej drogi strugi, powoduja skuteczne jej
rozcigganie. Niestabilno$¢ osiowo-symetryczna (niestabilno$¢ kapilarna, Rayleigha),
prowadzi do lokalnych przewezen strugi. Ma to miejsce, gdy gestos¢ powierzchniowa
tadunku staje si¢ mata w stosunku do sily napigcia powierzchniowego. Na skutek takich
zjawisk moze dochodzi¢ do przerwania strugi na pojedyncze krople lub tworzenia sie¢
koralikow [1]. Ponadto, na calej drodze, jaka przebywa strumien roztworu dochodzi do
stopniowego odparowania rozpuszczalnika, dzigki czemu widkno padajgce na kolektor jest
suche lub prawie suche. Uformowane wiokna maja zazwyczaj przekrdj okragty, jednak na
skutek np. r6znej szybkosci parowania rozpuszczalnika ze strugi roztworu, moze dochodzié¢

do formowania si¢ innych ksztattow widkien takich jak np. wstazka (ang. ribbon) [29].

Morfologia 1 struktura wilokien formowanych ta metoda zaleza od szeregu
parametrow, ktore zazwyczaj sa grupowane W trzy kategorie: parametry roztworu, parametry
procesowe oraz parametry otoczenia [2]. Do parametrow roztworu zaliczajg si¢ np.: rodzaj
rozpuszczalnika, stezenie polimeru, masa czasteczkowa, lepkos¢ roztworu czy przewodnosc
roztworu. Parametrami procesowymi sg np.: wielko$¢ przylozonego napigcia, odlegtosé
dysza przedzalnicza - kolektor, szybkos¢ przeptywu itp. Do parametréw otoczenia nalezg
np.: temperatura otoczenia, wilgotno$¢ oraz przewodnosé¢ osrodka. W praktyce wigkszos¢

parametrow Wzajemnie od siebie zalezy.
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Waznym parametrem roztworu dla formowania si¢ struktury nadmolekularne;
wiokien jest rozpuszczalnik, a w szczeg6lnosci szybkos¢ jego odparowywania, ktora wynika
z temperatury wrzenia [28]. Szybkos$¢, z jaka zachodzi ten proces zalezy tez od temperatury
otoczenia czy objetosci z jakiej odparowuje. W elektroprzedzonych widknach, proces ten
zachodzi bardzo szybko, dlatego powstajace struktury sg zwykle dalekie od stanu rownowagi
termodynamicznej [2]. Stopien orientacji molekularnej, ktory jest jednym z elementow
struktury nadmolekularnej, we wtoknach uformowanych ta metoda, nie jest duzy. Wynika to
z duzej mobilnosci molekut w strudze roztworu, z ktorej nie odparowal jeszcze
rozpuszczalnik. Relaksacja tancuchéw polimeru zachodzi w tym wypadku szybciej niz
zupelne odparowanie rozpuszczalnika z formowanego wiokna [30]. Wptyw rozpuszczalnika
na strukturg elektroprzedzonych wiokien byt analizowany przez wielu badaczy [31 - 34].
Dobrze dobrany rozpuszczalnik warunkuje odpowiednig rozpuszczalno$¢ polimeru oraz
odpowiednig przewodno$¢ roztworu (stata dielektryczna). Rozpuszczalno$¢ polimeru
W danym rozpuszczalniku jest jednym z kluczowych parametrow dla przedzalnos$ci roztworu.
Réznice w lepkosci roztworéw danego polimeru w zaleznosci od zastosowanego
rozpuszczalnika wynikaja rowniez z oddzialywan polimer- rozpuszczalnik, co ma swoje
odzwierciedlenie w wartosci parametru K i a w rownaniu Marka- Houwinka-Sakurady
(Réwnanie 3). Réwnanie Marka-Houwinka-Sakurady wigze lepko$¢ roztworu polimeru

Z masg czasteczkowg jego tancuchow (Rownanie (2),
[n] = KM“ 3)

gdzie [n]to lepko$¢ graniczna, M to masa czgsteczkowa oraz K i o sg wspotczynnikami
zaleznymi od polimeru oraz temperatury [35]. Jak wynika z rOwnania (2) oraz (3), ktore sa
jednymi z podstawowych rownan opisujacych reologie roztworéw polimerdéw, podanymi tu
jako przyktadowe, wigkszos¢ wartosci jest ze sobg powigzana. Dlatego tez formowanie

jednorodnych widkien metodg elektroprzedzenia wymaga kontroli licznych parametrow.

Typ rozpuszczalnika jaki zostanie wybrany do formowania widkien wptywa takze na
konformacje molekut polimeru. W silnych rozpuszczalnikach, molekuty polimeru przyjmuja
konformacje bardziej wydluzone, wtedy lepko$¢ roztworu jest wysoka (wysokie wartosci
Kia). W stabych rozpuszczalnikach molekuty przyjmuja bardziej "skiebione" konformacje,

wtedy lepko$¢ roztworu jest mniejsza (mate wartosci K 1 a). Ostatecznie wplywa to na
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przedzalno$¢ roztworu (mozliwo$¢ uformowania strugi), morfologi¢ widkien czy rozwinigcie
ich powierzchni [31, 33, 34]. Efektem niewlasciwie dobranego rozpuszczalnika, jest na
przyktad powstawanie koralikow na dlugosci wldkna. Pojawianie si¢ koralikbw moze
wynika¢ takze ze zbyt niskiej przewodnos$ci roztworu, a w konsekwencji zbyt matej sity
elektrohydrodynamicznej powodujgcej rozcigganie strugi roztworu. Z drugiej strony,
rozpuszczalniki dobrze przewodzace powodujg powstawanie bardzo cienkich wtokien, czgsto

0 nanometrycznych wymiarach.

Roztwor mozliwy do uformowania we wtokna metodg elektroprzgdzenia, powinien
charakteryzowac si¢ przede wszystkim odpowiednig lepkoscig. Ta z kolei, zalezy od jego
masy czasteczkowej 1 jego stgzenia w roztworze, oraz jak opisano powyzej, 0d
rozpuszczalnika. Zaobserwowano, ze zwickszanie st¢zenia polimeru (a w konsekwencji
lepkosci roztworu) sprawia, ze sity napigcia powierzchniowego staja si¢ pomijalnie mate,
dzigki czemu powstaja wolne od defektow, jednorodne widkna [36]. Proba formowania
wiokien z polimeréw o malej masie czasteczkowej, najczegsciej powoduje powstawanie tak
zwanego elektrospray’u. W takim wypadku, wtokno nie jest formowane, a ze strugi odrywaja
si¢ jedynie mikroskopijne krople roztworu. Prace doswiadczalne dotyczace wptywu masy
czasteczkowej na morfologie widkien byly prowadzone migdzy innymi przez Kolskiego
i wsp. [37]. Wykazano, iz polimery o nizszej masie czasteczkowej wymagaja przygotowania

roztworow o wyzszych stezeniach, aby byty mozliwe do formowania we wtokna [37].

a) Dilute, ¢ < c* b) Semidilute unentangled, c*<c<c. c) Semidilute entangled, c>c.

Rysunek 4. Schemat ilustrujacy trzy uktady roztworéw polimeréw: a) rozcienczony (ang.
dilute); b) czg¢éciowo rozcienczony z brakiem splatania molekut (ang. semidilute
unentangeled), ¢) czeSciowo rozcienczony ze splataniem molekut (ang. semidilute
entangeled) [38].
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Wynika to z faktu iz molekuly polimeru nie osiggaja odpowiedniego stopnia splatania

(Rysunek 4) [27, 37, 38, 40]. Stezenie krytyczne splatania molekut (C*) jest opisane wzorem

. N 1 ,
Rl @)

Cc

gdzie [n] to lepko$é graniczna, (R?)3/?to kwadrat $redniej odleglosci pomigdzy koncami
tancuchéw polimerow [39]. Szczegdétowe badania dotyczace wpltywu wlasciwosci
reologicznych roztworu na morfologic widkien byly prowadzone np. przez McKee
i wsp.[40]. W tej pracy analizowano wptyw Krytycznego stezenia splatania tancuchow (C*)
oraz krytycznego stezenia splatania molekut w roztworach cze$ciowo rozcienczonych (Ce)
dla wybranego ukladu polimer/ rozpuszczalnik. Analizowano zar6wno roztwory
homopolimeréw o strukturze liniowej jak 1 losowo rozgalezionej. Jak ustalono, aby

uformowac¢ jednorodne, wolne od koralikéw widkna, nalezy wykona¢ roztwor o stgzeniu

minimalnym 2-2,5 C, [40].

Kolejna kategoria parametrow to parametry procesowe. Do tej kategorii parametrow
zaliczamy takie czynniki jak: wielkos¢ przytozonego napigcia, biegunowos$¢ napiecia
(opisana doktadnie w podrozdziale 1.1.3), szybkos$¢ podawania roztworu, odleglos¢ dysza
przgdzalnicza — kolektor itp. Prowadzono na przyktad, badania weryfikujace tezg, iz
wielko$¢ napigcia przytozonego do dyszy przedzalniczej wptywa na $rednice wildkien. Jak
ustalono ten parametr wptywa na ich morfologi¢ [41-43]. Zaobserwowano takze dwa
przeciwstawne mechanizmy zastosowania zbyt wysokiego napiecia przylozonego do dyszy
przedzalniczej: pocienienie widkien w wyniku wzrostu oddziatywan elektrostatycznych oraz
pogrubienie wiokien, na skutek wyciagania z dyszy przedzalniczej zbyt duzej ilosci
roztworu. Te dwa przeciwstawne mechanizmy tlumacza czesto obserwowany efekt
wystepowania pewnej minimalnej srednicy wiokien przy danym napigciu. Przy zbyt matym
napieciu wtokna w ogodle nie zostang uformowane. Istotnym parametrem jest takze odlegltos¢
dysza przedzalnicza — kolektor. Zwickszenie tej odleglosci przy danym napigciu, powoduje
spadek natezenia pola, a w konsekwencji redukcje sit umozliwiajacych powstawanie widkna
[44]. Zwigkszenie odleglosci dysza-kolektor to takze zwigkszenie drogi strugi roztworu na
jakiej dochodzi do odparowania rozpuszczalnika.

22



Ostatnig kategoria parametréow majacych wplyw na strukture 1 morfologi¢
elektroprzedzonych wilokien sa parametry otoczenia, tj. temperatura, wilgotnos¢, sktad
chemiczny osrodka. Nieliczne prace naukowe wykazaty, ze podwyzszona wilgotnos$ci
osrodka, w jakim formowane sg wtokna (najczgsciej jest to wilgotnos¢ powietrza), powoduje
redukcje srednic widkien, a w skrajnych wypadkach prowadzi do powstawania pewnych
niedoskonato$ci na dlugosci wiokna, takich jak koraliki [45, 46]. Jest to zwigzane ze
wzrostem przewodnos$ci samego osrodka. Wpltyw wilgotnosci powietrza na morfologie
wiokien analizowano w kontekscie jego wplywu na $rednice formowanych widkien, ale
takze na topografii ich powierzchni. Casper i wsp. [47] na przykladzie widkien
polistyrenowych wykazal, ze wraz ze wzrostem wilgotnosci powietrza zwicksza sie

porowato$¢ powierzchni wiokien (Rysunek 5).

Rysunek 5. Obrazy SEM ilustrujgce powierzchnie wiokien polistyrenowych o masie
czasteczkowej 190 000g/ mol, uformowanych z tetrachdrofuranu (THF) w r6znych warunkach
wilgotnosci otoczenia: a) 25 % ; b) 31-38 % ; ¢) 40-45% ; d) 50-59% ; ) 60-72% [47].
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Jesli chodzi o temperature jako parametr wptywajacy na morfologi¢ uformowanych
wlokien, to mozna rozwaza¢ ten czynnik w kontek$cie temperatury zarowno otoczenia,
w jakim prowadzony jest proces [48] jak i temperatury samego roztworu [49, 50]. Wzrost
temperatury, w obu wypadkach, powoduje wzrost szybkosci parowania rozpuszczalnika.
W konsekwencji dochodzi do zmiany lepkosci roztworu. Z drugiej strony, podwyzszanie
temperatury roztworu moze w niektorych wypadkach poprawi¢ rozpuszczalno$¢ czy
mieszalno$¢ sktadnikow roztworu. Takie podejscie moze by¢é pomocne w wypadku
formowania widkien np. z politiofendéw, ktore najlepiej formowaé we wtokna z niepolarnych

rozpuszczalnikOw oraz w temperaturze wyzszej niz temperatura otoczenia [50].

Jak doskonale pokazujg badania teoretyczne i doswiadczalne, elektroprzgdzenie to
tylko pozornie nieskomplikowany proces formowania wiokien. W praktyce uzyskanie
wlokien o powtarzanych parametrach jest bardzo trudne, poniewaz wymaga kontrolowania
wielu czynnikow jednoczesnie. W =zaleznosci od specyfiki polimeru, ktéry ma by¢
formowany tg metoda, rézne parametry moga gra¢ kluczowa rolg. W przypadku formowania
wiokien zawierajacych polielektrolity, nalezy liczy¢ si¢ z dodatkowymi komplikacjami
zwigzanymi z dysocjacja oraz mozliwoscia tworzenia si¢ soli w roztworze, jak réwniez
silnym wplywem biegunowosci napigcia na molekuly znajdujace si¢ w roztworze.

Wymienione zagadnienia zostaty opisane w kolejnych rozdziatach i podrozdziatach.

1.1.3 Rola biegunowosci napiecia w procesie elektroprzedzenia

Podstawg procesu elektroprzedzenia sga tadunki elektryczne, ktéore umozliwiajg
powstawanie sit rozciggajacych roztwor, a w konsekwencji tworzenie jego strugi (Rysunek
6). Napiecie elektryczne moze by¢ doprowadzone do roztworu na rézne sposoby, jak
pokazano na Rysunek 7. W uproszczonym zatozeniu, tadunki elektryczne powinny by¢
stopniowo odprowadzane ze strugi roztworu i widkien, ktore sg ostatecznie zbierane na
uziemionym kolektorze. Zanim jednak do tego dojdzie, tadunki elektryczne sa obecne na
powierzchni strugi czy wtokna, wplywajac tym samym na ich strukturg oraz wtasciwosci. Na
drodze pomiedzy dysza a kolektorem, gdy ze strugi roztworu nie odparowat jeszcze caty
rozpuszczalnik, tadunki elektryczne tozsame ze znakiem potencjatu elektrycznego

przytozonego do dyszy, sa gromadzone na powierzchni strugi roztworu, jak pokazuje
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Rysunek 2. Obecno$¢ tadunkow na powierzchni strugi, moze wplywac na orientowanie si¢
czy interakcje molekul polimeréw ja tworzacych. Dlatego tez, jest to kluczowy moment dla
tworzacej si¢ struktury nadmolekularnej witokien formowanych metoda elektroprzedzenia. Po
calkowitym odparowaniu rozpuszczalnika, struktura ta zostanie w pewien sposob
ustabilizowana, co ostatecznie warunkuje niektore wiasciwosci widkien (np. wytrzymatosé
mechaniczng). To wilasnie opisane powyzej zjawiska zachodzace w strudze
dwusktadnikowego roztworu zawierajacego polielektrolit i poddanego dziataniu napigcia
0 roznych znakach potencjatu elektrycznego sg przedmiotem analizy w niniejszej pracy
doktorskiej. Drugim przypadkiem jest sytuacja, w ktorej juz na widknie, z ktorego zupetnie
odparowal rozpuszczalnik, pozostaja pewne tadunki elektryczne. Ich obecnos¢ wptywa na
wiasciwosci powierzchniowe catej wtokniny np. zwilzalno$¢ czy energie powierzchniows.
Jak pokazaty badania Schreuder- Gibsona i wsp. [51] napigcie elektryczne na powierzchni
wiokien nawet po 20 h od wyprzedzenia, moze utrzymywaé si¢ na poziomie 1 kV.
W zaleznosci od podzniejszego zastosowania wiokniny, efekt ten moze by¢ rozpatrywany
zarowno jako korzystny jak i niekorzystny. Przyktadem, gdy to zjawisko jest korzystne,
moze by¢ zastosowanie wioknin w filtracji wody czy fizycznej adsorpcji substancji
leczniczych przez wiokning. Z drugiej strony moze to by¢ zjawisko niekorzystne
w przypadku proby uzyskania wiokien ukierunkowanych, zbieranych na niektore rodzaje
kolektorow [52]. Tlos¢ tadunkow elektrycznych pozostatych na powierzchni wiokien zalezy
od szeregu czynnikow, takich jak struktura molekularna i nadmolekularna polimeru,
przewodnos¢ elektryczna roztworu, obecnos¢ dodatkow w roztworze, warunki otoczenia,
wytadowania koronowe itp. [53]. Stopniowe gromadzenie tadunkow we witdoknach wedtug
Collins i wsp. [53], moze doprowadzi¢ do zakonczenia elektroprzedzenia ze wzgledu na
zmniejszenie roznicy potencjatoéw pomiedzy kolektorem a dyszg przedzalniczg lub tez moze
spowodowa¢ skierowanie strugi roztworu do innego obszaru o nizszym potencjale
elektrycznym [53]. W praktyce drugi efekt jest najcze$ciej obserwowany w potaczeniu
z innymi czynnikami, co w konsekwencji powoduje pewne straty materiatowe. Jak zauwazyt
Schreuder-Gibson i wsp. [51], sama biegunowo$¢ napigcia nie ma wplywu na ilosé
zatrzymywanego tadunku elektrycznego. Wedtug Tsai i Gibsona [54] polimery polarne, ktore
maja tendencj¢ do zatrzymywania wody, przez co wykazujace wigkszg przewodno$é

elektryczng, charakteryzuja si¢ matym gromadzenie tadunkéw elektrycznych. Podobnie
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zachowuje si¢ nylon 6, nylon 66, poliuretany, tlenek polietylenu (PEO) czy poli(e-
kaprolakton) (PCL). Z drugiej strony, niektore polimery jak np. polistyren, poliwgglan czy
poliakrylonitryl moga utrzymywacé resztkowe tadunki elektryczne nawet przez kilka dni lub
tygodni po uformowaniu we widkna metoda elektroprzedzenia [54]. Bardziej szczegdtowe
badania dotyczace resztkowego ‘tadunku elektrycznego 1 orientacji molekularnej

w teraftalanie polibutylenu prowadzit Catalani i wsp. [55].
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Rysunek 6. Schemat ilustrujacy mechanizmy transportu tadunkéw elektrycznych w czasie

elektroprzedzenia [53].

Jak wspomniano wczesniej, w zwigzku z duza mobilnoscig molekul w strudze
elektroprzedzonego roztworu oraz mozliwym gromadzeniem si¢ tadunkow elektrycznych na
wioknie warto zastanowi¢ si¢ nad wplywem zastosowanego napigcia na ich strukture
I wlasciwosci. W tym przypadku mozna mie¢ na uwadze nie tylko rdéznice potencjatow
pomiedzy dysza przedzalnicza a kolektorem, ale takze biegunowos$¢ napiecia w ukladzie.
Biegunowos$¢ napigcia moze by¢ zmieniana poprzez przylozenie ujemnego lub dodatniego
znaku potencjatu elektrycznego do dyszy. Mozna takze zmienia¢ znak potencjalu

elektrycznego zarowno dyszy jak i kolektora.
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Rysunek 7. Schemat ilustrujacy transport jonéw W strudze roztworu w zaleznosci od
zastosowanego ukladu: A) elektroda zanurzona w roztworze; B) wysokie napigcie
przytozone do dyszy przedzalniczej o dodatnim znaku tadunku elektrycznego; C) elektroda
ptytkowa [53].

Wplyw roznicy potencjatdéw na stabilno$¢ strugi roztworu byt opisywany przez wielu
autoréw [28, 56]. Nadmiar tadunku na powierzchni strugi powoduje powstawanie falistosci
na jej powierzchni. Gdy ilos¢ tadunkow na powierzchni strugi przekroczy wartos¢ krytyczng
dochodzi do wielostrumieniowego przedzenia roztworu. Za klasyczny uktad do
elektroprzgdzenia przyjmuje si¢ taki uktad, w ktorym do dyszy przedzalniczej podtaczone
jest wysokie napigcie o dodatnim znaku potencjatu elektrycznego, a kolektor jest elementem
uziemionym. Wpltyw biegunowosci napigcia w ukladzie klasycznym na strukture wiokien
opisat np. Tsaroom i wsp. [57]. W tym wypadku formowano widkna typu rdzen- otoczka
(ang. core-shell). Wiokna byly uformowane z mieszaniny wybranych polimerow oraz soli
metali. Obrazowanie transmisyjnym mikroskopem elektronowym ujawnito spontaniczng
samoorganizacj¢ sktadnikéw widkien w strukturg typu rdzen otoczka (Rysunek 8). Fakt ten
powigzano z dwoma czynnikami: oddzialywaniami odpychajacymi pomiedzy atomami
metalu a obarczong dodatnim tadunkiem elektrycznym powierzchnig strugi roztworu, oraz
postepujacym frontem krystalizacji polimeru, spychajacym atomy metalu do rdzenia strugi
roztworu. Zmiany w strukturze krystalicznej polimeru zostaty potwierdzone za pomocg
takich metod analizy jak skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC) czy szerokokatowa

dyfrakcja rentgenowska [57].
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Rysunek 8. Obrazy uzyskane technikg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
ilustrujace rozktad sktadnikow wiokien: a) probka kontrolna (mieszanina polimerow)

F127/PEOQ; b) probka zawierajaca sole metali - F127/ PEO/MS [57].

Zmiany zaobserwowane pod wplywem wybranej biegunowosci napigcia W strukturze
wlokien analizowane przez Tsaroom i wsp. [57] doskonale obrazuja jak duzy wptyw na ich
strukture ma biegunowo$¢ napigcia. W zwiazku z tym mozna przypuszczac, ze roOwnie silne
efekty moga by¢ obserwowane na molekutach polimeréw. Spontaniczng samoorganizacj¢
molekut chitozanu i kwasu hialuronowego zaobserwowat Ma i wsp. [58]. W tych badaniach
jako probki referencyjne w analizie wykonanej metodg spektroskopii fotoelektronow
w zakresie promieniowania X (XPS) zastosowano probki wykonane metoda inng niz
elektroprzedzenie. Kazdy z komponentéw byt analizowany jako samodzielna probka, dlatego
tez odniesienie tych wynikéw do rezultatow jakie daty probki wiokien uformowanych z obu

sktadnikéw jest problematyczne [58].

Podobne badania byly prowadzone takze przez Stachewicz i wsp. [59]. Widokna
znylonu 6 (PAG) zostaly uformowane z zastosowaniem ujemnego i dodatniego znaku
potencjatu elektrycznego na dyszy przedzalniczej. W zalezno$ci od zastosowanego znaku
potencjatu elektrycznego, witdkna wykazywaty r6zng dystrybucje atoméw tlenu i azotu na
powierzchni (Tabela 1). Szczegétowa analiza wlhasciwosci powierzchni  zostata
przeprowadzona takze za pomocag techniki AFM, dzieki ktorej okreslono napigcie
powierzchniowe (y;), sktadowa polarng (y:") i dyspersyjna (yld) wedhlug teorii Owensa-
Wendta. Zaobserwowano o0 okoto 20% nizszg energi¢ powierzchniowa wtokien nylonowych

uformowanych zastosowaniem ujemnego znaku potencjalu elektrycznego na dyszy niz
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wiokien uformowanych z dodatnim znakiem potencjatu elektrycznego [59]. Co wigcej,
sktadowa polarna wtokien uformowanych z ujemnym znakiem potencjatu elektrycznego na
dyszy byla znaczaco nizsza niz widkien formowanych w uktadzie o dodatnim znaku
potencjatu elektrycznego na dyszy. Jak wyjasniajg autorzy, mobilne makroczasteczki
polimeru w roztworze, orientowaly si¢ zgodnie z prawem Coulomba: obarczone ujemnym
tadunkiem elektrycznym grupy funkcyjne PA6 byly odpychane od powierzchni strugi
polimeru, na ktorej byly zgromadzone ujemne tadunki elektryczne. Ostatecznie taki uktad

byt utrwalany poprzez wysuszenie widkna na skutek odparowania rozpuszczalnika [59].

Tabela 1. Udziat procentowy atoméw tlenu O(1s) oraz azotu N(1s) na powierzchni widkien
PA6 uformowanych z zastosowaniem ujemnego i dodatniego potencjatu znaku elektrycznego
na dyszy przedzalniczej. Wyniki uzyskane metoda XPS przy kacie padania wigzki 0° i 75°
do ptaszczyzny zebranych wiokien [59].

XPS XPS
measurement measurement
Sample Component angle 0 [°] angle 75 [°]
PA6 nanofibers (+) O (Is) [%] 10.88 7.97
N (1s) [%] 8.06 549
PA6 nanofibers (—) O (Is) [%] 10.36 1.09
N (1s) [%] 11.41 18.70

Prace nad poliamidem-6 (nylon 6, PA6) w kontekscie biegunowosci napigcia byty
prowadzone takze przez Supaphola i wsp. [60]. W tej pracy zauwazono rdznice
morfologiczne pomigdzy wldknami wykonanymi z zastosowaniem rdznej biegunowosci
napiecia. Analizowano przy tym takze wplyw szeregu innych parametréw 1 nie poglebiono
analizy o inne zagadnienia jak np. analiza struktury Kkrystalicznej czy energii
powierzchniowej [60]. Wplyw biegunowosci napigcia byt tez analizowany przez Tong i wsp.
[61] na przyktadzie wiokien poli(3-hydroksymaslanu-co-3-hydroksywalerianu) (PHBV).
Niektore prace dowodza, 1z zastosowanie odpowiedniej biegunowosci napigcia, moze miec
wplyw na pdzniejsza odpowiedz komoérkowa w badaniach in vitro [62]. Wykazano, ze
indukowany odpowiednig biegunowoscig napiecia tadunek elektryczny powierzchni wiokien

moze wplywaé na aktywno$¢ enzyméw indukujacych przemiany fosforandéw (fosfataza
alkaliczna) [62].
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W innych pracach zaobserwowano, ze nagromadzenic tadunkow elektrycznych na
powierzchni widkien moze powodowac powstawanie bardziej przestrzennych form widkniny
(podobnej do waty). Bonino i wsp. [63] opisali zjawisko tworzenia si¢ przestrzennych form
wlokniny z elektroprzedzonych widkien politlenku etylenu (PEO) oraz alginianu. Autorzy
pracy wigzali ten efekt z wptywem znaku potencjatu fadunku elektrycznego na dyszy na
orientacj¢ molekut we wildknie. Jak wykazali autorzy pracy, molekuly alginianu byty
rozmieszczone na powierzchni wiokien i w skutek dziatania sit odpychajacych pomigdzy
obarczonymi ujemnym tadunkiem elektrycznym powierzchniami, doszto do uformowania
przestrzennej formy widokniny. Ponadto zauwazono, ze wilgotnos¢ osrodka w jakim
prowadzony byt proces elektroprzedzenia miata istotny wptyw na tworzenie opisanej

struktury wiokniny z alginianem [63].

Ponadto, byly prowadzone badania nad wplywem biegunowosci napigcia na

formowanie wiokien chitozanu, co opisano w podrozdziale 1.2.2.

W literaturze mozna znalez¢ takze prace dotyczace takich uktadow, w ktorych
dodatkowo zmienia si¢ znak potencjatu elektrycznego kolektora [64]. W uktadzie
klasycznym, kolektor jest zazwyczaj elementem uziemionym. W tych pracach
zaproponowano inne rozwigzania, ktore jak wykazano, moga wptywaé na niektore cechy
wiokien. Analizowane byly uklady, w ktorych zwigkszano roznice potencjatow
elektrycznych pomig¢dzy dysza a kolektorem, poprzez podiaczenie kolektora do zasilacza
wysokonapigciowego [51, 65]. Prace te wykazaly, ze taka metoda zwigkszenia napigcia
elektrycznego pomiedzy dysza a kolektorem, powoduje formowanie wiokien o wyraznie
mniejszej srednicy w porownaniu do uktadu tradycyjnego. Innym przyktadem, jest praca
Kilicy 1 wsp. [66], ktorzy zaproponowali uktad odwrocony, w ktorym to kolektor jest
poditaczony do zasilacza wysokonapigciowego, a dysza przgdzalnicza jest uziemiona. W tym
uktadzie wtokna powstaja z duzym trudem. Uziemienie dyszy spowodowalo na tyle wyrazna
redukcje tadunkdéw w roztworze polimeru, ze nie powstaly sity, ktére moglyby zainicjowaé

formowanie strugi.

Wiele prac wskazuje na istotny efekt biegunowosci napigcia na wiele cech widkien.
Jest to istotna informacja z punktu widzenia potencjalnego zastosowania wiokien

uformowanych metoda elektroprzedzenia w inzynierii tkankowej. Jak wida¢ z powyzszego
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przegladu literaturowego, tylko nieliczne prace dotyczg widkien uformowanych
z polielektrolitow. W literaturze brakuje takze badan nad wptywem biegunowos$ci napiecia
na struktur¢ i wlasciwosci dwuskladnikowych wiokien uformowanych z mieszanin

zawierajacych polielektrolity.

1.2 Polielektrolity

Polielektrolity sa zwigzkami naturalnie wystepujacymi w tkankach zywych
organizméw. S3g one takze wykorzystywane w tworzeniu rusztowan komorkowych czy
systemow dostarczania lekow. W podrozdziale 1.2.1 zostang oméwione wybrane zagadnienia
dotyczace struktury i whasciwosci polielektrolitow oraz ich roztworéw. W podrozdziale 1.2.2
zostang omoOwione wybrane prace dotyczace tworzenia widkien chitozanu metoda
elektroprzedznia, a w podrozdziale 1.2.3 prace badawcze dotyczace wptywu biegunowosci

napigcia na proces formowania wldkien zawierajacych chitozan.

1.2.1 Wiasciwosci roztworow polielektrolitow

Zgodnie z definicjag Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej 1 Stosowanej (IUPAC),
polielektrolity to polimery sktadajacy si¢ z makroczastek, w ktorych znaczna cz¢s$¢ jednostek
podstawowych  (meréw) zawiera grupy jonowe lub/i zdolne do jonizacji.
W rozpuszczalnikach polarnych, takich jak woda, grupy te moga dysocjowac. Przyktadami
polielektrolitow sa polistyrenosulfonian, poliakryl, polimetyloakryl, kwas hialuronowy,
chitozan czy DNA. Polielektrolity i oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy ich
makromolekutami majg bardzo istotne znaczenie w kontroli r6znych proceséw, od inzynierii
materialowej do biofizyki. Przyktadem takich oddzialywan jest elektrostatyczne przyciaganie
si¢ obarczonych ujemnym znakiem potencjalu elektrycznego helis DNA z histonami
0 dodatnim znaku potencjatu elektrycznego, co w konsekwencji prowadzi do kondensacji

DNA w chromosomy [67].

W przypadku elektroprzedzenia, bardzo istota kwestig jest zrozumienie zjawisk
zachodzacych w roztworach polielektrolitow, tj. interakcji polimer-rozpuszczalnik, polimer-

polimer 1 wpltywu rozpuszczalnika na konformacje¢ makromolekul polimeru. Roztwory
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polielektrolitow mozna podzieli¢ na: roztwory wolne od soli oraz roztwory zawierajace sole.
W grupie roztwordéw polielektrolitéw nie zawierajacych soli mozna dodatkowo wyroznic:
roztwory wykonane w rozpuszczalniku teta (0) lub w rozpuszczalniku zapewniajacym silne
oddziatywania pomig¢dzy rozpuszczalnikiem a molekutami polimeru (dobra rozpuszczalnos¢)

oraz roztwory o stabej rozpuszczalnos$ci [68].

Jak zauwazono w podrozdziale 1.1.2, konformacja molekut polimeru w roztworze
jest zalezna od sity ich oddziatywan z rozpuszczalnikiem. W roztworach wolnych od soli,
wykonanych z rozpuszczalnika teta (0) lub w rozpuszczalniku zapewniajacym silne
oddzialywania z makromolekutami polielektrolitu, ponizej stgzenia Krytycznego splatania
molekul, oddziatywania  wewnatrzmolekularne  dominuja nad  oddzialywaniami
mig¢dzymolekularnymi. Sita oddziatywan elektrostatycznych jest zalezna od odleglosci

pomiedzy nimi (tzw. odlegtos¢ Bjerrum), a ta opisana jest przez rownanie,
lB = eZ/SkBT (4)

gdzie e to tadunek, & to stata dielektryczna, kzT to energia termiczna. W takich
rozpuszczalnikach konformacja tancuchéw makromolekut jest utrzymywana przez
oddzialywania wewnatrzczasteczkowe oraz sprezystos¢ tancucha (ang. chain elasticity).
Symulacje teoretyczne deformacji tancucha polielektrolitu w takich warunkach zostaty
opisane przez Liao i wsp. [69]. Przejscie roztworu z rozpuszczonego do cze$ciowo
rozpuszczonego ma miejsce, gdy odlegto§¢ pomiedzy tancuchami polimeru jest
porownywalna z ich wielko$cig. Stgzenie przy jakim zachodzi taka zmiana jest zazwyczaj
wyraznie nizsze niz dla polimerow neutralnych [69]. W przypadku roztworow
polielektrolitéw w stabym rozpuszczalniku, molekuty przybieraja ksztatt gesto upakowanych
sfer. W takim wypadku ilo$¢ oddziatywan polimer-polimer jest maksymalizowana, podczas
gdy redukowane sg oddzialywania polimer- rozpuszczalnik. Badania nad konformacja
molekularng polielektrolitow w stabych rozpuszczalnikach byly prowadzone np. przez
Limbacha i wsp. [70]. W zaleznosci od jakosci rozpuszczalnika oraz od wartosci pH- pKo,
tancuch polimeru moze przyjmowac pie¢ roznych konformacji: zwoj (ang. coil), zapadnigta
sfera (ang. collapsed spherical globule), tancuch z koralikami (ang. neckles globule), tancuch

z duzymi, miejscowymi splataniami tancucha (ang. sausage like aggregate) czy w petni
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rozciggnigtego tancucha [68]. Przy czym, niektore z tych struktur sg bardzo niestabilne jak
np. struktura tancucha z koralikami, w ktorej rozpuszczalnik efektywnie ostabia przyciggania
pomiedzy jednostkami tancucha [71]. W stabych rozpuszczalnikach moze dochodzi¢ do
separacji faz, tym wyrazniejszej im wigksze jest stezenie polimeru w roztworze. Lancuchy
polimeru moga wtedy przyjac strukture sferyczng, cylindryczng lub lamelarng, w zaleznosci

od st¢zenia polimeru [72].
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Rysunek 9. Schemat ilustrujacy typowe konformacje molekut polielektrolitu o stopniu
polimeryzacji N=304 oraz o stopniu obarczenia fadunkiem elektrycznym f= 1/3. Obarczone
ujemnym znakiem potencjatu elektrycznego molekuty polielektrolitu sg oznaczone kolorem

niebieskim, molekuty neutralne sg oznaczone kolorem szarym, a obarczone dodatnim

tadunkiem elektrycznym jony sg oznaczone na czerwono [73].

Z punktu widzenia przygotowania roztworu do elektroprzedzenia wazne s3
wlasciwosci reologiczne roztwordéw. Lepkos¢ roztwordow polielektrolitow jest wartoscia
proporcjonalng do kwadratu stezenia polimeru w roztworach o wysokim stopniu

rozpuszczenia oraz ¢ w roztworach cze$ciowo rozpuszczonych [74]. Ponadto, czas
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relaksacji makromolekut jest zalezny od stezenia roztworu. W roztworach dobrze
rozpuszczonych czas relaksacji bardzo silnie zalezy od stopnia polimeryzacji polimeru. Czas
relaksacji jest tez krotszy, gdy stezenie polimeru jest wyzsze [68]. Jak wynika z powyzszych
informacji odpowiednio dobrany rozpuszczalnik ma istotne znaczenie dla reologicznych
wlasciwosci roztworow. Moze takze wyraznie wplyng¢ na strukture nadmolekularng
wiokien, zarowno uformowanych z samych polielektrolitow jak i z ich mieszanin z innymi
polimerami. W przypadku zastosowania rozpuszczalnikow, w ktorych obecne sa sole,
oddziatywania molekul polielektrolitu, sa ekranowane przez jony soli, a sita tych
oddziatywan obniza si¢ wyktadniczo z odleglo$cia pomi¢dzy makromolekutami [68].
Obecnos¢ wielowartosciowych soli w roztworze rowniez moze wplywac¢ na konformacje
molekut. W przypadku, gdy stezenie soli jest duze, moze dochodzi¢ do gromadzenia si¢
jonow soli wokot makromolekuty polielektrolitu oraz do lokalnej kompensacji jej tadunku
elektrycznego [68]. Ponadto, roztwory polielektrolitow, w ktorych obecne sg sole, sa bardzo
wrazliwe na rézne czynniki zewngtrzne, jak np. na przeptyw. W czasie formowania wtokien
metodg elektroprzedzenia, roztwdr polimeru porusza si¢ w dyszy przgdzalniczej
W przeptywie $cinajagcym, co dodatkowo wplywa na ostateczng strukture nadmolekularng

wilokien. Prace dotyczace tego tematu byly prowadzone przez Pamiesa i wsp. [75].

Konformacje molekut polielektrolitow moga mie¢ istotne znaczenie w przypadku ich
adsorpcji do wybranych powierzchni. Zjawisko adsorpcji  polielektrolitow — jest
wykorzystywane w osadzaniu warstw polimeréw na materiatach do zastosowania
medycznego tzw. metoda warstwa po warstwie (ang. layer-by-layer assembly), opisanej
szczegotowo w podrozdziale 1.3.4. Zagadnienia adsorpcji polielektrolitow do obarczonych
tadunkiem elektrycznym powierzchni byty takze przedmiotem wielu prac badawczych [76,
77]. Waznymi parametrami warunkujagcymi efektywnos$¢ adsorpcji sg: gesto$¢ i rozktad
tadunku na powierzchni, rozpuszczalnik oraz sita bliskich oddzialywan pomiedzy
molekutami polielektrolitu i molekutami powierzchni, do ktorej sg przylaczane [68]. Typ
rozpuszczalnika wplywa na konformacj¢ molekul osadzonych na danej powierzchni.
Ustalono, ze konformacja osadzonych molekut jest funkcja gestosci fadunku na powierzchni
oraz interakcji polimer- rozpuszczalnik, polimer- polimer oraz polimer-powierzchnia [78].
Whyniki prac teoretycznych Reddy’ego i wsp. [78] wykazaly, ze dynamika rotacyjna

I translacyjna polijonow przebiega szybciej w wypadku zastosowania stabszego
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rozpuszczalnika. Jak wyjasniaja autorzy pracy, prawdopodobnie jest to zwigzane ze
zmniejszeniem wielkoSci tancucha polielektrolitu, co w konsekwencji powoduje wzrost

wspotczynnika dyfuzji tancuchow stycznych do powierzchni [78].

1.2.2 Chitozan

Chitozan to liniowy, czg¢$ciowo-Krystaliczny polisacharyd, ktory zbudowany jest
z jednostek (1—4) -2-acetoamido-2-deoksy-b-D-glukano (N-acetylo p- glukozaminy) oraz
(1—4)-2-amino-2-deoksy-b-D-glukano (p- glukozaminy) (Rysunek 10). Chitozan jest
polielektrolitem. Zazwyczaj pozyskiwany jest metoda czesciowej deacetylacji chityny,
polisacharydu budujacego zewngtrzne pancerze stawonogéw [79]. Stopien deacetylacji
(DDA) chitozanu okres$la ilosci grup aminowych wzdhuz tancucha tego polisacharydu
i definiowany jest jako stosunek ilosci grup b- glukozaminy to sumy ilosci grup b-
glukozaminy i N-acetylo p- glukozaminy. Przyjmuje si¢, ze chitozan posiada co najmniej
60% grup glukozaminy w swojej strukturze chemicznej. W zwigzku ze zmiennymi
wlasciwoéciami chitozanu w zalezno$ci od jego masy czasteczkowej czy stopnia
deacetylacji, mozna powiedzie¢, ze jest to grupa materiatbw o podobnej strukturze

chemicznej.
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Rysunek 10. Schemat struktury chemicznej chitozanu.

Z budowy chemicznej chitozanu wynika szereg wilasciwosci tego zwiagzku. Dzigki
obecnosci wigkszej ilosci grup b- glukozaminy, chitozan jest dobrze rozpuszczalny
w wodnych roztworach kwasow 0 pH <6. W przypadku chityny, wlasnie staba

rozpuszczalno$¢ ogranicza jej praktyczne zastosowanie [80]. Grupy aminowe chitozanu
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mogg tworzy¢ kompleksy jonowe z innymi zwigzkami. Dlatego tez chitozan jest materiatem
czesto stosowanym do oczyszczania wody czy napojow (np. wino, soki). W praktyce
najczesciej wykorzystuje si¢ pochodne chitozanu jak np. O-karboksymetylochitozan czy
chitozan-6-O-siarczan. Ponadto, protonowane grupy aminowe umozliwiaja tworzenie
kompleksow chitozanu z innymi zwigzkami chemicznymi jak lipidy, proteiny, DNA czy
polianiony innych polisacharydow. Chitozan wykazuje takze wlasciwosci przeciwbakteryjne
[81], przeciwgrzybiczne [82], mukoadhezyjne [83] oraz hemostatyczne [84]. Wickszos¢
wymienionych wiasciwosci chitozanu wynika z obecnosci protonowanych grup aminowych.
Tak na przyklad, przeciwgrzybiczne wiasciwosci tego zwigzku wynikajg ze zdolnosci
jonowego laczenia si¢ z obdarzonymi ujemnym tadunkiem elektrycznym resztami mucyny
(kwas sialowy). Badania wykazaty, ze im wyzszy jest stopien deacetylacji chitozanu tym
lepszy efekt przeciwgrzybiczny [85]. Podobnie tlumaczony jest efekt hemostatyczny
chitozanu czy tatwos¢ oddziatywania z elementami btony komorkowej (mukoadhezja). Efekt
bakteriobojczy jest thumaczony najczgsciej jako kombinacja oddzialywania z elementami
btony komoérkowej oraz mozliwoscig wigzania si¢ z DNA bakterii, co prowadzi do inhibicji
syntezy RNA [86]. Waznym aspektem zastosowania chitozanu w materiatach
biomedycznych jest takze jego biodegradacja. Do chwili obecnej ustalono, ze w warunkach
in vivo chitozan jest degradowany przez kilka proteaz, lizozymy czy chitynazy [87].
Degradacja chitozanu prowadzi do powstania nietoksycznych oligosacharydéw, o roznej
dhugoséci tancucha, ktore ostatecznie sg wiaczane do szlaku metabolicznego komorek.
Degradacja chitozanu jest takze powigzana z jego stopniem deacetylacji, co z kolei wiaze si¢
ze strukturg krystaliczng. Chitozan osigga maksymalng krystaliczno$¢, gdy stopien jego
deacetylacji wynosi 100%. Wraz z obnizaniem stopnia deacetylacji, krystaliczno$¢ spada.
Jak zauwazono wraz ze spadkiem stopnia deacetylacji, a tym samym stopnia jego
krystaliczno$ci, szybko$¢ degradacji chitozanu ros$nie. Dodatkowym czynnikiem
wplywajacym na krystaliczno$¢ chitozanu i szybkos¢ jego biodegradacji jest rozmieszczenie

grup aminowych wzdhiz tancucha [88].

Jak wspomniano weczesniej, chitozan jest dobrze rozpuszczalny w wodnych
roztworach kwasow. Wiasciwosci roztworu chitozanu zaleza od takich parametrow jak: typ
rozpuszczalnika, stopien deacetylacji, masa czasteczkowa, koncentracja jonow, pH oraz

rozmieszczenie grup aminowych w tancuchu. Bardzo istotne sg takze wewnatrzczasteczkowe

36



wigzania wodorowe [79]. Rozpuszczalno$¢ chitozanu byla analizowana na przyktad
w kwasie octowym [89] czy w kwasie chlorowodorowym [90]. Jak wykazaly badania,
stopien jonizacji grup aminowych zalezy od pH oraz pK rozpuszczalnika [89, 90].
Zauwazono takze, ze dla wlasciwosci reologicznych roztworu bardzo istotna jest sztywno$é

lancucha chitozanu.

Jak zauwazono wcze$niej, ze wzgledu na polielektrolityczny charakter chitozanu,
moze on tworzy¢ kompleksy elektrostatyczne z innymi jonami czy polijonami. Kompleksy
jonowe mogg by¢ formowane zar6wno z obarczonymi przeciwnym ladunkiem elektrycznym
surfaktantami (np. dodecylosiarczan sodu) jak i polielektrolitami (np. alginian, heparyna,
kwas hialuronowy, siarczan chondroityny czy kwas poliakrylowy). Kompleksy
polielektrolitow sg powszechnie stosowane w materiatach przeciwzakrzepowych, systemach
uwalniania lekéw czy enzymoéw. Efektywnos$¢ tworzenia kompleksow polielektrolitow jest
procesem zaleznym od takich parametrow jak gesto$¢ tadunku, pH czy przewodnos¢

roztworu.

1.2.3 Elektroprzedzenie roztworow chitozanu

Elektroprzedzone wldkna zawierajace polimery naturalne sg czesto sugerowanym
materialem do zastosowan biomedycznych, ze wzgledu na swoje wysokie podobienstwo
chemiczne 1 morfologiczne do struktur wystepujacych w tkankach zywych organizmow [91-
93]. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci, chitozan jest najcze$ciej wykorzystywany do
tworzenia wioknin przeznaczonych do regeneracji struktur uktadu krwiono$nego czy
szkieletowego, a takze jako opatrunek medyczny. W literaturze fachowej mozna znalez¢
prace dotyczace formowania wiokien zawierajacych tylko chitozan [94], a takze prace
dotyczace jego mieszanin z innymi polimerami naturalnymi i syntetycznymi [91, 93, 95].
Witokna uformowane z mieszanin polimerdw, wykazuja zazwyczaj lepsze wiasciwosci
uzytkowe, a ich formowanie metoda elektroprzedzenia jest tatwiejsze. W kontekscie
elektroprzedzenia roztwordw chitozanu szczeg6lng uwage badaczy zwrocity dwa parametry,
ktére maja istotny wplyw na efektywnos$¢ procesu i wiasciwosci uformowanych wiodkien:

zastosowany rozpuszczalnik oraz biegunowos¢ napigcia.
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A) B)

Rysunek 11. Zdjgcie przedstawiajace koniec dyszy przedzalniczej w czasie
elektroprzedzenia: a) wielostrumieniowe przedzenie roztworu chitozanu przy napieciu
+14kV; b) utworzony stozek Taylora i jednostrumieniowe prz¢dzenie roztworu chitozanu

przy napieciu -14kV [94].

Jedna z prac dotyczacych wptywu biegunowosci napigcia na formowanie wiokien
chitozanu zostata opublikowana przez Terade i wsp. [94]. Badania dotyczyly widkien
chitozanu formowanych z wodnego roztworu kwasu octowego przy zastosowaniu dwoch
uktadow biegunowos$ci napigcia, z dodatnim 1 ujemnym znakiem potencjatu elektrycznego
przytozonym do dyszy przedzalniczej. W pracy zwrdcono uwage na wplyw zastosowanej
biegunowosci napigcia na wlasciwosci reologiczne roztworu chitozanu. Zaobserwowano, ze
zastosowanie  dodatniego  potencjalu  elektrycznego na  dyszy = spowodowato
wielostrumieniowe przedzenie roztworu (Rysunek 11A). W tym wypadku, sity odpychajace
oddziatywan pomigdzy jednoimiennymi ladunkami wyraznie przewyzszyly sily napigcia
powierzchniowego. W przypadku zastosowania ujemnego potencjatu elektrycznego na dyszy
przgdzalniczej, formowana byla pojedyncza struga polimeru (Rysunek 11B). Zdaniem

autoréw pracy [94] byto to efektem deprotonowania grup aminowych chitozanu.
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Rysunek 12. Wptyw przytozonego napiecia elektrycznego na agregowanie molekut
chitozanu w roztworze. a) uktad eksperymentalny z elektroda Pt zanurzong w roztworze; b)
c) rozklad wielkosci czastek przed przytozeniem napigcia; d) rozklad wielkosci czastek po
przylozeniu napiecia +16kV; ¢) rozktad wielkosci czastek po przylozeniu napigcia -16kV
[94].

Jak wykazuja inne prace badawcze [96], pod wplywem przylozonego napigcia
o ujemnym znaku fadunku elektrycznego, chitozan moze agregowaé na powierzchni
elektrody, a jego tadunek elektryczny moze by¢ neutralizowany [96]. Gdy zastosowane
zostanie napigcie rzedu 0,5- 2,5 V na anodzie, proces zachodzi stopniowo, a warstwa
osadzonego na anodzie polielektrolitu moze sigga¢ nawet 1 um [96]. Podobny eksperyment
przeprowadzil Terada i wsp. [94], w ktorym to poddali pomiarom metoda dynamicznego

rozpraszania $wiatta (DLS) rozktad molekut chitozanu w roztworach o gestosci 1 mg/ml,
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poddanych dziataniu napiecia o wielkosci 16 kV (Rysunek 12), takiego jak stosowano
W czasie elektroprzedzenia tych roztworow. Autorzy pracy udowodnili, ze molekuty
chitozanu mogg agregowa¢ W czasie elektroprzedzenia, a ich tadunek elektryczny moze by¢
efektywnie neutralizowany. Zdaniem Terady i wsp. [94] proces ten zachodzi natychmiast

w strudze roztworu chitozanu, dlatego struga nie ulega rozdzieleniu.

Inny aspekt wptywu biegunowos$ci napigcia na formowanie widkien zawierajacych
chitozan opisat Ma i wsp. [58]. Ma i wsp. zaproponowali wtdkna typu rdzen- otoczka,
uformowane z dwoch naturalnych polielektrolitow, chitozanu i kwasu hialuronowego.
Pomyst opieral si¢ na wywotaniu separacji faz w elektroprzedzionym roztworze, pod
wplywem zastosowania zewnetrznego pola elektrycznego o odpowiednim znaku potencjatu
elektrycznego. W tej pracy wykonano roztwory o ré6znym wzajemnym stosunku chitozanu
I kwasu hialuronowego. Jak zauwazono, roztwor o proporcji polimeréw 50:50 nie tworzyt
wiokien. Pozostate roztwory, ktére byly analizowane utworzyly wtokna typu rdzen-otoczka,
co zobrazowano technikg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Zgodnie z obecng
wiedzg autora niniejszej pracy, badania Terada i wsp.[94] oraz Ma i wsp.[58] sa jedynymi
dostepnymi pracami naukowymi opisujagcymi wplyw biegunowosci napigcia na formowanie

wiokien chitozanu metodg elektroprzedzenia.

Znacznie cze¢Sciej podejmowanym zagadnieniem formowania wiokien chitozanu jest
dobor rozpuszczalnika dla tego polimeru oraz jego mieszanin z innymi polimerami
naturalnymi lub syntetycznymi [93, 97-100]. Dobér odpowiedniego rozpuszczalnika jest
istotny z punktu widzenia wlasciwosci reologicznych roztworu oraz mozliwych interakcji
jego jondw z polijonami chitozanu. Najczgscie] stosowanymi rozpuszczalnikami do
formowania wiokien zawierajacych chitozan sg: 1, 1, 1, 3, 3, 3-heksafluoro-2-propanol
(HFIP) [101], kwas octowy [102, 103], mieszanina kwas octowy/kwas mrowkowy [99],
kwas trifluorooctowy [104], tetrachydrofuran [97] czy dimetyloformamid/ chlorek metylenu
[93]. W zaleznos$ci od specyfiki rozpuszczalnika lub tez proporcji jego sktadnikow mozna
uzyska¢ roztwory o roznej lepkosci i przewodnos$ci elektrycznej [99]. Ponadto jak opisat
Ohkawa 1 wsp. [97] rozpuszczalnik moze wchodzi¢ reakcje z polijonami chitozanu, CO
w przypadku jego roztworéw moze wyraznie poprawi¢ przgdzalnos§é. Jony rozpuszczalnika

mogg tworzy¢ stabilne sole z polikationami chitozanu, dzigki czemu zmniejszajg si¢

40



interakcje chitozan-chitozan i roztwor jest latwiejszy do formowania metodg
elektroprzedzenia [97]. Interakcje pomi¢dzy molekutami chitozanu mogg zostaé
zredukowane takze poprzez zmieszanie chitozanu z innym polimerem np. poli(e-
kaprolaktonem) (PCL), poli(L-laktydem) (PLLA) czy poli(laktydom-co-glikolidem).
Dodatkowo, takie dziatanie jest zasadne =z punktu widzenia wlasciwosci

wytrzymatosciowych materiatu.

Formowanie wlokien, zawierajagcych zarowno sktadnik naturalny jak i syntetyczny
jest dodatkowo zasadne z wielu innych powodéw. Chitozan jako sktadnik pochodzenia
naturalnego zapewnia odpowiednig biozgodno$¢, hydrofilowos¢ czy bioadhezje materiatu.
Jednak chitozan jest tez materialem bardzo kruchym, co ogranicza jego zastosowanie.
Formowanie materiatdéw bedacych jego potaczeniem z polimerem syntetycznym, umozliwia
potaczenie zalet tych polimeréw, tj. odpowiednia wytrzymatosciag mechaniczng oraz dluzszy
czasem biodegradacji hydrolitycznej w warunkach in vivo. W konsekwencji potaczenia tych
polimerow, dochodzi takze do zmiany krystaliczno$ci sktadnikow [98]. W zwigzku z tym, ze
biegunowos¢ napigcia w uktadzie do elektroprzgdzenia wplywa na molekuty chitozanu
W sposob, jaki opisano w powyzszym akapicie, mozna spodziewac si¢, ze bedzie to miato
takze istotny wptyw na zachowanie si¢ molekut chitozanu w mieszaninie polimeréw oraz na

krystalizacje drugiego sktadnika.

Dostepne publikacje w tematyce elektroprzedznia roztwordéw chitozanu skupiajg si¢
gtownie na optymalizacji procesu formowania wtokien oraz charakterystyce ich wybranych
wilasciwoscei, wliczajac w to badania in vitro, prowadzonych najczegsciej na komorkach
fibroblastow, osteoblastow 1 chondrocytow. Badania nad wptywem biegunowosci napigcia
na wilasciwosci wiokien zawierajacych chitozan byly prowadzone jedynie na roztworach
samego chitozanu. W praktyce jednak powszechne jest stosowanie jego mieszanin z innymi
polimerami, a w tym konteks$cie wptyw biegunowos$ci napigcia na morfologie, strukture

I wlasciwosci widknin nie zostat zanalizowany.

41



1.3 Wi6kniny wykonane metoda elektroprzedzenia do zastosowania
w inzynierii tkankowej

Inzynieria tkankowa to bardzo preznie rozwijajaca si¢ dyscyplina naukowa, ktorej
osiggniecia bezposrednio przekladajg sie¢ na podwyzszenie poziomu opieki zdrowotnej
poprzez opracowywanie nowych metod leczenia czy tworzenie nowych biomaterialow.
Witokniny wykonane metodg elektroprzedzenia znajdujg szerokie zastosowanie w  tej
dziedzinie, ze wzgledu na swoje atrakcyjne wilasciwosci i strukturg, a takze na tatwosc¢
transferu do etapu masowej produkcji. W tym podrozdziale zostang opisane cele inzynierii
tkankowej i wybrane obecne osiggni¢cia tej dyscypliny, jak réwniez zostang podane
przyktady materiatow stosowanych do tworzenia rusztowan komoérkowych i metod ich

modyfikacji powierzchniowe;j.

1.3.1 Inzynieria tkankowa

Zgodnie z definicja zaproponowang przez Langer 1 Vacanti inzynieria tkankowa to
,interdyscyplinarna dziedzina nauki, ktéra wykorzystuje wiedzg z zakresu inzynierii i nauk
przyrodniczych w celu opracowywania rusztowan komoérkowych, ktore utrzymuja,
odtwarzaja lub poprawiaja funkcjonowanie narzadéw’’ [105]. Dazenie do celu jaki wyznacza
powyzsza definicja jest realizowane poprzez aktywno$¢ na wielu polach, zwigzanych
przyktadowo ze zjawiskami dotyczacymi wzrostu 1 roznicowania si¢ komorek oraz
sygnalizacji migdzykomodrkowej, interakcjami biomateriat-komoérka czy z opracowywaniem

nowych biomateriatow.
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Rysunek 13. Schemat ilustrujacy cykl postepowania w leczeniu metodami inzynierii

tkankowej [na podstawie 106].

Podstawowymi ogniwami w realizacji idei inzynierii tkankowej sg komorki
i rusztowania komorkowe. Jak ilustruje Rysunek 13 idea inzynierii tkankowej opiera si¢ na
wyizolowaniu i hodowli in vitro wlasciwych komorek, uformowania rusztowania
komorkowego (ang. scaffold), zasiedleniu rusztowania wyizolowanymi komoérkami
i ostatecznym wszczepieniu zasiedlonej przez komorki, konstrukcji do organizmu biorcy.
W zalozeniu, pobiera si¢ komorki od osobnika, ktéremu beda one ostatecznie ponownie
implantowane na rusztowaniu komoérkowym. Komorki inne niz wtasne, mogg by¢ stosowane
w przypadku osob obarczonych chorobami genetycznymi, oséb z rozleglymi oparzeniami
czy osob starszych. W tych wypadkach moze si¢ okaza¢, Ze nie posiadajg one wystarczajacej
ilosci komorek danego typu, aby wykona¢ hodowle. W niektorych wypadkach nie jest
mozliwe uzyskanie tych komorek, takze z powodu narazenia pacjenta na infekcje,
przewlekly bol czy inne powikltania wynikajace z procedur ich pobrania. Dodatkowym
problemem izolacji i hodowli komorek dojrzalych i wyspecjalizowanych jest tempo ich
namnazania. Czesto komorki wysoko wyspecjalizowane, jak np. chondrocyty, hepatocyty

czy komorki migénia sercowego, muszg by¢ dlugo namnazane w warunkach in vitro , aby
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uzyska¢ ich odpowiednig liczbe, wystarczajagcg do zasiedlenia rusztowania komorkowego.
W zwiazku z tym cata procedura wykonania gotowego do implantacji rusztowania jest
bardzo wydtuzona, co w konsekwencji dyskwalifikuje takie rozwigzanie w najbardziej
naglacych przypadkach klinicznych. Dlatego inng, opracowywana S$ciezkg rozwoju sg
komorki macierzyste. Komorki macierzyste to komorki niewyspecjalizowane, ktore mogg sie
wielokrotnie dzieli¢ i wytwarza¢ identyczne kopie samych siebie. Te komorki moga
réznicowac si¢ w inny typ komoérek. W zwigzku ze swoimi unikatowymi cechami sg one
wykorzystywane do badan laboratoryjnych majacych na celu modelowanie mechanizmow
chorob, poznawania mechanizméw komorkowych réznych schorzen czy testowania nowych
metod leczenia. Ze wzglgedu na pochodzenie wyroznia si¢ embrionalne komoérki macierzyste
oraz somatyczne komoérki macierzyste. Wigkszo$¢ embrionalnych komorek macierzystych
otrzymuje si¢ z embrionéw zaptodnionych metoda in vitro. Z kolei, somatyczne komorki
macierzyste pochodza z niezréznicowanych komorek, ktére znajduja si¢ wsrod
zréznicowanych komoérek w tkance lub organie. Poza pochodzeniem, oba typy komorek
macierzystych réznig takze mozliwo$ci roznicowania si¢, komorki embrionalne s3
komorkami pluripotencjalnymi, co oznacza, ze moga rdéznicowaé si¢ w dowolny typ
komorek, podczas gdy komorki macierzyste somatyczne sg komérkami multipotencjalnymi,
co oznacza, ze mogg roéznicowac si¢ tylko w kilka typéw komorek. Komoérki macierzyste
somatyczne, sa duzg nadziejg transplantologii 1 inzynierii tkankowej, poniewaz poza pewng
zdolnoscig do réznicowania si¢, moga zostaé pobrane bezposrednio od pacjenta, co
zmniejsza ryzyko odrzucenia przeszczepu [107]. Opracowano takze metode otrzymywania
tzw. indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC), uzyskiwanych na
drodze genetycznych modyfikacji komorek macierzystych somatycznych. Jednak do
wytworzenia iPSC wykorzystywane sa wirusy 1 jak wykazaty niektore badania indukowaty
one powstawanie nowotworow, dlatego ta metoda musi zostaé jeszcze poddana
szczegdlowym badaniom [108]. Mimo to, odkrycie metody otrzymywania iPSC jest
uznawane, za jedno z najwigkszych odkry¢ ostatnich lat w tej dziedzinie. Mogg stanowi¢ one

wazny element nowej strategii leczenia, jaka jest terapia personalizowana.

Drugim istotnym elementem w inzynierii tkankowej jest rusztowanie komorkowe.
Glownym celem rusztowania komorkowego jest umozliwienie komoérkom wzrostu na

strukturze odtwarzajacej trojwymiarowa architekture tkanek czy narzadow. Rusztowania sa
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podiozem, na ktorym komorki osiadajg, proliferujg i migrujag. Moga by¢ takze nos$nikiem
réznych substancji chemicznych stymulujgcych aktywnos¢ komorkowa, ich proliferacje czy
wzrost. Whasciwosci wytrzymalosciowe rusztowan umozliwiajg takze przenoszenie pewnych
obcigzen po implantacji. Przyjmuje sig, ze rusztowania komorkowe powinny spelnia¢ pewne

podstawowe wymagania, takie jak:

e Biozgodno$¢ - material nie powinien wywotywaé¢ reakcji uktadu
immunologicznego;

e Bioaktywno$¢ - material wchodzi w interakcje z komorkami i stymuluje ich
aktywnosc¢;

e Biodegradowalnos¢ — pod wplywem czynnikéw zewnetrznych w srodowisku
in vivo takich jak np. dziatanie enzymow, pH czy hydrolizy, materiat
powinien by¢ rozkladany do prostszych zwigzkéw chemicznych, ktore
ostatecznie bgda mogly by¢é wlaczone do cykli metabolicznych komorek.
Warunki cytotoksycznosci materiatow sa regulowane przez odpowiednie
normy np. PN-EN ISO 10993 [109]. Temat biodegradacji rusztowan
komoérkowych jest problematyczny, poniewaz w zalozeniu powinien
przebiega¢ w tempie adekwatnym do procesu tworzenia si¢ nowej tkanki.
W praktyce jednak czesto dochodzi do zbyt szybkiej degradacji materiatu, co
prowadzi do powstawania stanow zapalnych [110].

e Odpowiednia porowato$¢ otwarta - rusztowanie komorkowe powinno
stwarza¢ odpowiednie warunki do migracji komorek nie tylko po jego
powierzchni, ale takze powinno umozliwia¢ ich migracje do jego wnetrza.
Porowata struktura rusztowania komorkowego powinna by¢ takze
wystarczajaca dla swobodnej wymiany sktadnikéw odzywczych dla komorek
oraz produktow przemiany materii [111].

e Odpowiednie wlasciwosci mechaniczne - rusztowanie powinno by¢
wytrzymate na obcigzenia mechaniczne wystgpujace w miejscu implantacji,
jak rowniez powinno charakteryzowa¢ si¢ np. odpowiednig twardoscia,
zblizong do srodowiska, w jakim zwykty bytowa¢ komorki je zasiedlajace

[111].
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e Okreslone witasciwosci powierzchniowe - odpowiedni sklad chemiczny
powierzchni oraz wiasciwe rozwinig¢cie powierzchni umozliwiaja adhezje
komoérek do rusztowania, a w konsekwencji prawidlowg proliferacje

I aktywnos¢ [111].

Obecnie najczes$ciej wykorzystywana grupg materialow do tworzenia rusztowan
komorkowych sa polimery i kompozyty na osnowie polimerowej. Materialy te moga miec
rozng architekture: od struktur projektowanych i wytarzanych technika CAD/CAM,
elektroprzedzonych widknin, liofilizowanych struktur 3D czy hydrozeli (wigcej
w podrozdziale 1.3.2) [112, 113]. Rozwdj technik formowania rusztowan komorkowych,
udowodnit, ze poza wlasciwg architekturg materiatu, nalezy skupi¢ si¢ przede wszystkim na
wlasciwej stymulacji aktywnosci komorkowej poprzez sktad chemiczny powierzchni
biomateriatow. W pracach badawczych opublikowanych w ostatnich kilku latach mozna
zauwazy¢ wyrazne ukierunkowanie na takie tematy jak np. przytaczanie bioaktywnych
molekul do powierzchni rusztowan komorkowych lub systemach ich kontrolowanego
uwalniania z materialow [114-116]. Opracowano takze techniki umozliwiajace zwigkszenie
efektywnosci takich procedur. Dzigki dostepnym obecnie metodom analitycznym mozemy
Sledzi¢ kinetyke procesow zachodzacych w komorkach pod wplywem substancji
dotgczonych do rusztowan [117]. Waznym odkryciem ostatnich lat byto takze powigzanie
wplywu sit mechanicznych na odpowiedz komorkowsa. Zauwazono, ze komorki macierzyste
wykazuja pewnego rodzaju ,,pami¢¢’’ co do obcigzen, jakim byly poddawane ipod ich
wplywem moga rozpoczyna¢ badz zatrzymywaé swoje funkcje [118]. Innym waznym
problemem, z jakim zmaga si¢ nauka w kwestii reakcji biomaterial - komoérka sg reakcje
immunologiczne na implantowane biomaterialy. Prowadzone byty liczne badania dotyczace
wptywu sktadu chemicznego implantéw oraz ich wielkosci na reakcje immunologiczne

organizmu gospodarza[119].
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Rysunek 14. Schemat ilustrujacy tematy dotyczace inzynierii tkankowej w jakich dokonat

si¢ wyrazny postep na przestrzeni ostatnich lat [na podstawie 120].

Na przestrzeni wiekow i wraz z postgpem nauki, zatozenia inzynierii tkankowej co do
odtwarzania 1 regeneracji funkcji narzagdow 1 tkanek zmieniaty si¢. Poczatkowo sadzono, ze
przysztoscig inzynierii tkankowej sg urzadzenia wiernie nasladujagce w swojej funkcji
i strukturze naturalne organy ludzkie. Przysztoscig tej dziedziny mialy by¢ migdzy innymi
wytworzone w laboratorium, petnowartosciowe organy. Nauka poczynita jednak znacznie
wigksze postepy niz si¢ spodziewano. Obecny stan wiedzy pozwala np. na modyfikowanie
genomu W precyzyjnie wybranych miejscach miedzy innymi za pomocg metody
CRISPR/Cas9 [121], tak, aby eliminowa¢ niepozadane czynnosci komorek lub wymusié¢ ich
prawidlowe zachowania. Jednoczes$nie dalej rozwija si¢ idea tworzenia w warunkach
laboratoryjnych pelnowarto$ciowych organoéw. Tak np. naukowcy z University of Texas
Medical Branch (UTMB) w Galveston, z sukcesem przeszczepiaja $wini, wyhodowane
w warunkach laboratoryjnych ptuco, ktore ostatecznie podjeto swoja funkcje [122]. Jak
pokazuja dotychczasowe osiagnigcia, ludzkos¢ jest w stanie opracowa¢ nowe rozwigzania

z zakresu inzynierii tkankowej, o ktorych wcze$niej nawet nie pomyslano (jak modyfikacje
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genomu). Jednoczes$nie, ich udoskonalanie, wdrazanie czy weryfikacja zagrozen jakie ze
sobg niosg jest czasochlonna, dlatego wczesniej zaproponowane rozwigzania jak np.
rusztowania komorkowe, w dalszym ciggu majg bardzo istotne znaczenie (Rysunek 14).
Jednak w tym zakresie takze pozostaje szereg zagadnief, ktore wymagaja prowadzenia
dalszych prac badawczych jak np. analiza interakcji material-komorka, degradacja in vivo
biomateriatdw, poprawa wilasciwosci mechanicznych czy kwestia infiltracji rusztowania

przez komorki.

1.3.2 Materialy polimerowe w inzynierii tkankowej
Obecnie w inzynierii tkankowej, najczes$ciej stosowang grupa materialdéw sa
polimery, zarowno pochodzenia syntetycznego jak i naturalnego. Czesto takze, w zaleznosci
od potrzeb danej aplikacji sa one taczone z innymi grupami materiatdéw jak ceramika (np.

fosforany wapnia) czy metalami (np. ztoto, srebro, stopy kobaltowo-chromowe, tytan).

Polimery syntetyczne sa klasyfikowane w zaleznosci od ich struktury chemicznej jak
to pokazano w Tabeli 2. Z grupy polimeréw syntetycznych, poliestry alifatyczne sg obecnie
najczesciej stosowane zarOwno w badaniach laboratoryjnych jak i gotowych wyrobach
medycznych. Strukture chemiczng poliestrow alifatycznych charakteryzuje alifatyczne
wigzanie estrowe. Poliestry sa syntezowane metoda polimeryzacji z otwarciem pierscienia
lub metoda polimeryzacji kondensacyjnej. Do poliestrow zalicza si¢ np. poli(L-laktyd)
(PLLA), poli(laktyd-co-glikolid) (PLGA), poli(glikolid) (PGA) czy poli(e-kaprolakton)
(PCL). Wigkszo$¢ tych materiatow jest stosowana w praktyce juz od dekad, jak np. PGA,
ktory od lat 70 XX wieku jest stosowany na biodegradowalne szwy chirurgiczne (DEXON®)
[123] czy pod nazwa Biofix® na piny kostne do roku 1996 [124]. Kwestie problematyczne
tych polimerdw sg zwigzane z tempem ich degradacji. Produkt degradacji PGA, kwas
glikolowy, nie jest zwigzkiem toksycznym. Jednak w wyniku zbyt szybkiej degradacji moze
dochodzi¢ do lokalnego wzrostu stezenia kwasu glikolowego, co w konsekwencji powoduje
reakcje immunologiczng organizmu [125]. Dodatkowo, degradacja materialu obniza jego
wlasciwosci wytrzymatosciowe. Inny problem z wykorzystaniem poliestrow w inzynierii
tkankowej dotyczy ich duzej hydrofobowosci. W zwigzku z tym cz¢sto podejmowane sg
prace majace na celu zwigkszenie hydrofilowosci ich powierzchni oraz wprowadzenie

substancji bioaktywnych [126].

48



Tabela 2. Wazniejsze grupy polimeréw stosowanych w inzynierii tkankowej [110].
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Rysunek 15. Struktura chemiczna poli( e-kaprolaktonu).

W niniejszej rozprawie doktorskiej, w badaniach eksperymentalnych wykorzystano
poli(e-kaprolakton) (PCL). W zwigzku z tym, wlasciwosci tego materiatu zostang szerzej
omoéwione. Poli(e-kaprolakton) jest niepolarnym polimerem liniowym z grupy poliestrow
alifatycznych o relatywnie duzym stopniu krystaliczno$ci. Temperatury charakterystyczne
tego materialu wynoszg odpowiednio: temperatura topnienia fazy krystalicznej (Tm) 55-
60°C, temperatura zeszklenia (T4) okoto -60 °C (Tabela 3). Jak pokazuja najnowsze badania,
szybkos¢ degradacji tego materiatu w warunkach in vivo moze by¢ rézna od dotychczas
raportowanych (2-3 lata) [110], poniewaz silnie zalezy migdzy innymi od warunkow
otoczenia (np. enzymy, pH) [127]. PCL jest polimerem dobrze rozpuszczalnym w wigkszosci
rozpuszczalnikow organicznych. Czgsto jest kopolimeryzowany z innymi poliestrami jak np.
z PLLA [128] czy PLGA [129]. PCL charakteryzuje si¢ takze niska wytrzymaloscia na
rozcigganie (ok. 23 MPa) i duzym wydluzeniem przy zerwaniu. Materiat ten jest tatwy
W przetwarzaniu ré6znymi metodami jak np. poprzez elektroprzgdzenie czy druk 3D [126].
PCL degraduje poprzez hydrolize¢ w objetosci. Poczatkowo dochodzi do hydrolizy
tanhcuchéw PCL do 6-hydroksylowego kwasu kapronowego oraz acetylu koenzymu A.
Ostatecznie zwiazki te sa wlaczane do cyklu metabolicznego komorki i wydalane z ich
organizmu jako dwutlenek wegla i woda [130]. Degradacja hydrolityczna PCL jak
I pozostatych poliestrow zalezy miedzy innymi od wielko$ci materiatu jaki jest poddawany
temu procesowi. Inng dynamike tego procesu bedzie miat lity film, liofilizat czy nanowldkna.
Prace prowadzone nad hydrolityczng degradacja PCL pozwolily ustali¢ nastgpujace etapy
tego procesu: w okresie pierwszych szes$ciu miesiecy dochodzi do wstgpnego nawodnienia
materiatu, nastepnie pomiedzy széstym a dwunastym miesigcem ma miejsce degradacja
hydrolityczna oraz utrata masy, po dwunastu miesigcach dochodzi do resorpcji, a ostatecznie
do metabolizowania produktow hydrolizy (>18 miesigcy) [130]. W warunkach in vivo

zaobserwowano, ze proces ten moze zachodzi¢ dhuzej i trwa¢ nawet 24-36 miesiecy [131].
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Podobnie jak w wypadku innych poliestrow, na czas degradacji hydrolitycznej wplywa takze

np. masa czasteczkowa, polidyspersja oraz krystaliczno$¢ wyjéciowej struktury PCL [131].

Tabela 3. Wybrane wlasciwosci pol(e-kaprolaktonu) [110, 111].

PARAMETR WARTOSC
Tm (°C) ~ 60
T (°C) 71, 79
T, (°C) -60
AH, (X:=100%) (J/g) 142
Gestos§é (g/cm®) 1,06-1,13
Rozpuszczalno$é w 25°C (J/cm®)°® 20,8
oz (kg/mm?) 10-80
g (%0) 20-120

Polimery syntetyczne sa mieszane z polimerami naturalnymi w celu zwigkszenia
biozgodnosci materiatu i jego hydrofilowosci, jak rowniez wprowadzenia odpowiednich grup
funkcyjnych, dla poprawienia interakcji komoérka-material. Najczgdciej stosowanymi
polimerami naturalnymi w inzynierii tkankowej sa biatka (np. kolagen, Zelatyna, albumina,
elastyna) oraz polisacharydy (np. chitozan, kwas hialuronowy, siarczan chondroityny).
Obecno$¢ polimerow naturalnych w  rusztowaniach komorkowych jest elementem
biomimetycznego podejscia do ich projektowania. Wymienione biatka i polisacharydy sa
naturalnymi elementami budulcowymi macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. extracellular
matrix; ECM). Na przyktad, kolagen tworzy gesta siatke wiokien w ECM. Ponadto ECM

zawiera inne skfadniki, zalezne od lokalizacji tkanki i tak np. ECM tkanki chrze¢stnej zawiera
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dodatkowo takie polisacharydy jak: siarczan chondroityny, siarczan keratanu czy heparyna,

ktore razem z kolagenem budujg strukture zwang agrekanem.
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Rysunek 16. Struktura chemiczna siarczanu chondroityny.

Przyktadem polisacharydu i polianionu wchodzacego w sktad agrekanu jest siarczan
chondroityny (CS). Siarczan chondroityny to glikozaminoglikan, ktory charakteryzuje
wysoki tadunek ujemny grup funkcyjnych (Rysunek 16). Ta cecha powoduje, ze w tkankach
zywych organizmoéw wytwarza si¢ duzy gradient tadunkoéw, przez co woda jest w nich
zatrzymywana i moze przyjmowac duze obcigzenia mechaniczne, jak ma to miejsce w tkance
chrzestnej. Ponadto udowodniono, Ze siarczan chondroityny razem z kwasem hialuronowym
i N-acetyloglukozaming (GICNAC) stymuluja synteze glukozaminy czy kolagenu typ I, oraz
ograniczajg enzymatyczng degradacje ECM [132]. Kompleksy polielektrolitow maja bardzo
praktyczne zastosowanie terapeutyczne, poniewaz sg wykorzystywane jako nosniki lekow.
Przyktadem sg kompleksy siarczan chondroityny - chitozan ktore wykorzystywane sg do
transportu lekéw pobieranych przez komorke na drodze endocytozy [133]. Co wigcej,
kompleksy tych polielektrolitow moga by¢ wykorzystywane do tworzenia hydrozelowych
rusztowan komoérkowych [134]. Jednak materiaty te sg bardzo wrazliwe na rézne czynniki
zewngtrzne jak np.: wysokie temperatury, zmiany pH czy wilgotno$ci. Dlatego w przypadku
formowania wiokien metodg elektroprzgdzenia nalezy mie¢ na uwadze wplyw
rozpuszczalnika na strukture polimeréw naturalnych [135]. Dlatego tez, immobilizacja
polimeréw naturalnych na powierzchni biomaterialow innymi metodami moze by¢ lepszym
rozwigzaniem (opisano w podrozdziale 1.3.4). Funkcje wybranych polisacharydéw zostaly

opisane w podrozdziale 1.2.2.
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1.3.3 Znaczenie powierzchni polimeru z perspektywy oddzialywania
material- komoérka

Pomigedzy komoérkami tworzacymi organizmy zywe a otoczeniem w jakim si¢
znajdujg wystepuje szereg interakcji. Oddzialywania komorki z otoczeniem mozna podzielié
na oddziatywania typu macierz zewnatrzkomorkowa (ECM)- komoérka, komorka- komorka,
atakze po zasiedleniu w warunkach in vitro i implantacji rusztowania komoérkowego,
odzialywania typu komorka- biomateriat. Mozna wyrdzni¢ potaczenia zwierajace
(desmosomy, hemidesmosomy), komunikacyjne jonowo-metaboliczne oraz zamykajgce/
nieprzepuszczalne [136]. Za interakcje komorka- macierz po stronie komorki odpowiadajg
przede wszystkim filamenty cytoszkieletu aktynowego czy plytkowe struktury taczace
filamenty aktynowe z btonami oraz integryny. Bialka transblonowe takie jak: kadheryny,
selektyny oraz zwigzki z grupy immunoglobulin, odpowiadajg za interakcje pomiedzy
komorkami [137]. Po stronie macierzy zewnatrzkomoérkowej za interakcje z komorka

odpowiadajg takie biatka jak: fibronektyna, laminina, kolagen oraz witronektyna [137].

Od strony biomateriatu to sktad chemiczny i topografia powierzchni wytworzonego
rusztowania komorkowego sa jednymi z kluczowych czynnikéw dla wiasciwych interakcji
komorka- biomateriat. Celem rusztowania komorkowego jest po czeSci spetnienie roli
macierzy zewnatrzkomorkowej. ECM jest ztozong substancja wytworzong przez komorki
I wypelniajaca przestrzen miedzy nimi, ktora jest integralng czescig wszystkich tkanek.
W wigkszo$ci sktada si¢ ona z wody i zawieszonych w niej bialek i polisacharydow,
tworzacych gesta sie¢. Macierz zewnatrzkomoérkowa wystepuje w dwdch formach: w postaci
blony podstawnej (ang. basement membrane) o charakterze wioknistym (kolagen) oraz
bezpostaciowej substancji podstawowej (ang. interstitial matrix). ECM zapewnia
integralno$¢ strukturalng i mechaniczng tkanek. Jest $rodowiskiem migracji, proliferacji
i roznicowania si¢ komorek, a takze medium wymiany substancji odzywczych oraz
komunikacji [137]. Macierz zewnatrzkomorkowa wypetnia przestrzen migdzy komorkami,
spajajac tkanki. Jak wykazato wiele ostatnich prac, macierz zewnatrzkomorkowa nie jest
jedynie biernym rusztowaniem dla komorek, ale bardzo dynamiczng strukturg wptywajacg na

polarno$¢, adhezje, ruch i szlaki sygnatowe.
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Rysunek 17. Schemat ilustrujacy procesy zachodzace na biomateriale w czasie jego

zasiedlania przez komorki [na podstawie 142].

W inzynierii tkankowej prawidlowa adhezja komoérek do rusztowania komérkowego
jest zagadnieniem fundamentalnym dla podjgcia przez komorki kolejnych funkcji. Procesy
adhezji sa rowniez wazne dla migracji komorek. Jak pokazuja niektére prace badawcze,
wypustki powstate na brzegu komorki (np. filopodia) sa stabilizowane poprzez powstawanie
nowych punktow adhezji komorki do macierzy zewnatrzkomorkowej. Procesy te sa zalezne
od aktywacji i grupowania integryn [138]. Poczatkiem takiego potgczenia jest odpowiednie
zwilzenie materiatu, tzw. preadsorpcja (w warunkach in vitro z medium hodowlanego)

i adsorpcja biatek.

Preadsorpcja zachodzi zwykle w czasie kilku pierwszych minut od pierwszego
kontaktu materialu z medium hodowlanym (Rysunek 17). Jak wykazaty badania Andrade
i wsp. [139] materiaty polimerowe charakteryzuja si¢ wysoka adsorpcjg protein na swojej
powierzchni. Kolejnym etapem jest wytworzenie trwatych wigzan pomig¢dzy materialem
i komorkg. Sity wigzace obie jednostki to: oddziatywania van der Waalsa, oddziatywania
hydrofobowe. Kluczowa role w adsorpcji petnig receptory bialkowe z btony komoérkowe;j
(integryny). Ostatecznie w miejscach zakotwiczenia integryn powstajg kompleksy biatkowe,
ktore sg taczone ze szkieletem aktynowym komorek. Z czasem komorki rozplaszczajg sie na

materiale, proliferuja i réznicuja (Rysunek 17). Waznym zagadnieniem dla rozwinigcia si¢
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tkanek na rusztowaniach komodrkowych jest migracja komoérek [140]. Topografia
powierzchni biomateriatu to kolejna wazna cecha dla dobrej adhezji komoérek. Tak na
przyktad Khosravi i wsp. [141] wykazali, ze odpowiednie rozwinigcie powierzchni materiatu
stymuluje neowaskularyzacje, ktora jest kluczowa dla poprawnej osteogenezy.
Udowodniono, ze adhezja, aktywno$¢ i roznicowanie si¢ komorek byly stymulowane przez

rozwiniecie powierzchni w skali nano [141].

W praktyce bezposrednia implantacja biomateriatbw wywotuje niespecyficzng
odpowiedz immunologiczng organizmu. Reakcja immunologiczna organizmu widoczna jest
we wzroscie stezenia cytokin prozapalnych i aktywacji neutrofili. Reakcje immunologiczne
na biomaterial moga z ostrych przeksztalci¢ si¢ w przewlekle, co bedzie prowadzito do
podjecia aktywnos$ci okreslonych grup makrofagéw w celu usunig¢cia materiatu, co zostato
opisane przez Slee i wsp. [142]. Aby temu zapobiec projektuje si¢ rusztowania komorkowe,
ktorych sktad chemiczny, szczegdlnie na powierzchni oraz jej topografia zapobiegaja
reakcjom zapalnym oraz sprzyjaja przebudowaniu tkanek. W przypadku elektroprzedzonych
wiokien sktad chemiczny powierzchni widkien oraz jej topografia moga by¢ regulowane
zaréwno poprzez dobdr odpowiednich parametrow (np. biegunowos¢ napiecia; podrozdziat
1.1.2, 1.1.3) jak rowniez post-procesowe modyfikowanie ich powierzchni (podrozdziat
1.3.4).

1.3.4 Wybrane metody modyfikacji powierzchni widkien

Glownym celem modyfikacji powierzchni widkien jak i innych materiatow dla
zastosowan w inzynierii tkankowej jest wprowadzenie substancji bioaktywnych i/ lub
rozwinigcie powierzchni materiatu. W konsekwencji dochodzi takze do zmiany takich
wlasciwosci powierzchni jak np. zwilzalno§¢ czy energia powierzchniowa, co ostatecznie
wplywa na adhezje komorek do powierzchni materiatu. Taka strategia tworzenia materialow
jest dobrym rozwigzaniem, pozwalajacym zachowaé zaréwno odpowiednie parametry
wytrzymalo$ciowe materiatu, zdeterminowane przez wnetrze materiatu, jak tez poprawic

jego wlasciwosci powierzchniowe.
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Substancje aktywne mogg by¢ osadzane na wybranych powierzchniach poprzez
fizycznag adsorpcje, taczenia typu receptor-ligand czy lgczenia kowalencyjne wybranych
substancji (Rysunek 18). W niniejszym rozdziale metody modyfikacji powierzchni zostang
podzielone w zalezno$ci od sit wigzacych zwigzek na powierzchni materiatu. Podane zostang
tylko wybrane przyktady. Warte zauwazenia jest, ze dobor odpowiedniej metody modyfikacji
powierzchni moze by¢ podyktowany funkcjg jaka osadzana warstwa ma spetni¢ np. gdy
material ma mie¢ dziatanie antybakteryjne czy powinien szybko, miejscowo uwalniaé lek,
oddziatywania jonowe mogg by¢ lepszym rozwigzaniem niz wigzania kowalencyjne [143].

Wiazanie
kowalencyjne

Oddzialywania
elektrostatyczne

. substancja bioaktywna O @ ladunki elektrostatyczne u T reaktywne grupy funkcyjne

Rysunek 18. Schemat ilustrujacy oddziatywania elektrostatyczne oraz kowalencyjne

umozliwiajgc osadzenie substancji bioaktywnych na materiatach [na podstawie 152].

Elektroprzedzone wtokniny sg czesto poddawane takiej modyfikacji ze wzgledu na
ich wysoki stosunek powierzchni do objetosci, co daje mozliwos¢ efektywnego osadzenia
bardzo duzej ilosci substancji aktywnych na jednostke masy materialu. Najprostszg metoda
osadzania wybranych substancji na powierzchni wiokien jest adsorpcja fizyczna. W tym
rodzaju modyfikacji powierzchni wykorzystywane sa takie oddziatywania jak: oddziatywania
elektrostatyczne, wigzania wodorowe, oddzialywania hydrofobowe czy sily van der Waalsa
[144]. Jak zauwazono powyzej w niektorych przypadkach adsorpcja fizyczna moze byc
wystarczajaca. Do chwili obecnej wykazano, ze elektroprzedzone widkniny sa efektywna
barierg anty-adhezyjna w przypadkach opatrunkéw pooperacyjnych, poniewaz fizycznie
oddzielaja rane od srodowiska zewngtrznego [145]. Aby dodatkowo zabezpieczy¢ rang przed
infekcjami mozna osadzi¢ na powierzchni widkien réznego rodzaju srodki antybakteryjne.

Przykladem takich dziatan jest osadzenie komercyjnie dostgpnego leku o nazwie Biteral® na

56



powierzchni widkien wykonanych z poli(e-kaprolaktonu) (PCL) [146]. W tym wypadku, na
wiokninie osadzono krople leku i pozostawiono do catkowitego wchlonigcia sie. Nastepnie
zauwazono, ze okoto 80% leku zostato uwolnione juz w ciggu pierwszych 3h, a pozostata
cze$¢ byla uwalniania z materialu przez kolejne 18h. Badania in vivo przeprowadzono na
szczurach. Obserwacje histologiczne potwierdzity poprawe procesu gojenia si¢ rany Oraz
obnizong adhezj¢ mikroorganizméw [146]. Inne zespoty badawcze analizowaly takze uktady,
w ktorych heparyna i inetrleukina byly immobilizowane na powierzchni wielosktadnikowych
wiokien zawierajacych poli(e-kaprolakton) [147]. Jak dowiodly badania, wtokna
Zz modyfikowang powierzchnig efektywnie wplynety na ekspresje¢ przez makrofagi
antyzapalnego fenotypu, w konteks$cie morfologii komodrek, immunohistochemii czy sekrecji
cytokin [147]. Mimo, ze metoda fizycznej adsorpcji z roztworu jest prosta i tania, ma tez
pewne wady. Efektywno$¢ tej metody moze nie by¢ powtarzalna, a osadzone w ten sposob
substancje sg bardzo szybko uwalnianie do $rodowiska zewngtrznego, przez co nie ma

mozliwosci dugofalowego i stopniowego ich uwalniania.

‘Wlokno Roztwor polianionu Plukanie Wilokna z przylaczonym
polianionem

CQOO0OO0OOO

Rysunek 19. Schemat osadzania polielektrolitow metoda warstwa po warstwie (LbL)

[na podstawie 148].

Jednym z rodzajow fizycznej adsorpcji jest tzw. metoda warstwa po warstwie (ang.
layer-by layer assemby) (LbL) [151], ktéra polega na naprzemiennym osadzaniu
polianionéw i polikationdw na powierzchni materiatlu (Rysunek 19). Metoda ta opiera si¢ na
elektrostatycznych oddzialywaniach pomiedzy polijonami. Bardzo istotna w tej metodzie jest

gesto$¢ tadunku na powierzchni materiatu. Zostata ona wykorzystana np. przez Liu i wsp.

57



[149] oraz Gong i wsp. [150]. Przed osadzaniem polielektrolitbw na powierzchni wiokien
mozna przeprowadzi¢ hydrolize materialu w roztworze zasadowym, w celu uzyskania
wickszej liczby aktywnych grup funkcyjnych na powierzchni materialu, a tym samym
zwigkszenia efektywnosci procesu [149]. Liu i wsp. [149] zaproponowali osadzenie warstw
chitozanu i siarczanu chondroityny na powierzchni filméw wykonanych z poli(tetraftalanu)
etylenu (PET) [149]. Badania metodg spektroskopii UV potwierdzity efektywne osadzenie
wielu warstw polielektrolitow na powierzchni filmu, a pomiary kata zwilzania potwierdzity
zmian¢ wiasciwosci powierzchniowych filmu. Zauwazono takze, ze utworzone warstwy
majg rozng stabilno$¢ w od zalezno$ci odlegtosci od powierzchni materiatu, na ktorym byty
osadzane oraz, ze moga by¢ niestabilne w $rodowisku obojetnym lub zasadowym, ze
wzgledu na redukcje oddziatywan pomigdzy polijonami [149]. Podobne prace prowadzit
Gong i wsp. [150]. W tych badaniach osadzano warstwy siarczanu chondroityny (CS) oraz
kolagenu (Col) na powierzchni porowatego rusztowania komorkowego wykonanego
z poli(L-laktydu) (PLLA) [150]. Badania in vitro przeprowadzone na chondrocytach
wykazaly, ze komorki proliferowaty lepiej niz na materiale kontrolnym nie posiadajacym
warstw  CS-Col.  Ponadto  aktywno$¢  chondrocytow  w  kierunku  sekrecji
glikozaminoglikanéw (GAG) byta wyraznie wigksza niz na probkach kontrolnych [150]. Jak
udowadniajg wymienione prace, jest to efektywna metoda osadzania substancji
bioaktywnych na powierzchni materialtow. Dodatkowa jej zaleta jest fakt, ze zwiazki
aktywne sa rozpuszczane w rozpuszczalnikach nie wptywajacych na ich strukture chemiczng

1 funkcjonalnosé.

Metoda typu wet chemical (ang.) tj. metoda z zastosowaniem wodnych roztworow
reagentow, ktoére umozliwiaja utworzenie reaktywnych grup funkcyjnych na powierzchni
materiatu, jest jedng z popularniejszych metod. Bazuje na przypadkowym, chemicznym
cigciu wigzan estrowych molekut poliestrow znajdujacych si¢ na powierzchni wiokien.
W rezultacie na powierzchni powstaja aktywne grupy hydroksylowe i karboksylowe [151].
Zaleta tej metody jest dobra penetracja wiokniny czy innych struktur 3D w calej ich
objetosci, CO nie jest czesto mozliwe w przypadku uzycia plazmy. Z drugiej strony,
charakteryzuje ja kilka powaznych wad. Przede wszystkim moze dochodzi¢ do degradacji
materialu w wyniku cigcia molekul, przez co obserwuje si¢ zmniejszenie masy

czasteczkowej, a w rezultacie pogorszenie wlasciwosci mechanicznych. Dodatkowo, metoda
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ta charakteryzuje si¢ stabg powtarzalnos$cig i zaleznoscig od takich czynnikow jak wyjsciowa
masa czasteczkowa polimeru czy krystalicznos¢. Jest to metoda nieselektywna, przez co
powoduje powstanie roznych aktywnych grup funkcyjnych. Ponadto pozostatosci uzytych
substancji moga powodowaé przypadkowe trawienie powierzchni wiokien oraz
wywotywanie efektu cytotoksycznosci [152]. Przyktadem modyfikacji powierzchni tg
metoda jest np. wprowadzenie amin pierwszorzedowych na powierzchni¢ materialu poprzez
zastosowanie wodnych roztworow takich diamin jak 1,6-heksadiamina, etylenodiamina czy
N-aminoetylo-1,3-propanodiamina[152]. Metody typu wet chemical zostaly zastosowane
takze przez Bosinger i wsp. [153] do immobilizacji oksydazy glukozy (GOX) do
powierzchni wiokien PEO/chitozan. Piai i wsp. [126] przeprowadzili funkcjonalizacje
powierzchni widokien poli(e-kaprolaktonu) przy uzyciu UV/O3; oraz aminolizy, tak aby
ostatecznie przylaczy¢ siarczan chondroityny do powierzchni widkien. Badania in vitro
przeprowadzono na linii ludzkich chondrocytow oraz wykonano analiz¢ ekspresji wybranych
genow (Aggrecan, Collagen typ 1l, COMP, Sox9). Niestety w wybranych punktach
czasowych nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w ekspresji wigkszos$ci
analizowanych genéw. Po 24 dniach hodowli zaobserwowano natomiast istotng roznicg
w syntezie kolagenu typu I na materiatach z osadzonym siarczanem chondroityny,
w poréwnaniu do probek kontrolnych [126]. Badania dotyczace osadzania siarczanu
chondroityny oraz kolagenu na powierzchniach uprzednio sfunkcjonalizowanych poprzez

aminolize byly prowadzone takze przez He i wsp. [154].

Innymi metodami aktywowania powierzchni materialu oraz osadzenia na nim
substancji bioaktywnych sg np. kopolimeryzacja szczepiona (ang. graft polymerization),
traktowanie zjonizowanymi gazami, promieniowaniem UV czy wyladowanie koronowe
[152]. Kazda z wymienionych metod ma zaréwno swoje zalety jak i wady. Podstawowym
czynnikiem, ktory determinuje zastosowanie ktorejkolwiek z nich jest jej wplyw na strukture
1 wlasciwosci materiatlu. Tak na przyklad promieniowanie UV czy tzw. plazma, moga

powodowac degradacje polimerow.
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1.4 Podsumowanie

Elektroprzedzenie jest bardzo wydajng metoda formowania wiokien, a materiaty
wykonane tg metoda przypominaja pod wzgledem morfologicznym i chemicznym struktury
wystepujace w macierzy zewnatrzkomoérkowej tkanek zywych organizmow. Na ostateczng
strukture 1 wlasciwosci wilokien formowanych ta metoda wplywa szereg parametrow,
klasyfikowanych jako parametry procesu, parametry roztworu i parametry otoczenia.
W literaturze przedmiotu, niewiele prac naukowych dotyczy wptywu biegunowosci napigcia
na strukture i morfologie widkien [2, 3]. Sa dostepne prace, ktore na podstawie modelowania
teoretycznego tlumacza zjawiska zachodzace pomiedzy natadowang elektrycznie dyszg
przedzalniczg oraz nosnikami tadunkéw elektrycznych w strudze polimeru [51-54]. Dostepne
sa takze prace eksperymentalne opisujace wptyw biegunowosci napigcia na strukture widkien
(podrozdziat 1.1.3). Prace dotyczace orientowania si¢ makroczasteczek polimeréw pod
wplywem wybranej biegunowosci napigcia byty prowadzone przez Stachewicz i wsp. [59]
oraz Terad¢ i wsp. [94]. Powyzsze prace wykazaly, ze molekuly polimeréw w
elektroprzedzonym roztworze mogg si¢ orientowaé w zaleznosci od znaku potencjatu
elektrycznego przylozonego do dyszy [59]. Dodatkowo zaobserwowano wplyw
biegunowosci napigcia na stabilno$¢ elektroprzedzonego strumienia polimeru [94].
Wymienione prace byly prowadzone na roztworach jednego rodzaju polimeru. Nie
analizowano mieszanin polimeréw, ktore majg istotne praktyczne zastosowanie. Ponadto

W opisanych pracach nie pogtebiono analizy struktury 1 wlasciwosci tych materialow.

Do chwili obecnej nie analizowano wpltywu biegunowosci napigcia na strukture
i whasciwosci widkien dwusktadnikowych, takich jak mieszanina poli(e-kaprolaktonu)
i chitozanu. Uktad dwusktadnikowy jest uktadem bardziej ztozonym, przez co zrozumienie
wplywu biegunowosci napiecia na strukture i wlasciwosci takich widkien jest konieczne.
Witokna dwusktadnikowe maja istotne znaczenie praktyczne, poniewaz lacza zalety
polimeréw syntetycznych 1 naturalnych, dlatego warto podda¢ analizie wplyw biegunowosci
napiecia na ich wlasciwos$ci. Przypuszcza si¢, ze zastosowanie odpowiedniej biegunowosci
napigcia wplynie na uktad PCL-chitozan oraz na ekspozycj¢ grup aminowych na
powierzchni materiatu, a tym samym na wilasciwosci powierzchniowe witokien 1 interakcje

komorka-biomaterial.
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Aby poprawi¢ interakcje biomateriatu z komodrkami, rusztowania komorkowe mogg by¢
poddawane r6znym modyfikacjom powierzchni. Substancje immobilizowane na powierzchni
materialdw moga mie¢ takze efekt leczniczy czy stymulujacy komoérki do podjecia
aktywno$ci. Prace badawcze byly prowadzone takze w tym zakresie [77, 114, 115]
(podrozdziat 1.3.4). Nie wigzano jednak efektywnosci immobilizowania substancji
bioaktywnych na powierzchni witokien ze zmianami skiladu chemicznego powierzchni
wilokien, wynikajacych z zastosowania odpowiednich parametréw formowania materiatow
metoda elektroprzedzenia. Warto zauwazy¢, ze dostgpne prace literaturowe opisuja
w wigkszosci immobilizowanie molekut na probkach litych [149, 154] czy liofilizatach
[150]. Prace, ktore skupiaja si¢ na elektroprzedzonych widknach dotycza zazwyczaj wiokien
wykonanych z jednego polimeru, a osadzanie zwigzkow biologicznie aktywnych odbywa si¢
metoda wet chemical, ktora w tak porowatym materiale moze pozostawia¢ zwigzki toksyczne
oraz doprowadzi¢ do wyraznego obnizenia masy czasteczkowej [126]. Dlatego tez
W niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto probe weryfikacji efektywnosci immobilizacji
poprzez fizyczng adsorpcje, po uprzedniej zmianie sktadu chemicznego powierzchni widkien

poprzez zastosowanie odpowiedniej biegunowosci napigcia w procesie elektroprzedzenia.
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Rozdziatl 11




2 CELI ZAKRES PRACY

Brak danych literaturowych na temat wplywu biegunowoS$ci napigcia na strukturg
I wlasciwo$ci dwusktadnikowych wiokien zawierajacych polielektrolity (np. chitozan),

spowodowal wyznaczenie nastepujacych celéw badawczych pracy:

Gtownym celem pracy jest weryfikacja wpltywu dwodch zaproponowanych uktadow
biegunowosci napigcia na strukture 1 wilasciwosci dwusktadnikowych wiokien poli(e-
kaprolakton)/ chitozan. Dodatkowym celem pracy jest zbadanie wplywu biegunowosci
napigcia na wlasciwosci powierzchniowe wtokien. W ramach tego celu podjeto nastepujace

watki:

» Poddano analizie zmiany w strukturze i wtasciwosciach wiokien poli(e-kaprolakton)/
chitozan pod wplywem zastosowanej biegunowosci napigcia. Badano wtokna o trzech
wybranych proporcjach tych sktadnikow.

» Poddano analizie efektywnos¢ post-procesowej modyfikacji powierzchni wiokien
w zalezno$ci od zastosowanej biegunowo$ci napigcia. Modyfikacja powierzchni
wiokien polegata na fizycznej adsorpcji siarczanu chondroityny do powierzchni
wiokien.

» Okreslono wptyw zmian wywotanych zastosowaniem odpowiedniej biegunowosci

napigcia na odpowiedz komorkowa w warunkach in vitro.

Celem dodatkowym byt doboér odpowiednich parametrow procesowo-materiatowych
umozliwiajgcych formowanie wiokien poli(e-kaprolakton)/ chitozan z perspektywy

gtownego celu pracy doktorskiej.

> Istotng kwestig, byto systematyczne zbadanie wptywu rozpuszczalnika na strukture,
morfologie 1 wlasciwosci dwusktadnikowych wtokien zawierajacych polielektrolity,
z punktu widzenia gtownego celu pracy doktorskiej. Ocenie poddano dwa rodzaje
rozpuszczalnikow oraz przeprowadzono doktadng charakterystyke materialow.

Wyniki pozwolily na wybdr jednego z rozpuszczalnikéw do dalszych badan.
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Zakres pracy obejmuje:

e przeglad literatury dotyczacej wptywu biegunowoSci napigcia zastosowanej w czasie
elektroprzedzenia na struktur¢ i wiasciwosci widkien, a w szczegodlnosci wiokien
zawierajacych polielektrolity;

e doswiadczalng optymalizacje parametréw procesu elektroprzedzenia,
a w szczeg6lno$ci, parametrow roztworu tj. typu rozpuszczalnika dla wybranego
uktadu polimeréw,

e doswiadczalng analize wptywu biegunowosci napigcia na proces formowania wtokien
poli(e-kaprolakton)/ chitozan oraz na ich strukture i wybrane wlasciwosci,

e doswiadczalng analiz¢ efektywnosci przylaczenia substancji bioaktywnych (tu:
siarczanu chondroityny) do powierzchni widkien w zalezno$ci od zastosowanej
biegunowosci napigcia w czasie formowania wiokien,

e analiz¢ odpowiedzi komérkowej na zmiany w strukturze i wtasciwo$ciach materiatow
indukowane zastosowaniem rdznej biegunowosci napigcia,

e zaproponowanie praktycznego wykorzystania uformowanych materiatow.
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2.1 TEZY BADAWCZE

1. Biegunowo$¢ napigcia zastosowana W procesie elektroprzedzenia widkien poli(e-

kaprolakton)/chitozan wptywa na ich strukturg, morfologi¢ i wlasciwosci.

2. Zastosowanie odpowiedniej biegunowosci napigcia przylozonego do dyszy
W procesie elektroprzgdzenia poprawia wydajno$s¢ modyfikacji powierzchni wiokien

metoda fizycznej adsorpcji siarczanu chondroityny.

3. Modyfikacja powierzchni widkien poli(e-kaprolakton)/ chitozan przy uzyciu
siarczanu chondroityny korzystnie wplywa na aktywnos$¢, morfologie i1 proliferacje

komorek.
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Rozdziat I11




3 CZESC DOSWIADCZALNA

3.1 Materialy

W niniejszej pracy do przygotowania widkien zastosowano nastepujace polimery:

e Chitozan (CHT) (448869, Sigma Aldrich), M, = 50 000-190 000 g/ mol , DDA~84%,
e Poli(e-kaprolakton) (PCL) (440744, Sigma Aldrich) M,= 80 000,
e Siarczan chondroityny (CS)(C9819, Sigma Aldrich).

Uzyte rozpuszczalniki to:

e 985%1,1,1,3, 3, 3-heksafluoro-2-propanol (HFIP) (Iris Biotech GmBH),
e Kwas octowy (AA) (Avantor Performance Materials) 98-100% CZDA
e Kwas mrowkowy (FA) (Avantor Performance Materials) 98-100% CZDA.

3.2 Formowanie wldkien metodg elektroprzedzenia

Na etapie doboru rozpuszczalnika do formowania wiokien poli(e-kaprolakton)/
chitozan wykonano trzy mieszaniny tych polimerow oraz probki kontrolne sktadajace sig
tylko z poli(e-kaprolaktonu) lub chitozanu. Mieszaniny polimeroéw miaty kolejno 5, 10 i 25%
w/w chitozanu. Wykonano dwa rodzaje roztwordow tych polimerow, w jednym
rozpuszczalnikiem byt HFIP, a w drugim kwas octowy i mréwkowy (AA/FA) w proporcji
1:1. Na poczatku chitozan byl rozpuszczany w tazni wodnej o temperaturze 50°C przez okoto
24h. Nastegpnie, po schtodzeniu roztworu do temperatury otoczenia, dodano odpowiednia

ilos¢ PCL i pozostawiono do wymieszania przez 24h.

Roztwory do formowania wildkien z drugiej czgsci pracy, tj. analizy wplywy
biegunowosci zostaly przygotowane w taki sam sposob, jednak w tym wypadku

rozpuszczalnikiem byt tylko HFIP.

Proces elektroprzedzenia wykonano w komorze o poziomym ukladzie dysz

przedzalniczych i z zastosowaniem dwoch réznych zasilaczy wysokiego napigcia. Catkowite
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stezenie polimeru w roztworach wynosito od 3-5% w/w dla mieszanin polimeréw oraz 1%
w/w dla roztworu chitozanu i 5% dla roztworu PCL. Ste¢zenia te zostaly wyznaczone
doswiadczalnie, w procesie optymalizacji parametrow roztworu. W zaleznos$ci od mieszaniny

polimerow roztwory byty formowane z zastosowaniem nastepujacych parametrow:

e napiccia 14-20 KV o ujemnym (-) lub dodatnim (+) znaku potencjatu elektrycznego
na dyszy,

e szybkosci podawania roztworu 500-2000 pL/h,

e odlegtosci dysza — kolektor 8-10 cm,

e szybkosci obrotowej ok. 350 rpm kolektora o $rednicy 40 mm,

e temperatury otoczenia ok. 22 °C,

wilgotnosci ~ 35+£5 %.

Kolektor byt zawsze elementem uziemionym, a jego rotacja nie powodowata kierunkowania
si¢ wiokien. Jako dyszy przedzalniczej uzyto igty 23G. W Tabela 4 oraz Tabela 5 podano

szczegotowe dane probek.
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Tabela 4. Oznaczenia i parametry procesu formowania wiokien poli(e-kaprolakton)/

chitozan na etapie optymalizacji warunkéw formowania.

Proporcja Stezenie . Szybkos$é
Nazwa Rodzaj Napiecie
PCL/ roztworu ) przepltywu
probki ) rozpuszczalnika (kV)
chitozan wiw (%) (uL/h)

S5H 95:5 5 98.5% HFIP 15 1000

25H 75:25 3 98.5% HFIP 20 1200

PA 100:0 10 1: 1 AA/FA 12 1000

10A 90:10 9 1: 1 AA/FA 19 600

CHT A 0:100 3 1: 1 AA/FA - -
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Tabela 5. Oznaczenia i parametry procesu formowania widkien poli(e-kaprolakton)/

chitozan na etapie analizy wptywu biegunowosci napigcia.

Proporcja Stezenie ) Szybkos¢
Nazwa Rodzaj Napiecie
PCL/ roztworu ] przeplywu
probki ) rozpuszczalnika (kV)
chitozan wiw (%0) (uL/h)
P+ 100:0 5 98.5% HFIP 12 1000
5+ 95:5 4 98.5% HFIP 15 1000
10+ 90:10 3,5 98.5% HFIP 17 1000
25+ 75:25 2,5 98.5% HFIP 20 1500
CHT+ 0:100 1 98.5% HFIP 15 2000
P- 100:0 5 98.5% HFIP 12 1000
5- 95:5 4 98.5% HFIP 15 1000
10- 90:10 3,5 98.5% HFIP 17 1000
25- 75:25 2,5 98.5% HFIP 20 1500
CHT- 0:100 1 98.5% HFIP 15 2000

Materiaty, ktore ostatecznie byly poddane modyfikacji powierzchni poprzez
adsorpcje¢ siarczanu chondroityny (CS) zostaly oznaczone dodatkowo poprzez dodanie

oznaczenia CS przy kazdym skrdcie nazwy probki.
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3.2.1 Immobilizacja siarczanu chondroityny na wléknach poli(e-
kaprolakton)/ chitozan

Probki kazdego materiatu zostaty pocigte na réwne fragmenty i umieszczone

W wodzie dejonizowanej na lh, w celu odpowiedniego zwilzenia powierzchni. Nastepnie
zostaly one zanurzone w 0,5 M roztworze NaCl, ktory zawierat rozpuszczony siarczan
chondroityny (CS) w stezeniu 1 mg/ml. Po 20 minutach, probki byty wyjete z roztworu CS
i wstepnie ptukane w 0,2 M NaCl. Ostatecznie probki ptukano wodg dejonizowang. Probki
pozostawiono do wolnego odparowania wody, a ostatecznie umieszczono je na 24 h

W suszarce préozniowe;.

3.3 Metody badawcze

3.3.1 Pomiar lepkosci roztworow reometrem stozkowym
Wiasciwosci reologiczne roztworéw PCL/CHT byty analizowane za pomoca
reometru stozkowego Brookfield DV-III Ultra. Pomiary zostalty wykonane w temperaturze
22 °C z szybkoscig $cinania 15 s™. Szybko$¢ $cinania wystepujaca W dyszy przedzalniczej

przy danej szybkoSci przeptywu mozna wyznaczy¢ na podstawie wzoru,

y =4Q/mr? ()

gdzie y to szybkos¢ $cinania, Q jest przeplyw objgtosciowy, r to promien wewngtrzny igly
[155].

3.3.2 Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Morfologia wldkien oraz rozklad $rednic widkien zostal wyznaczony ze zdjec
uzyskanych metoda skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Probki byty obrazowane
przy pomocy mikroskopu Jeol JSM- 6010 PLUS/LV In- Touch Scope ™, po uprzednim
napyleniu probek ztotem. Zastosowano napiecie 10kV. Srednice wiokien byly wyznaczone
na podstawie 100 pomiardéw z roznych zdje¢ SEM dla danej prébki przy pomocy programu

ImageJ. Nastgpnie wyniki poddano analizie przy uzyciu programu Origin 8.
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3.3.3 Mikroskopia sit atomowych (AFM)
Mikroskopia sit atomowych (AFM) zostala wykonana w celu analizy rdznic
W topografii powierzchni wtokien uformowanych z zastosowaniem wybranych biegunowosci
napigcia oraz przed i po adsorpcji siarczanu chondroityny. Obrazowanie metoda AFM
wykonano za pomoca urzadzenia NT-MDT Ntegra AFM, wyposazonym w sonde¢ (ang.
cantiliver) (HA_NC; NT-MDT). Drgania sondy miaty ustalonej amplitudzie i czestotliwosci.
Czestotliwos¢ drgan sondy wynosita 245 kHz, a czgstotliwos$¢ skanowania wynosita 0,3 Hz.

Pomiary wykonano w powietrzu.

3.3.4 Mikroskopia sil atomowych z zintegrowanym systemem
spektroskopii w podczerwieni (AFM-IR)

Celem zastosowania metody AFM-IR bylto okreslenie separacji faz ze szczegélowym
rozkladem sktadnikow mieszaniny PCL/CHT zaréwno we widknach formowanych metoda
elektroprzedzenia jak i filmach w pierwszym etapie prac badawczych, tj. optymalizacji
parametrow roztworu. Pomiar zostal przeprowadzony za pomocg nanolR2 (Analysis
Instruments, Inc., Santa Barbara CA) wyposazonego W sondg¢ (ang. cantiliver) PR-EX- nIT2.
Nominalna stata sztywnosci 1 czgstotliwo$¢ rezonansowa sondy w powietrzu wynosity
odpowiednio 0,07-0,4 Nm' i 13 + 4 kHz. Zebrane zostaty obrazy 3D topografii powierzchni
w trybie kontaktowym. W celu zebrania lokalnego widma IR przeprowadzono analizg
spektroskopowa w zakresie 900-4000 cm® o rozdzielczosci spektralnej 8 cm™. Srednica
wigzki wynosita okoto 100 pum przy liczbie falowej 1645 cm™, a moc zostata ustawiona na
maksymalnie 5%. Mapy IR pojedynczej liczby falowej uzyskano stosujac filtr pasmowy 20
kHz, wysrodkowany przy 55 kHz. Mapy rozkltadu chemicznego wuzyskano przy
czestotliwosci skanowania 0,12 Hz. Probki wiokien zostaly zebrane na plytke krzemowa,
a filmy wybranych roztworéw zostaly wykonane metoda wylania roztworu. Pomiary

wykonano w temperaturze otoczenia.
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3.3.5 Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fourier’a (FT-IR)

Technik¢ FT-IR zastosowano w celu weryfikacji obecnosci okreslonych grup
funkcyjnych w analizowanych wtokninach oraz w celu analizy interakcji pomiedzy PCL
a chitozanem. Pomiary zostaly wykonane na urzadzeniu Nicolet 8700 FT-IR Spectrometer.
Pomiary wykonano w cyklu 32 skanow na probke w zakresie czestotliwosci 800-3800 cm™.
Numeryczng dekonwolucje funkcja Gaussa zostala przeprowadzona dla wigzania
karbonylowego w  zakresie 1700-1770 cm™®, w celu analizy oddziatywah
mi¢dzymolekularnych dla wybranych probek PCL/CHT oraz probki kontrolnej PCL.

Dekonwolucj¢ wykonano za pomocg oprogramowania Origin 8.

3.3.6 Skaningowa kalorymetria r6znicowa (DSC)

W celu analizy zmian stopnia Krystalicznosci PCL wynikajacych z zastawania
réznych systemoéw rozpuszczalnikow (etap I badan) oraz réznych biegunowos$ci napigcia
(etap 1II badan) zastosowano metode DSC. Dodatkowo okreslono temperatury
charakterystyczne. Pomiary wykonano na urzadzeniu Perkin Elmer PYRIS-1, a analizg
wynikéw za pomocg oprogramowania Origin 8. Pomiary zostaly przeprowadzone w cyklu
grzania w zakresie temperatury od 20°C do 100°C z szybkoS$cig grzania 10°C/ min. Masa

probek wynosita okoto 2,5 mg. Krystaliczno§¢ PCL zostala obliczona ze wzoru,
x. = AH;/AH} (6)

gdzie AH; to ciepto topnienia fazy krystalicznej PCL z probki znormalizowane do jej masy,
a AH} to cieplo topnienia fazy krystalicznej PCL o x, = 100%. Jako warto$¢ AH? przyjeto

136 J/g [156]. Temperatura topnienia (Ty,) PCL zostala wyznaczona jako warto$é

odpowiadajgca maksimum efektu endotermicznego.

3.3.7 Spektroskopia fotoelektronow w zakresie promieniowania X (XPS)
Spektroskopia fotoelektrondw w zakresie promieniowania X (XPS) zostala wykonana
w celu analizy réznic w skladzie chemicznym powierzchni wiokien uformowanych

Z zastosowaniem wybranych biegunowosci napigcia. Pomiary zostaty wykonane za pomoca
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urzadzenia PHI 5000VersaProbe, wyposazonym w monochromatyczng anode¢ Al
Zastosowano zrodio o energii promieniowania 1486,6 eV. Analize przeprowadzono energia
wigzki 15 eV dla widm pomiarowych, przy kacie pomiaru 90° w relacji do powierzchni
probki. Pomiary wykonano w 5 roznych miejscach probki, a wyniki koncowe przedstawiono

jako $rednig z tych pomiarow.

3.3.8 Pomiar kata zwilzania
Pomiary kata zwilzania zostaty wykonane za pomocg urzadzenia Goniomatr OCA15
(Data Physics). Pomiary zostaly przeprowadzone w celu analizy wiasciwosci
powierzchniowych wtoknin. Wszystkie pomiary zostaty wykonane w temperaturze otoczenia
(ok. 22°C). Pomiary zostaly wykonane metoda kropli osadzonej o objetosci 1 pl,
bezposrednio po osadzeniu kropli. Cieczag wykorzystang do pomiarow byla woda
dejonizowana. Prezentowane dane pomiaréw kata zwilzania sg $rednig z 11 pomiaréw dla

kazdego materiatu.

3.3.9 Statyczna proba rozciagania

W celu wyznaczenia modutu Younga analizowanych wtoknin wykonano statyczna
probe rozciggania na urzadzeniu Lloyd EZ50 wyposazonym w specjalne uchwyty,
odpowiednie do zastosowanych matych obcigzen. Z widknin o grubosci 100-150 um wycigto
probki o szerokosci 5 mm. Obcigzenie poczatkowe zostalo ustalone na poziomie 0,2 N,
a probki rozciggano z szybkoscia 5 mm/min. Pomiary wykonano w temperaturze otoczenia
i wilgotnosci ok. 35+£5 %. Wybrane probki analizowano takze w powyzszy sposob po
uprzedniej inkubacji przez 24h w roztworze PBS w temperaturze 37°C. W obliczeniach

modulu Younga analizowanych wtoknin nie uwzgledniono porowatosci widknin.

3.3.10 Badania in vitro na wybranych liniach komérkowych

Badania in vitro zostaly wykonane w celu okreSlenia cytotoksycznosci
uformowanych materialow oraz ewentualnych réznic w odpowiedzi komorkowej na zmiany
w ich strukturze 1 wiasciwosciach wywotanych zastosowaniem roznej biegunowos$ci

napigcia. Badania in vitro wykonano takze na etapie optymalizacji parametréw

75



elektroprzedznia widéknin PCL/CHT. Badania prowadzono na dwoéch liniach komorkowych
na etapie optymalizacji parametrow procesu 1 na etapie badan wplywu biegunowosci
napigcia 1 adsorpcji substancji bioaktywnych. W niniejszej pracy do badan in vitro

zastosowano lini¢ komoérkowa mysich fibroblastow L1929 oraz osteoblastow linii MG63.

Do butelki hodowlanej T75 wysiano 1x10° komérek, a nastepnie dodano medium
hodowlane ztozone z a-MEM suplementowanym w 10% v/v surowicg bydleca (FBS), w 1%
v/v penicyling oraz w 1% w/w streptomecyng. W przypadku komorek linii MG63 medium
dodatkowo zawierato glutaming. Komorki byly hodowane w inkubatorze, w temperaturze
37°C i atmosferze 5% CO,. Po kilku dniach hodowli, gdy osiagni¢to 80% konfluencji,
komorki zostaty odklejone od powierzchni naczynia hodowlanego za pomoca 0,05%
roztworu trypsyny, odwirowane (L929: 100xg przez 5 minut; MG63: 170xg przez 5 minut)
i wysiane na materiaty. Wybrane materiaty byly uprzednio wycicte z wiokniny (1 cm?),
wysterylizowane 70% roztworem etanolu oraz promieniowaniem UV i ostatecznie
umieszone w dotkach hodowlanych na 48 dotkowej pltytce hodowlanej. Na probki wysiano
od 8000 - 20 000 komoérek/cm? w zaleznosci od czasu planowanej hodowli i linii
komorkowej. Takie same ilosci komorek wysiano do dotka hodowlanego bez materiatu,
ktory stanowit kontrole (TCP). Ostatecznie dotki dopetniono medium hodowlanym. Plytki
hodowlane zostaly umieszczone w inkubatorze do czasu pomiaru. Medium hodowlane byto

wymieniane co 2 dni.

3.3.11 Analiza cytotoksycznosSci

O cytotoksycznosci uformowanych materialdow wnioskowano posrednio z testu
aktywnos$ci mitochondrialnej analizowanych linii komérkowych. W tym celu zastosowano
test MTT. W tej metodzie enzymy NAD(P)H rozktadajg barwnik tetrazolowy tj. 3- (4,5-
bromek dimetylotiazol-2-ilo) -2,5-difenylotetrazoliowy do nierozpuszczalnego formazanu.
Po wyznaczonych czasach hodowli komorek na materiatach usuni¢to z dotkéw medium
hodowlane. Nastepnie dodano 300 pl niesuplementowanego medium DMEM i 100 pl
roztworu MTT (5mg/ml). Nast¢pnie, ptytki wielodotkowe umieszczono w inkubatorze na
kolejne 3-4 godziny. Po tym czasie usunig¢to roztwor z dotkow i zalano izopropanolem
w celu wyptukania formazanu z komorek. Po 10 minutach na mieszadle horyzontalnym,

z kazdego z dotkéw odciagnigto 150 pl i przeniesiono do plytki 96 dotkowej w celu
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wykonania pomiaru absorbancji. Absorbancj¢ roztworéw zmierzono za pomocg urzgdzenia

Thermo Scientific Multiscan Go przy dtugosci fali 570 nm.

3.3.12 Analiza proliferacji komodrek

Proliferacj¢ komoérek analizowano przy pomocy testu CyQuant Cell Proliferation
Assay Kit (ThermoFisher Scientific). W kazdym punkcie czasowym wyznaczonym do
badan, probki materiatbw z komorkami zostaly odsaczone z medium oraz byly
przechowywane w -75°C, do momentu analizy. Po rozmrozeniu, przygotowano roztwor
roboczy odpowiedni dla szacowanej ilo$ci komorek na materiale 1 zgodny ze wskazaniami
producenta. Roztwor roboczy sktadat si¢ z buforu, wody dejonizowanej oraz CyQuant GR.
Do kazdej z probek dodano 200 pl roztworu roboczego, po 5 minutach przeniesiono po 150
ul roztworu z probek do ptytki 96 dotkowej i wykonano pomiar absorbancji przy dtugosci

fali 520 nm.

3.3.13 Obrazowanie elementow cytoszkieletu komodrkowego metoda
mikroskopii fluorescencyjnej

Aby zobrazowaé rozwinigcie cytoszkieletu aktynowego komorek oraz jadra
komorkowe probki poddano procedurze utrwalania i barwienia. Po uprzednim odsaczeniu
medium hodowlanego i ptukaniu probek roztworem PBS do dotkéw dodano 200 ul 3%
roztworu  paraformaldehydu (PFA). Po 20 minutach usunigto roztwor PFA, probki
przeptukano PBS 1 na 5 minut zalano 0,1% roztworem Tritonu w celu nadtrawienia btony
komorkowej, dla lepszej penetracji barwnikiem. Ostatecznie, rozrobiony zgodnie ze
wskazaniami producenta roztwdr Alcian Green (2 krople/ ml) zostal wlany do dotkow
Zz probkami na 30 minut. Po odsgczeniu tego barwnika, probki zostaty takze zalane
roztworem 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu(DAPI) w celu wybarwienia jader komorkowych.
Po 5 minutach odsaczono ptyn, probki zalano PBS i tak przechowywano w temperaturze
+4°C do momentu obrazowania. Probki byly obrazowane za pomoca mikroskopu

fluorescencyjnego Leica DMI3000B.
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3.3.14 Obrazowanie = morfologii komdrek metoda skaningowej
mikroskopii elektronowej

Aby zobrazowa¢ morfologie komoérek hodowanych na analizowanych materiatach
wykonano zdjecia metoda skaningowej mikroskopii elektronowej. Po zakonczeniu hodowli,
materiaty zostaly przeptukane PBS 1 zanurzone w 200 ul 2,5% roztworu aldehydu
glutarowego. Po okolo 1h, roztwor odciagnieto, a w jego miejsce wlano pierwszy roztwor z
szeregu etanolowego. Szereg etanolowy wykonano na roztworach o st¢zeniu od 50 do 100%
etanolu, przez 20 minut kazdy. Po odsaczeniu ostatniego roztworu etanolu, materiaty
zanurzono w roztworze heksametylodisilazanu (HDMS) z etanolem w proporcji 1 : 2 , a po
20 minutach kolejnym roztworem HDMS/etanol o proporcji 2 : 1. Ostatecznie, tak
przygotowane probki zostaty zanurzone w czystym HDMS i pozostawione do wolnego
odparowania na 24 h. Po tym czasie probki zostaly napylone ztotem i1 zobrazowane metoda

SEM przy uzyciu urzadzenia Jeol JSM- 6010 PLUS/LV In- Touch Scope.

3.3.15 Analiza bakteriobdjczosci

W celu analizy bakteriobdjczosci widknin PCL/CHT wykonanych z dwodch
zaproponowanych systeméw rozpuszczalnikéw na etapie optymalizacji procesu, wykonano
test na bakteriach E.coli DH5a gram-ujemnych. Bakterie zostaty rozpuszczone w proporcji
1:1000 w 10 ml medium hodowlanego i hodowane przez 24h. Nastepnie probki wybranych
wioknin o $rednicy 20 mm kazda, zostaly umieszczone w falkonach i zalane taka samag
iloscig zawiesiny bakterii. Nastgpnie tak przygotowane falkony umieszczono w inkubatorze
z wytrzasarka w 37°C. OD600 roztworéw monitorowano co godzing. Po 8 h inkubacji, 100
ul zawiesiny bakterii zostalo na ptytkach agarowych i tak inkubowane w 37 °C przez 24 h.

Ostatecznie zliczono ilo$¢ kolonii na kazdej probce 1 obliczono stopien inhibicji z rownania

[157]
stopien inhibicji = <2x100% (7)

gdzie C to $rednia liczba zywych komoérek w grupie kontrolnej, a E to $rednia liczba Zzywych
komorek w probkach z materiatami PCL/CHT.
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Rozdziat IV




4 Woyniki i dyskusja

4.1 Dobor rozpuszczalnika do  formowania  wldékien  poli(e-
kaprolakton)/chitozan

W podrozdziale 5.1 przedstawiono wyniki uzyskane na etapie optymalizacji
parametroOw procesu elektroprzedzenia wybranych mieszanin PCL/CHT w odniesieniu do
wlokien PCL oraz CHT, z punktu widzenia gtownych celéw niniejszej pracy doktorskiej.
Analizie poddano rdéznice w strukturze, wiasciwosciach i odpowiedzi komoérkowej na
materiatach uformowanych z HFIP oraz roztworu AA/FA w proporcji 1:1. W rezultacie
przeprowadzonych na tym etapie analiz, dokonano wyboru jednego z rozpuszczalnikow do

dalszych badan.

4.1.1 Analiza wlasciwosci reologicznych roztworow poli(e-
kaprolakton)/chitozan
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Rysunek 20. Wyniki pomiarow lepkosci roztworow PCL/CHT (5, 10 oraz 25% w/w

chitozanu) oraz probek kontrolnych (P; CHT) wykonanych z dwoch rodzajow
rozpuszczalnikow: HFIP oraz AA/FA.
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Wyniki pomiaru lepkosci roztworéw PCL/CHT przeznaczonych do elektroprzedzenia
zostaly zaprezentowane na Rysunek 20. Mozna zauwazy¢, ze roztwory PCL/CHT wykonane
z zastosowaniem HFIP jako rozpuszczalnika osiggaja wyraznie wyzsza lepko$¢ przy
znacznie nizszym stezeniu polimeru w roztworze. Na przyklad, roztwor zawierajacy 5% w/w
chitozanu wykonany w AA/FA, wykazuje lepkos$¢ ok. 1000 cP (przy stezeniu catkowitym
polimeru 10% w/w), podczas gdy ta sama mieszanina wykonana z HFIP, aby byla mozliwa
do uformowania we witokna musi osiggnaé lepkos¢ rzedu 2250 cP (stezenie catkowite
polimeru 5% w/w). Z powyzszych danych wynika, ze HFIP jest lepszym rozpuszczalnikiem
dla tej mieszaniny polimerow. Prawdopodobnie w HFIP makroczasteczki polimerow
osiaggaja bardziej rozprostowane, nieskigbione konformacje tancucha, co w konsekwencji
powoduje wigkszy opoér roztworu przy plynieciu. Jak widaé, typ zastosowanego
rozpuszczalnika ma bardzo duzy wplyw na lepkos¢ roztworéw. W przypadku
rozpuszczalnika AA/FA, konformacja molekul analizowanych polimerow jest bardziej
sktebiona, co skutkuje konieczno$cig osiggniecia wyzszego stezenia polimeru w roztworze,
aby doprowadzi¢ do efektywnego splatywania si¢ molekut w celu ostatecznego stworzenia
strugi roztworu. W tym przypadku oddzialywania polimer- rozpuszczalnik sa slabsze,
a odziatywania wodorowe wewnatrzczasteczkowe dominuja, czego wynikiem jest sktgbiona
forma molekuty polimeru [40, 158]. Ponadto, na splatanie molekut moga wptywac takze
takie czynniki jak stgzenie, temperatura czy szybko$¢ $cinania, wynikiem czego s3
najczesciej perturbacje w czasie elektroprzedzenia tj. zapychanie si¢ dyszy przedzalnicze;.
Im mniejsze jest $wiatto dyszy wskutek zapychania, tym wigksze sily $cinajace (Réwnanie
5). Ponadto tancuchy chitozanu prawdopodobnie tworza sole z resztami kwasowymi
rozpuszczalnikow (kwas octowy i kwas mrowkowy). W takim przypadku tancuchy chitozanu
sg jeszcze bardziej sktonne do skiebienia si¢, o znajduje potwierdzenie np. w pracy Honma
i wsp. [158]. Efekt ten przejawia si¢ w relatywnie niewielkich zmianach lepkosci wraz ze
wzrostem stgzenia chitozanu w roztworach wykonanych w mieszaninie kwasow (AA/FA),
W poréwnaniu do roztworéw uformowanych z HFIP. Wyraznie wida¢ takze, ze wraz ze
zwiekszeniem zawarto$ci chitozanu w roztworach, rosnie jego lepkos¢. Efekt ten wystepuje

w obu rodzajach rozpuszczalnikow.
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Rysunek 21. Obrazy SEM dwusktadnikowych wtdkien PCL/CHT oraz probek kontrolnych
(PCL, CHT). Wykresy ilustrujg rozktady srednic wiokien dla kazdej z probek.
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Rysunek 21 ilustruje obrazy SEM dla wszystkich analizowanych probek. Jak widac¢
wszystkie uformowane probki byty utworzone z cigglych witokien, pozbawionych defektow
morfologicznych czy powierzchniowych, takich jak np. koraliki. W przypadku wtokien PCL
wykonanych z obu rodzajow rozpuszczalnikow, wyraznie wida¢ bimodalny rozktad srednic
wiokien. W przypadku mieszanin PCL/CHT rozklady s$rednic wildkien sg raczej
jednomodalne, a warto$¢ $rednia jest wyraznie mniejsza w porownaniu do probki kontrolne;j
PCL (Rysunek 22).
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Rysunek 22. Wartosci $rednia $rednic wiokien analizowanych probek PCL/CHT

w zalezno$ci od zastosowanego rozpuszczalnika.

Jak pokazuje Rysunek 22 na grubo$¢ widkien PCL/CHT wptywa zaréwno stezenie
chitozanu w roztworze jak i zastosowany rozpuszczalnik. Wraz ze wzrostem stezenia
chitozanu w roztworze w obu uktadach rozpuszczalnikow, Srednica widkien zmniejsza sie.
Jest to zjawisko obserwowane przez wielu badaczy [93]. Jest to zwigzane ze wzrostem
gestosci tadunku w roztworze, w tym wypadku wnoszonym przez polikationy chitozanu.
W konsekwencji zwigkszaja si¢ oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy zewnetrznym
polem elektrycznym a struga roztworu, przez co wiokna sg ciensze. W wypadku mieszanin
PCL/CHT kluczowym czynnikiem wptywajacym na ten parametr jest stezenie chitozanu.

Ponadto mozna zauwazy¢, ze wartosci $rednie grubosci widkien sg zazwyczaj mniejsze dla
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materiatdbw uformowanych z HFIP niz z AA/FA. Dodatkowo, widkniny uformowane
Z AA/FA charakteryzuje gesta siatka bardzo cienkich widkien, szczegdlnie widoczna na
zdjeciach probek 10A i 25A. Wynika to prawdopodobnie z akumulacji relatywnie duzej
ilosci tadunkéw w roztworach PCL/CHT uformowanych z mieszaniny kwasow [28, 56]. Po
przekroczeniu  krytycznej ilosci tadunkéw na powierzchni strugi doszto do

wielostrumieniowego przedzenia roztworu co zostato wyjasnione w podrozdziale 1.1.3.
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4.1.3 Struktura molekularna i nadmolekularna
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Rysunek 23. A) Widma FTIR probek chitozanu wykonanych metodg wylania roztworu oraz
probki nieprzetworzonego proszku chitozanu; B) Widma FT-IR wybranych
dwusktadnikowych probek PCL/CHT oraz probek kontrolnych; C) Widma wybranych

probek w tzw. zakresie fingerprint.
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Widma FT-IR wybranych probek zostaly przedstawione na Rysunek 23. Aby
zweryfikowa¢ hipoteze dotyczaca pojawienia si¢ soli amoniowych w probkach na skutek
interakcji polijonéw chitozanu z resztami kwasowymi rozpuszczalnikow dodatkowo
wykonano filmy z tych mieszanin, a uzyskane wyniki przedstawiano na Rysunek 23A.
Analiza interakcji polimer- polimer i polimer- rozpuszczalnik zostata oparta o analiz¢ tzw.
regionu charakterystycznego (ang. fingerprint), mieszczacego si¢ ponizej 1800 cm™
(Rysunek 23A i C). Wyrazne interakcje rozpuszczalnika z molekutami chitozanu sg
widoczne na widmach FT-IR probek filmow tych roztworéw (Rysunek 23A). Widmo
w zakresie 1720 cm™ widoczne w probce CHTA, pochodzi prawdopodobnie od drgan grup
karbonylowych w solach utworzonych przez polikationy chitozanu i reszty kwasowe.
Tworzenie octanu chitozanu i mroéwczanu chitozanu zostalo wczeéniej opisane przez
Yamamoto i wsp. [159]. Jednak w przypadku widm witdokien PCL/CHT obserwowane jest
natozenie sygnatéw pochodzacych od obu zwigzkow (Rysunek 23B oraz C). W zakresie
charakterystycznym wida¢ pewne przesunigcie widma pochodzacego od drgan w grupie
aminowej (1575 cm™) w poréwnaniu do widma probki kontrolnej chitozanu (1595 cm™), co
wskazuje na interakcje sktadnikow mieszaniny. Prawdopodobnie wyst¢puja tam wigzania
wodorowe pomiedzy grupami karbonylowymi i hydroksylowymi pochodzacymi od PCL

a grupami aminowymi chitozanu.

Analiza widm wioknin w zakresie 800-3800 cm™ (Rysunek 23B) ujawnita widma
charakterystyczne dla wiazania N-H zakresie liczbie falowej 3364 cm™ oraz nakladajace sie
na nie widmo od drgan rozciagajacych O-H w rejonie liczby falowej 3295 cm™ [100, 158-
160, 162]. Widma w zakresie 1600-1700 cm™ pochodza od drgan C=0 w pierwszorzedowym
wigzaniu amidowym, a widma w zakresie 1500-1600 cm™ pochodza od drgan wigzania N-H
w aminie pierwszorzgdowej oraz pierwszorzedowej grupie amoniowej [159, 160]. Widoczne
jest takze widmo, pochodzace od wigzania glikozydowego (1080 cm™). W przypadku PCL
widoczne jest wyrazne widmo w zakresie liczby falowej 1725 cm™, pochodzace od drgan
rozciagajacych w wigzaniu karbonylowym [158]. W przypadku analizowanych widm FT-IR
probek wioknin PCL/CHT wykonanych z réznych rozpuszczalnikow nie stwierdzono

wyraznych réznic.
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Rysunek 24. Obrazy topografii powierzchni uzyskane metodg AFM-IR A) pojedynczego
wiokna 10A; C) filmu roztworu 10A. Obrazy ilustrujgce rozmieszczenie sktadnikow
wykonane w zakresie drgania wigzania N-H (1645 cm™): B) wtokna 10A; D) filmu roztworu
10A.

Rysunek 24 prezentuje kontrast fazowy we widknach i filmach dwusktadnikowych
PCL/CHT zilustrowane metodg topografii AFM-IR. W przypadku AFM, charakterystyka
topografii oraz separacji faz witokien ponizej 500 nm i posiadajagcych pewng krzywizne
powierzchni jest problematyczna. Dlatego podjeto probe posredniej analizy zjawisk
zachodzacych w wybranych roztworach PCL/CHT. Jak pokazujg wyniki obrazowania,
witokna 10A sa homogeniczne pod wzgledem fazowym oraz topografii powierzchni
(Rysunek 24A i B). Wyniki mapowania probki wiokna w zakresie liczby falowej 1645 cm™
pokazuja rownomierne rozmieszczenie chitozanu we widknie w skali w jakiej byl wykonany
pomiar (Rysunek 24B). Niewielki spadek intensywnos$ci sygnatu przy granicy witokna jest
najprawdopodobniej spowodowany cylindryczng krzywizng widkna, a nie zmianami
w dystrybucji chitozanu. W tym miejscu, mniejsza ilos¢ materiatu pomigdzy substratem
a sondg w poréownaniu do $rodka wtokna, wynikajaca z jego okraglego przekroju, moze dac

taki efekt. Efekt separacji faz w roztworach polielektrolitow w obecnosci soli jest zjawiskiem
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znanym [158]. Taka separacja faz jest widoczna w przypadku analizowanych filmow 10A
(Rysunek 24 C i D). W érodku obrazu widoczne jest sferyczne skupisko jednej fazy. Jak
wykazalo mapowanie probki metoda AFM-IR w zakresie liczby falowej 1645 cm™
odpowiadajacej drganiom zginajacym wigzania N-H, w tym miejscu obecny jest chitozan. W
przypadku widkien takiego zjawiska nie zaobserwowano w takim wymiarze. Moze to by¢
spowodowane zarowno czutoscig metody jak 1 szybkoscig parowania rozpuszczalnika.
Rozpuszczalnik paruje wyraznie szybciej z cienkiej strugi roztworu niz z roztworu wylanego
na szkietko laboratoryjne. W przypadku filmu uzyskanego metoda wylania roztworu,
parowanie rozpuszczalnika jest powolne, dlatego makroczasteczki majg czas na
reorganizacj¢, co moze prowadzi¢ do wyraznej separacji fazowej, stad obecno$¢ domen
danej fazy. Dane literaturowe dowodza, ze PCL i CHT nie sg polimerami mieszalnymi na
poziomie czasteczkowym. Jednak jak wiadomo stopien zdyspergowania mieszanin tych
polimerow moze by¢ bardzo wysoki i jest silnie zalezny od metody ich przygotowania [160,

161]. Uzyskane wyniki pozwalajg potwierdzi¢ wplyw rozpuszczalnika na separacje¢ faz.
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Rysunek 25. Termogramy DSC probek PCL/CHT w trybie ogrzewania probki z szybkoscia
10°C/min.

O interakcjach pomigdzy molekutami PCL a chitozanu mozna wnioskowac

z wynikoéw uzyskanych metoda DSC (Rysunek 25, Rysunek 26). Rysunek 25 pokazuje, ze
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jedyna przemiana endotermiczna jaka jest obserwowana na krzywych przeptywu ciepta jest
zwigzana z obecnos$cig PCL. Dodatkowo Rysunek 26 potwierdza, ze obecnos¢ chitozanu
wplywa na krystaliczno$¢ PCL, co zostato dowiedzione takze w innych pracach [100, 162].
Spadek krystalicznosci PCL wraz ze wzrostem zawarto$ci chitozanu we wloknach
uformowanych z HFIP jest prawdopodobnie zwigzany z obecnos$cig relatywnie sztywnych
tancuchéw chitozanu, b¢dacych fizycznymi przeszkodami w krystalizacji PCL. Ograniczenia
w mobilnosci chitozanu wynikajg z faktu, ze zakres temperaturowy w jakim przeprowadzona
byta analiza jest istotnie ponizej temperatury zeszklenia chitozanu wynoszacej ok. 203 °C
[163].
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Rysunek 26. Wyniki pomiaru krystalicznosci PCL oraz temperatury topnienia w zaleznosci
od zastosowanego rozpuszczalnika oraz zawartosci chitozanu. Przedstawiono wyniki probek

kontrolnych (PH, PA) oraz witdkien dwusktadnikowych.

Ponadto, majac na uwadze relatywnie Silne wigzania wodorowe pomiedzy grupami
karboksylowymi PCL a grupami aminowymi chitozanu w roztworach wykonanych w HFIP,
spodziewamy si¢ wyraznego ograniczenia mobilnos$ci molekut PCL uwigzionych pomiedzy
faza szklistg chitozanu. Gdyby molekuty sktadnikow wiokien ze soba nie oddziatywaty, nie
obserwowano by redukcji krystalicznosci PCL wraz ze wzrostem zawartosci chitozanu.

Podobne wyniki uzyskat Senda i wsp. [100], ktéry wykazat spadek krystalicznosci PCL o 8%
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po dodaniu 20% w/w chitozanu. Takie utrudnienia w krystalizacji skutkujg takze
w ostatecznie mniejszych krystalitach PCL i/lub mniejszej doskonato$¢ krystalitow, co
manifestuje si¢ nizsza temperaturg topnienia (Rysunek 25, Rysunek 26). Wzrost
krystalicznosci PCL w mieszaninach formowanych z AA/FA nie odpowiada temu
schematowi. Jest to prawdopodobnie spowodowane obecnosciag soli powstatych
w roztworach. Powstale octany i mréwczany chitozanu moga stanowi¢ heterozarodki
krystalizacji PCL. W potaczeniu z wyzszym punktem wrzenia kwaséw niz HFIP oraz
formowaniem si¢ grubszych wilokien z AA/FA, dluzszy jest takze czas, w ktorym moze

zachodzi¢ krystalizacja.

4.1.4 Wilasciwosci mechaniczne
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Rysunek 27. Modut Younga uzyskany z analizy wynikow statycznej proby rozciagania.

Jak wynika ze statycznej proby rozciggania, wzrost zawartosci chitozanu powoduje
wzrost modutu Younga wtoknin PCL/CHT (Rysunek 27). Uzyskane wyniki sa w zgodzie
z danymi literaturowymi [164]. Ponadto, wyniki pokazuja wyrazng zalezno$¢ parametrow
wytrzymato$ciowych analizowanych wioknin od zastosowanego rozpuszczalnika. Wyniki
probek przygotowanych z HFIP wykazuja wyraznie wyzszy modul Younga w poréwnaniu

do probek uformowanych z AA/FA oraz wyrazny wzrost tej réznicy wraz ze wzrostem
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zawarto$ci chitozanu w probce. Przypuszcza sig, ze jest to zwigzane z mniejszg Srednicg
wiokien formowanych z HFIP (Rysunek 22). Dodatkowo, jak mozna wnioskowa¢ z danych
literaturowych, jest to zwiagzane z silng orientacja makromolekut oraz krystalitow w ultra
cienkich widknach [165]. Nie mozna takze wykluczy¢ wptywu soli (octandow i mréwczanow)
na parametry wytrzymatosciowe witokien uformowanych z AA/FA. Obecnos$¢ soli mogta
zredukowa¢ wigzania wodorowe pomigdzy sktadnikami widkien, w konsekwencji
zwigkszajac mobilnos¢ molekut [159]. Te wyniki sg zgodne z danymi uzyskanymi metoda
FT-IR (Rysunek 23).

4.1.5 Zwilzalnos$é materialéow
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Rysunek 28. Kat zwilzania wtoknin PCL/CHT w zaleznosci od zastosowanego

rozpuszczalnika.

Wyniki zaprezentowane na Rysunek 28 pokazuja wyrazng redukcje kata zwilzania
w zalezno$ci od zawartos$ci chitozanu w probce, co jest zgodne z danymi literaturowymi
[160]. Za wzrost zwilzalno$ci materiatdw sg tu przede wszystkim odpowiedzialne grupy
aminowe w strukturze chitozanu. Ponadto, wyrazna jest zalezno$¢ zwilzalno$ci materiatu od
zastosowanego rozpuszczalnika. W przypadku zastosowania HFIP jako rozpuszczalnika

zwilzalno$¢ materiatow jest zawsze wyzsza niz w przypadku widknin uformowanych
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z AA/FA. Prawdopodobnie wynika to z mniejszej zawartosci wolnych grup aminowych
w strukturze wiokien wykonanych z mieszaniny kwasow na skutek tworzenia si¢ soli
chitozanu. Jak pokazuja symulacje przeprowadzone przez Klosa i Pakule [166], w obecnosci
jondw soli molekuty polielektrolitéw przyjmuja bardziej sklebione konformacje, co redukuje
energi¢ ukladu oraz zmniejsza ilo§¢ obarczonych dodatnim tadunkiem elektrycznym grup
aminowych. Naturalnie, takie zjawisko nie wystepuje w probkach uformowanych z HFIP, co
skutkuje wyzszg zwilzalno$cig. Ponadto, w zaleznos$ci od jakosci rozpuszczalnika i wartosci
pH-pKy, tancuchy polielektrolitow moga osiagac rézne konformacje [68]. W takim wypadku
analizowane probki mogg rézni¢ sie ilo$cig grup aminowych obecnych na powierzchni

wildkien.

4.1.6 Badania biologiczne

W celu weryfikacji wptywu rozpuszczalnika na wtasciwosci bakteriobdjcze chitozanu
we wiloknach dwusktadnikowych wykonano test bakteriobojczosci na bakterii E. coli. Jak
wiadomo z danych literaturowych efekt bakteriobdjczy chitozanu jest zwigzany z jego masg
czasteczkowa oraz stopniem deacetylacji, jak rowniez z takimi czynnikami zewnetrznymi jak
np. pH, wilgotno$¢ [81, 167]. Na podstawie wynikéw analizy probki 25% w/w chitozanu
mozna stwierdzi¢, ze uformowane wtokniny moga powodowa¢ inhibicje wzrostu bakterii E.
coli. Ponadto porownujac intensywnos¢ tego efektu na analizowanych probkach mozemy
stwierdzi¢, ze efekt bakteriobdjczy jest porownywalny dla widknin o tym samym skladzie,

a uformowanych z r6znych rozpuszczalnikow (Tabela 6).

Tabela 6. Wyniki testu na bakteriobojczos¢ wybranych witoknin PCL/CHT w kontakcie
bezposrednim z bakterig E.coli. Wyniki $redniej liczby kolonii bakterii oraz procent inhibicji

wzrostu bakterii.

Probka
10H 10A 25H 25A Control
Srednia liczba kolonii bakterii na
154,2+74,3 123,3+26,4 71,2+192 72,325 186757
wiokninie
Inhibicja wzrostu bakterii w stosunku
do kontroli (%)

186 £9,5 30,3+/2,1 59+15,6 57,2+14,2 =
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Rysunek 29. Obrazy SEM wybranych probek PCL/CHT po inkubacji prze 24h w zawiesinie

bakterii E.coli.

Jak wida¢ na Rysunek 29 bakterie E.coli rozprzestrzeniaja si¢ na analizowanych
wiokninach w inny sposob. Na probkach uformowanych z HFIP bakterie sa roztozone
rOwnomiernie na powierzchni wiokniny, podczas gdy na probkach uformowanych
z mieszaniny kwasow obserwowany jest efekt ski¢biania bakterii (efekt flokulacji) (Rysunek
29). Prawdopodobnie za ten efekt na wioknach uformowanych z mieszaniny kwasow
odpowiedzialna jest obecnos¢ soli chitozanu. Niektore prace badawcze wykazuja, ze efekt
bakteriobdjczy pochodnych chitozanu jest zwigzany z DS, ktory wptywa na pKa molekut

chitozanu co prowadzi do wyzszej protonacji w porownywalnych warunkach pH (167).
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Rysunek 30. Wyniki testu cytotoksycznosci analizowanych dwusktadnikowych wtdknin
PCL/CHT oraz probek kontrolnych (PCL) po 24h hodowli komoérek A) mysich fibroblastow
linii L929; B) ludzkich osteoblastow linii MG63.

W celu weryfikacji wpltywu zastosowanego rozpuszczalnika na cytotoksycznosé
materiatdbw wykonano badania in vitro na wybranych liniach komoérkowych, mysich
fibroblastach linii L929 i ludzkich osteoblastach linii MG63, w odniesieniu do kontroli TCP.
Wyniki badan proby w kontakcie bezposrednim po jednym dniu hodowli prezentuje Rysunek
30. Jak wida¢ na wykresach wigkszos¢ analizowanych probek byta nietoksyczna dla
wybranych linii komoérkowych. Jako prog toksyczno$ci przyjmuje si¢ poziom 70%
przezywalnosci komoérek w stosunku do kontroli [109]. Jedynie probki 25H i 25A
w kontakcie z fibroblastami wykazaty efekt cytotoksyczny oraz probka 10H w kontakcie
z osteoblastami. Generalnie nie zaobserwowano wyraznej roznicy w cytotoksycznosci
materialow w zalezno$ci od zastosowanego rozpuszczalnika. Jedyng statystycznie istotng
réznic¢ zaobserwowano dla probki z 10% w/w chitozanu w kontakcie z osteoblastami. Po
24h hodowli na probce 10A zaobserwowano wyraznie wyzsza zywotno$¢ komérek MG63
niz tozsamej probki wykonanej z HFIP. W przypadku hodowli osteoblastow zaobserwowano

niewielkg rdznice w zywotnosci komorek w zaleznos¢ od zastosowanego rozpuszczalnika

(Rysunek 30B).
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4.1.7 Podsumowanie

W pierwszym etapie pracy doktorskiej zoptymalizowano parametry elektroprzedzenia
mieszanin  PCL/CHT w celu uformowania jednorodnych  widkien jedno-
I dwusktadnikowych. Dodatkowo przeanalizowano wplyw wybranych rozpuszczalnikow:
(1,1,1,3,3,3 heksafluoro-2-propanolu  (HFIP) oraz mieszaniny kwasu octowego
i mrowkowego(AA/FA)) na morfologi¢, struktur¢ wewnetrzng i wybrane wilasciwos$ci
wiokien. Widkniny uformowane z HFIP charakteryzuja si¢ wyraznie cienszymi widknami,
wyzsza hydrofilowoscia i adhezja komorek. Prawdopodobnie wigkszo$¢ zaprezentowanych
r6éznic pomiedzy materialami wykonanymi z r6znych rozpuszczalnikoéw wynika z interakcji
grup aminowych z pozostatymi sktadnikami roztworow. Jak wykazano na tym etapie,
W mieszaninie kwasé6w moga powstawac sole amoniowe chitozanu. Obecnos¢ soli chitozanu
powoduje zwigkszenie krystalicznosci PCL, co wynika prawdopodobnie z tego iz powstate
sole pelnig funkcje heterozarodkow dla krystalizacji PCL. W probkach uformowanych
z HFIP, krystalicznos¢ PCL spada wraz ze zwigkszaniem zawarto$ci chitozanu
w mieszaninie. Obecnos$¢ soli prowadzi takze do redukcji modutu Younga i zwilzalno$ci
wloknin. Wzrost cytotoksycznosci materiatow zawierajacych 25% wi/w chitozanu dla linii
fibroblastow koreluje z najsilniejszym efektem bakteriobdjczym w poroéwnaniu do prébek
Z mniejsza ilo$cig chitozanu. Prawdopodobnie jest to zwigzane z utrudniong adhezja
komorek na skutek niewystarczajacej zwilzalno$ci materiatu i1 jego wysokiej sztywnosci. Jak
wykazano struktura i wlasciwosci widknin PCL/CHT silnie zaleza od zastosowanego

rozpuszczalnika.

Na podstawie zaprezentowanych wynikow uznano, ze do dalszych badan widkna
PCL/CHT beda formowane jedynie z HFIP. Brak soli amoniowych w przypadku widknin
uformowanych z HFIP, pozwoli na obserwacj¢ orientacji tancuchéw chitozanu i/lub zmiany

jego interakcji z molekutami PCL na skutek zastosowanej biegunowosci napigcia.
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4.2 Analiza wplywu biegunowosci napiecia na strukture i wybrane
wlasciwosci widkien poli(e-kaprolakton)/chitozan

Na tym etapie prac skupiono si¢ wylacznie na analizie wplywu biegunowosci
napigcia na strukture i wilasciwosci dwusktadnikowych witokien PCL/CHT. Analizie
poddano takie same mieszaniny PCL/CHT jak na etapie optymalizacji parametréw procesu
. 5%, 10% 1 25% w/w chitozanu w probce. Zastosowano uktad do elektroprzedzenia,
w ktorym dysza przgdzalnicza byta podtaczona do zrodta wysokiego napigcia, a kolektor, na
ktéry zbierano widkna, byl uziemiony. Do dyszy przyktadano ujemny lub dodatni znak
potencjatu elektrycznego.

4.2.1 Morfologia wldkien

Rysunek 31. Obrazy SEM wybranych wioknin PCL/CHT wykonanych z r6zng

biegunowoscia napigcia.
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Analiza obrazéw uzyskanych metoda SEM ujawnita bardzo istotng réznice pomiedzy
probkami PCL/CHT uformowanymi z zastosowaniem wybranej biegunowos$ci napigcia
(Rysunek 31, Rysunek 32). Rysunek 32 obrazuje rozktady s$rednic wiokien analizowanych
probek PCL/CHT. Mozna zauwazy¢, ze probki kontrolne PCL charakteryzuje bimodalny
rozktad $rednic wiokien. Zmiana rozktadu srednic wiokien z bimodalnego na jednomodalny
jest obserwowana po dodaniu chitozanu, ktory powoduje wzrost przewodnosci elektrycznej
roztworu na skutek wprowadzenia dodatkowych no$nikéw tadunku elektrycznego jakimi sg

protonowane grupy aminowe tancucha chitozanu.
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Rysunek 32. Rozktad $rednic wiokien probek PCL/CHT wykonanych z r6zna

biegunowoscia napigcia.

Jednomodalny rozklad s$rednic wiokien pojawia si¢ w probkach o niskich
zawartosciach chitozanu (5 oraz 10% w/w) uformowanych z zastosowaniem dodatniego
znaku potencjatu elektrycznego na dyszy. Taki rozktad obserwowany jest takze dla probek
25% w/w chitozanu uformowanych w obu analizowanych ukladach biegunowos$ci napigcia.
Rozktad bimodalny jest obserwowany tylko dla prébek 5- oraz 10-. Jak wida¢ typowym
rozktadem dla probek kontrolnych chitozanu jest rozktad jednomodalny (Rysunek 32).
Obserwowana dla probek 5- oraz 10- bimodalnos¢ wynika prawdopodobnie z efektywnego

skompensowania tadunku elektrycznego polisacharydu przez tadunek przylozony do dyszy
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przedzalniczej, co powoduje podobienstwo do rozktadu probki kontrolnej PCL. Dla probek
25+ oraz 25- obserwowany jest jednomodalny rozktad srednic widkien, charakterystyczny
dla probek kontrolnych CHT, co $wiadczy o tym, ze ladunek chitozanu nie moze byc¢
efektywnie skompensowany przez tadunek przytozony do dyszy przedzalniczej. Uzyskane

wyniki sg zgodne z rezultatami uzyskanymi przez Terada i wsp. [94].

4.2.2 Struktura molekularna i nadmolekularna

Rysunek 33 przedstawia widma FT-IR probek PCL/CHT. Na widmie PCL mozna
zauwazyé silny sygnal od wigzania karbonylowego (1725 cm™) [100, 104, 158].
W przypadku chitozanu mozna zaobserwowaé charakterystyczne widma w zakresie liczby
falowej 1600-1700 cm™ oraz 1500-1600 cm™ pochodzace kolejno od drgan w grupie
karbonylowej w pierwszorzgdowym wigzaniu amidowym oraz od drgan N-H w grupie

amoniowej i aminie pierwszorzedowej [99].

Absorbancja (a.u)

B — J

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000

Liczba falowa (cm™)

Rysunek 33. Widma FT-IR wybranych probek PCL/CHT: A) wiokna CHT- (fioletowy),
CHT+ (szary), CHT+CS (niebieski)oraz CHT-CS (zielony); B) wiokna PCL (jasno
brazowy), 25- (czarny), 25+ (brazowy).

Rysunek 33B ujawnia pewne réznice w intensywno$ci widma w zakresie liczby

falowej 1590 cm™, wskazujac na wieksza zawarto$¢ chitozanu na powierzchni wiokien
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uformowanych w uktadzie z ujemnym znakiem potencjatu elektrycznego na dyszy
przedzalniczej. Probki 5% 1 10% w/w chitozanu nie wykazaly na widmach FT-IR, zadnych
wyraznych réznic w intensywno$ci czy przesuni¢ciach sygnatow. W przypadku probki
kontrolnej chitozanu (CHT-), zaobserwowano wzrost absorbancji w zakresie liczby falowej
1590 cm™, co moze $wiadezy¢ o zwiekszonej zawartosci grup aminowych na powierzchni
widkien. Jednoczes$nie, absorbancja w zakresie liczby falowej 1650 cm™ wzrosta dla probek
po modyfikacji powierzchni CS. Widmo w zakresie 3364 cm™ pochodzi od drgan wigzania
N-H nakfadajacego si¢ z drganiami pochodzacymi od wiazania O-H w zakresie 3295 cm™
(Rysunek 33B). Przedstawione wyniki FT-IR prezentujg nieznaczne réznice pomiedzy
intensywnoscia widm w zakresie 3000-3600 cm™ w przypadku obu probek widkien
chitozanu (Rysunek 33A). Moze to wskazywa¢ na absorbcj¢ wody i/ lub tworzenie
kompleksow CHT-CS [99]. Prawdopodobnie przez $ladowa ilos¢ zaadsorbowanego CS, nie
jest mozliwe wyszczegdlnienie widm pochodzacych od tego zwigzku. Widma
charakterystyczne dla CS powinny by¢ widoczne w zakresie pasm 1232 cm™ oraz 851 cm™,
ktore sa przypisane do drgan wigzania C-O-S. Ponadto drgania pochodzace od amidu I
powinny by¢ widoczne w zakresie 1632 cm™ [126].
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Rysunek 34. Dekonwolucja widma w zakresie liczby falowej 1680-1780 cm™. Widmo
zawiera cztery sktadowe: z maksimum 1710 cm™ (niebieskie), 1726 cm™ (ciemny szary),
1733 cm™ (szary) i 1736 cm™ (jasny szary). Udzial procentowy przypisany do widma 1710
cm™ opisuje relacje powierzchni tego widma do powierzchni catego widma w zakresie 1680-

1780 cm™.

Aby uzyska¢ dodatkowe informacje z analizy widm FT-IR, przeprowadzono
dekonwolucje widma w zakresie 1680-1780 cm™ (Rysunek 34). Widmo w tym zakresie
pochodzi od drgan rozciggajacych w wigzaniu karbonylowym (C=0). Jak wiadomo z danych
literaturowych widmo PCL w tym zakresie jest ztozone z czterech sktadowych o réznych
maksimach [100, 158]. Zgodnie z danymi literaturowymi sktadowa 1725 cm™ pochodzi od
drgan molekularnych w fazie krystalicznej, a sktadowa 1735 cm™ jest zwiazana z drganiami
w fazie amorficznej. Sktadowa z maksimum intensywnosci 1710 cm* jest wigzana

Z drganiami grupy karbonylowej oddziatywujacej z tancuchami chitozanu [100]. Jak
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wyraznie wida¢ na Rysunek 34 obecne jest takze widmo z maksimum 1732 cm™.

Prawdopodobnie pochodzi ono od drgan w tak zwanej fazie ang. rigid amorphous (RAF),
bedacej faza posrednig pomigdzy fazg krystaliczng a faza amorficzng [168]. Jak wskazuja
wyniki prezentowane na Rysunek 34 najwickszy udzial widma 1710 cm™ w stosunku do
catej powierzchni widma w zakresie 1680-1780 cm™ zaobserwowano dla probki 25-. Jest to
dowdod na zwigkszenie oddziatywan pomigdzy molekutami PCL a chitozanu poprzez
zastosowanie napig¢cia z ujemnym znakiem potencjatu elektrycznego na dyszy. Taka
biegunowos¢ napigcia prowadzi do efektywnej redukcji tadunku w roztworze, co skutkuje
zwigkszeniem interakcji z molekutami PCL. Prawdopodobnie efektem opisanych zmian
w interakcjach makromolekul polimerow sa opisane zmiany w rozkladach $rednic wiokien

(Rysunek 32).

dodatni znak tadunku s yjemny znak ladunku
elektrycznego na dyszy elektrycznego na dyszy

1 pcL

Przeptyw ciepta (a.u)
1
s

. . .
40 45 50 55 60 65 70 75
Temperatura (°C)

Rysunek 35. Krzywe DSC dwusktadnikowych probek PCL/CHT oraz probek kontrolnych
PCL uformowanych z zastosowaniem r6znej biegunowos$ci napigcia w procesie

elektroprzedzenia.

Aby przeanalizowa¢ wptyw biegunowosci napigcia na krystaliczno$¢ PCL, wykonano
pomiary DSC, ktorych wyniki przedstawia Rysunek 35 oraz 36. Jak si¢ spodziewano,
biegunowos$¢ napigcia nie wpltywa na krystaliczno$¢ 1 temperatur¢ topnienia probki

kontrolnej PCL. Jednak w przypadku mieszanin PCL/CHT uformowanych z r6zna
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biegunowoscig napigcia mozna zaobserwowac taki efekt. Jak wiadomo, w zaleznosci od
proporcji sktadnikow, mieszanina PCL/CHT moze ulegaé separacji faz [100, 104, 158].
Jednak jak wykazano wczesniej (5.1.3), w cienkich, elektroprzedzonych wldknach
z powodow kinetycznych moze nie dochodzi¢ do takiej separacji. Jak pokazuje Rysunek 36
wraz ze zwigkszeniem zawartosci chitozanu we witdoknach dochodzi do spadku temperatury
topnienia PCL. Efekt jest bardziej wyrazny dla probek uformowanych z zastosowaniem
ujemnego znaku potencjatu elektrycznego na dyszy przedzalniczej. Wyniki pomiarow DSC
sg zgodne z danymi FT-IR i potwierdzaja zmian¢ interakcji molekut PCL-chitozan
W zaleznos$ci od zastosowanej biegunowos$ci napi¢cia. Analizujagc wyniki pomiaréw metoda
DSC nie zaobserwowano wyraznego wpltywu biegunowosci napigcia na krystaliczno§¢ PCL.
Probki 5+ oraz 5- nie wykazujg statystycznie istotnych roznic w krystaliczno$ci. Z Kolei
w probkach 10 oraz 25% wi/w chitozanu zaobserwowano statystycznie istotne réznice
w krystalicznosci PCL. Probke 10- charakteryzuje wyzsza krystaliczno$¢ PCL niz probke
10+. W przypadku probek 25% w/w chitozanu obserwowana jest odwrotna zaleznos¢, tj.

probka 25- wykazuje nizszg krystaliczno§¢ PCL niz probka 25+.
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Rysunek 36. Temperatura topnienia i zawarto$¢ fazy krystalicznej w PCL w analizowanych
dwusktadnikowych prébkach PCL/CHT oraz probkach kontrolnych PCL.
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Rysunek 37. Obrazy AFM separacji faz (B, D) oraz topografii powierzchni (A, C)
wybranych dwusktadnikowych probek PCL/CHT. 25+ (A, B) oraz 25- (C, D).

Wyniki obrazowania separacji faz i topografii powierzchni metoda AFM potwierdzity
brak separacji faz w analizowanych wtdéknach PCL/CHT, zarowno w tych uformowanych
z dodatnim, jak i tych uformowanych z ujemnym znakiem potencjatu elektrycznego na dyszy
przedzalniczej. Nie zauwazono takze zadnych réznic w rozwinigciu powierzchni

analizowanych wiokien (Rysunek 37).
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4.2.3 Wilasciwosci mechaniczne

P+ 5+ 10+ 25+ CHT+
—P- 5- ——10- ——25 CHT-
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Rysunek 38. Reprezentatywne krzywe rozciaggania dwusktadnikowych probek PCL/CHT

oraz probek kontrolnych w statycznej probie rozciggania.

Jak obrazuje Rysunek 38 maksymalne wydluzenie przy zerwaniu analizowanych
probek PCL/CHT zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem zawarto$ci chitozanu w mieszaninie.
Probki PCL charakteryzuje wydtluzenie wzgledne siggajace 200% poczatkowej dlugosci
probki, przy czym maksymalne naprezenia zrywajace mieszcza si¢ w zakresie §-10 MPa.
Obecnos¢ chitozanu we witoknach spowodowata wyrazng redukcje wytrzymatosci na
rozcigganie. Wydtuzenie wzgledne probek PCL/CHT wynosi kolejno okoto 120%, 70%
I 25% w poréwnaniu do dlugosci poczatkowej dla probek zawierajacych kolejno 5, 10 1 25%
w/w chitozanu. Zaobserwowano, takze niewielki wplyw biegunowosci napigcia na
wytrzymalo$¢ na rozcigganie tych probek. Probki uformowane w uktadzie z napigciem
oujemnym znaku potencjatu elektrycznego na dyszy, charakteryzowalo zazwyczaj
nieznacznie nizsze wydtuzenie przy zerwaniu (Rysunek 38). Moze by¢ to zwigzane ze
zwigkszonymi interakcjami PCL-chitozan we wiokninach uformowanych z ujemnym

znakiem potencjatu elektrycznego na dyszy.
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Rysunek 39. Modut Younga dwusktadnikowych wtoknin PCL/CHT uformowanych z r6zng
biegunowoscig napigcia. Analizowano probki suche(A) oraz po inkubacji w roztworze PBS

przez 24h w 37°C (B) w porownaniu do probek suchych.

Z wynikow statycznej proby rozciggania wyznaczono moduty Younga dla wszystkich
analizowanych probek. Wykonano takze proby dla tych materiatlow po inkubacji przez 24h
w warunkach podwyzszonej temperatury 1 wilgotno$ci, aby sprawdzi¢ jak zmieniajg si¢
wlasciwosci wtoknin w warunkach zblizonych do warunkéw in vivo (Rysunek 39). Uzyskane
wyniki obrazujg wyrazny wzrost modutu Younga wraz ze wzrostem zawartos$ci chitozanu we
wiodknach, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi w innych pracach badawczych [161]. Jak
pokazuja wyniki, biegunowos$¢ napigcia nie wptywa na modut Younga widknin PCL. Jednak
w przypadku wiokien PCL/CHT, juz przy najnizszym analizowanym st¢zeniu kationow
chitozanu, okazuje si¢, ze jest to czynnik kluczowy dla wlasciwosci wytrzymato§ciowych
wiokniny. Probki 5- charakteryzowat nizszy o prawie 10 MPa modut Younga, w poréwnaniu
do probek 5+ (Rysunek 39A). Zewnetrzne pole elektryczne o dodatnim znaku potencjatu
elektrycznego prowadzi do zwigkszenia oddziatywania pomigdzy molekutami chitozanu,
przez co otrzymane widkna sg ciensze, a ich modutl Younga wyzszy. Interpretacja ta jest
zgodna z wynikami uzyskanymi dla probek 25+ oraz 25-, ktore nie wykazuja istotnych
r6znic w rozktadzie $rednic widkien (Rysunek 32) oraz warto$ci modutu Younga (Rysunek
39).
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Ponadto, w wyniku inkubacji probek w warunkach podwyzszonej wilgotnosé¢
I temperatury obserwowany jest spadek wlasciwosci wytrzymatoSciowych wszystkich probek
(Rysunek 39B). Najbardziej wyrazny spadek modutu Younga w tych warunkach
zaobserwowano dla probki 25% w/w chitozanu. Ten efekt moze wynika¢ z absorpcji wody

przez probke.

4.2.4 Wlasciwosci powierzchni
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Rysunek 40. Kat zwilzania witoknin PCL/CHT uformowanych przy r6znym znaku

potencjatu elektrycznego na dyszy przedzalnicze;.

Jak pokazuje Rysunek 40, biegunowos$¢ napigcia nie wplywa na zwilzalno$é
wigkszos$ci analizowanym wiokien PCL/CHT, tj. 5+/5- oraz 10+/10-. Z kolei, w przypadku
probki 25% w/w chitozanu efekt biegunowosci napigcia ma statystycznie istotne znaczenie
na zwilzalno$¢ materiatu. Probki 25- sg bardziej hydrofobowe niz probki 25+. Ten efekt
takze mozna wytlumaczy¢ wigkszymi oddzialywaniami migdzymolekularnymi PCL
i chitozanu. Zwigkszone interakcje pomiedzy molekutami tych polimerdéw, prowadza do

maskowania hydrofilowego charakteru chitozanu.
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4.2.5 Podsumowanie

Uzyskane wyniki pozwolitly wykaza¢ istotny wplyw biegunowo$ci napigcia na
strukturg i wlasciwo$ci dwusktadnikowych wiokien PCL/CHT. Jak ustalono, zastosowanie
napigcia o ujemnym znaku potencjatu elektrycznego na dyszy przedzalniczej powoduje
zwickszenie interakcji pomiedzy molekutami PCL i chitozanu, przypuszczalnie poprzez
redukcje tadunku chitozanu oraz oddziatywan odpychajacych pomiedzy jego molekutami.
W konsekwencji, formowane s3 widkna o $redniej grubosci wickszej niz widkna
uformowane przy dodatnim znaku tadunku elektrycznego przytozonego do dyszy. Widkniny
uformowane z r6zng biegunowos$cia napigcia r16znig si¢ krystalicznoscia PCL,

wlasciwos$ciami mechanicznymi oraz zwilzalnoscig.

4.3 Analiza wplywu biegunowosci napiecia na efektownos$¢ przylaczenia
substancji bioaktywnych do powierzchni wldkien poli(e-
kaprolakton)/chitozan

Na tym etapie pracy badawczej podjeto probe modyfikacji powierzchni widkien
scharakteryzowanych w podrozdziale 5.2 poprzez fizyczng adsorpcj¢ polianiondw siarczanu

chondroityny.

4.3.1 Sklad chemiczny powierzchni wldkien

W celu wykazania zmian w skladzie chemicznym powierzchni wiokien PCL/CHT
w zalezno$ci od zastosowanej biegunowos$ci napigcia, zastosowano technike spektroskopii
fotoelektronow w zakresie promieniowania rentgenowskiego (XPS). Analiza XPS nie
wykazata réznic pomigdzy probkami 25+ 1 25-. Stgzenie atomoéw azotu, pochodzacego ze
struktury chemicznej chitozanu bylo takie samo dla obu probek (Tabela 7). W przypadku
probek po adsorpcji CS zaobserwowano niewielkg rdéznice w stezeniu atomoOw azotu na
powierzchni wtokien. Na probkach 25- stezenie to bylo nieznacznie wyzsze niz na probkach
25+. Azot jest takze pierwiastkiem budujgcym molekule siarczanu chondroityny. Wyniki te
moga S$wiadczy¢ o tym, ze biegunowo$¢ napigcia mogla nieznacznie wptynagé¢ na

efektywnos¢ modyfikacji powierzchni wiokien PCL/CHT poprzez fizyczng adsorpcje.
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Pomiary stezenia atomow siarki okazaty si¢ nieskuteczne, ze wzgledu na zbyt mate stezenie

tego pierwiastka na powierzchni wtokien, ktére byto ponizej progu detekcji tag metoda.

Tabela 7. Sklad chemiczny probek 25% w/w chitozanu uformowanych z r16zna

biegunowoscig napigcia oraz przed i po adsorpcji CS.

Prébka C ) N S
25+ 74.5+0.4* 23.9+0.3% 1.6+0.2% ]
25- 74.4+0.5% 24.4+0.4% 1.5+0.2% .
25+ CS 72.3+0.7% 25.0+0.6* 2.140.3* ponizej progu
detekcji
25-CS 71.3+0.8* 25.7+0.6* 2.740.2% ponize) progu
detekcji

*odchylenie standardowe

4.3.2 Zwilzalnos¢ materiatow

W przypadku probki kontrolnej PCL, mozna zauwazy¢, Zze nieznaczna ilo$¢ siarczanu
chondroityny mogta zosta¢ zaadsorbowana na powierzchni wiokien, jednak nie wptyneto to
istotnie na zwilzalno$¢ tych widkien. Jak pokazuja wyniki, efektywna adsorpcja CS jest
zwigzana z obecnos$cig chitozanu w analizowanych wtoknach. Ponadto, probki 5- oraz 10-,
charakteryzuje wyraznie wigksza zwilzalnos$¢, niz probki 5+ oraz 10+ po adsorpcji CS. Po
adsorpcji CS najwyrazniej zmienila si¢ zwilzalno§¢ probek 5% w/w chitozanu, z prébki
bardzo hydrofobowej (CA~130°C) do materialu zupetnie zwilzalnego (5+ CA~40° lub 5-
CA~15°). W przypadku pozostatych probek efekt ten takze wystepuje, jednak nie jest juz tak
wyrazny (Rysunek 41). Prawdopodobnie na skutek zwickszonych interakcji molekut PCL-
CHT, chitozan jest bardziej rOwnomiernie rozmieszczony w dwusktadnikowych wtdknach,
przez co przed adsorpcja CS jego efekt hydrofilowy jest niewidoczny. Jednak w przypadku
wioknin 25+ oraz 25-, efekt ten nie jest tak wyrazny, poniewaz tadunek chitozanu nie jest
efektywnie kompensowany przez ladunki elektryczne z dyszy przedzalniczej (podrozdziat
5.2.1). Niewielkie roznice w zwilzalno$ci probek 25+ oraz 25- sa zgodne z wynikami

pomiarow XPS uzyskanych dla tych probek (podrozdziat 5.3.1).
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Rysunek 41. Kat zwilzania dwusktadnikowych wtoknin PCL/CHT i probek kontrolnych
(P+/P-, CHT+/CHT-) po immobilizacji CS na powierzchni wtdkien w poréwnaniu do kata

zwilzania przed modyfikacja powierzchni.

4.3.3 Topografia powierzchni widékien

W zwigzku z tym, iz nie stwierdzono wpltywu biegunowos¢ napigcia na topografie
powierzchni wtokien PCL/CHT (podrozdziat 5.2.2), przeprowadzono dodatkowo analizg
zmiany ich topografii po adsorpcji CS. Efektywna adsorpcj¢ siarczanu chondroityny do
powierzchni wildkien zawierajacych 25% w/w chitozanu potwierdzita analiza topografii
powierzchni tych widkien metoda AFM (Rysunek 42). Obrazy uzyskane metoda AFM
pokazuja, ze probke przed adsorpcja CS charakteryzuje jednorodna powierzchnia
0 niewielkim zr6znicowaniu (Rysunek 42A). Po adsorpcji CS powierzchnia jest wyraznie
bardziej rozwinigta (Rysunek 42B). Taki sam efekt obserwowano w przypadku pozostatych

probek.

109



nm

250
200
150
100
50

nm

400
300
200
100

3,0

Rysunek 42. Obrazy AFM topografii powierzchni widkna zawierajacego 25% w/w
chitozanu uformowanego w uktadzie z dysza podtaczong do napigcia o ujemnym znaku

potencjatu elektrycznego przed (A) i po osadzeniu CS na powierzchni widkien (B).

4.3.4 Wilasciwosci mechaniczne

m  wlokniny przed modyfikacja @® widkniny po immobilizacji CS
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Rysunek 43. Modut Younga dwusktadnikowych wtoknin PCL/CHT oraz probek
kontrolnych uformowanych przy réznej biegunowos$ci napigcia przed i po adsorpcji siarczanu

chondroityny (CS).
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Jak wida¢ na Rysunek 43, po adsorpcji siarczany chondroityny (CS) probki 10% oraz
25% w/w chitozanu wykazuja podobne warto$ci modutu Younga jak przed osadzeniem CS.
Jedynie probka 5+ wykazala wyrazny spadek modutu Younga w stosunku do tej wartos¢
przed adsorpcja CA. Zmiany w wartosci tego parametru moga by¢ wynikiem absorpcji wody.
Nie zaobserwowano korelacji modutu Younga witdknin po adsorpcji CS w zaleznosci od

zastosowanej biegunowosci napigcia.

4.3.5 Podsumowanie

Jak pozwolily ustali¢ pomiary metoda XPS, wplyw biegunowos$ci napiecia na
efektywno$¢ adsorpcji CS jest nieznaczny. Jednak juz niewielkie ilo$ci adsorbowanego
siarczanu chondroityny powoduja wyrazny wzrost hydrofilowo$ci analizowanych
powierzchni. Naturalnie, jak wykazalo obrazowanie metoda AFM, topografia powierzchni
wiokien zmienia si¢ po zaadsorbowaniu CS. Ponadto nieznacznie zmieniajg si¢ wlasciwosci
wytrzymalo$ciowe witoknin. Nie ustalono jednak wyraznej korelacji tego parametru po

adsorpcji CS z zastosowang biegunowoscia napigcia.

4.4 Analiza odpowiedzi komorkowej w warunkach in vitro na wybrane
wlasciwosci widknin poli(e-kaprolakton)/chitozanu formowanych z
zastosowaniem roznej biegunowosci napiecia

W celu weryfikacji cytotoksycznosci dwusktadnikowych wioknin uformowanych

Z r6zng biegunowoscig napi¢cia na wybrane linie komdorkowe wykonano badania in vitro.

Przeprowadzono badania cytotoksycznos$ci i proliferacji komorek linii 1.929, oraz poddano

analizie ich morfologi¢ poprzez obrazowaniec metoda SEM oraz metodg mikroskopii

fluorescencyjnej.

4.4.1 Analiza cytotoksycznosci widknin
Aby okresli¢ cytotoksycznos¢ uformowanych materiatow PCL/CHT zastosowano test

MTT. Jest to posrednia metoda oceny stopnia cytotoksycznos$ci materialdéw poprzez oceng
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aktywnosci komdrkowych enzymoéw metabolicznych. Test MTT pozwala okresli¢ aktywnos$é
enzymu mitochondrialnego jakim jest dehydrogenza bursztynianowa. Mitochondrialna
dehydrogenaza przeksztatca z6ttg sol tetrazolowa (bromek 3-(4,5-dimetylo-triazol-2ilo)-2,5-
difenylotetrazolu) do fioletowego formazanu. Formazan nie rozpuszcza si¢ w wodzie,
dlatego aby wyptuka¢ go z komorek nalezy uzy¢ rozpuszczalnika organicznego. Nalezy

pamigtac, ze tylko zywe komorki przeksztalcajg sol tetrazolowa do formazanu.
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Rysunek 44. Wyniki testu MTT wykonanego na komorkach 1929 po 1 dniu hodowli.

Jak pokazuja wyniki testu MTT wykonane na widkninach PCL/CHT 1 probkach
kontrolnych (Rysunek 44) wszystkie analizowane widkniny sg materiatami nietoksycznymi.
Za poziom cytotoksycznosci przyjmuje si¢ poziom 70% przezywalnosci komorek w stosunku
do probki kontrolnej. Uzyskane wyniki pokazuja, ze po 24 godzinach hodowli, materiaty nie
wykazaty efektu cytotoksycznego, przezywalnos¢ fibroblastow byta na poziomie kontroli lub
wyraznie wyzsza. Po 1 dniu hodowli nie zaobserwowano wptywu biegunowosci napigcia na
cytotoksycznos¢ materiatow (Rysunek 44). W przypadku probki kontrolnej jaka byt PCL, nie
zauwazono statystycznie istotnego efektu zarowno po zmianie biegunowos$ci jak 1 po

adsorpcji siarczanu chondroityny. W przypadku probek 5% w/w chitozanu widaé, ze
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zastosowanie rdéznej biegunowo$ci napigcia nie wplywa bezposrednio na odpowiedz
komorkows. Przedstawione wyniki sg zgodne z pomiarem zwilzalno$ci wioknin (Rysunek
41). Wibkniny przed adsorpcja CS (5+, 5-) nie wykazuja réznic w hydrofilowosci, co jest
zgodne z brakiem réznic pomi¢dzy wynikami testu MTT dla tych prébek. Probki po
adsorpcji majg wyraznie rézng zwilzalnos¢ (Rysunek 40), jednak jest ona juz na tyle wysoka
w obu wypadkach, ze nie obserwuj¢ si¢ réznicy w przezywalnosci komorek na tych
materialach. Opisana zalezno$¢, wystepuje takze w probkach zawierajacych 10% w/w
chitozanu, tylko w nieco mniejszym zakresie, ze wzgledu na poczatkowe, mniejsze rdéznice
W zwilzalno$ci materialow. Uzyskane wyniki, posrednio dowodzg, ze biegunowos¢ napi¢cia
moze wptynaé na odpowiedz komérkowa w ciggu 24 h hodowli, poprzez wptyw na adsorpcje

siarczanu chondroityny.
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Rysunek 45. Wyniki testu MTT na linii mysich fibroblastow L929 po 3 dniach hodowli

komorkowe;j.

Aby oceni¢ efekt biegunowosci napigcia na odpowiedz komorkowa w przy dluzszych
czasach hodowli, wykonano analiz¢ aktywnosci mitochondrialnej po 3 dniach. Po tym czasie

wida¢, ze we wszystkich materiatlach nastgpuje spowolnienie namnazania si¢ komoérek
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w stosunku do kontroli. W przypadku probek kontrolnych PCL nie obserwuje si¢ rdznic

W odpowiedzi komodrkowej pomiedzy probkami P+ oraz P-. Probki 5% w/w chitozanu,

podobnie jak po 1 dniu hodowli nie wykazaly réznic zaleznych od zastosowanej

biegunowosci napigcia. Adsorpcja siarczanu chondroityny wyraznie zwickszyta zywotnosé

komorek, w poréwnaniu do materiatdéw kontrolnych, przy czym nie obserwuje si¢ juz

wigkszej rdéznicy pomig¢dzy probkami 5+CS a 5-CS (Rysunek 45). Po 3 dniach hodowli,

jedynie na probkach 25% w/w chitozanu mozna zaobserwowa¢ efekt biegunowosci napigcia

na aktywno$¢ mitochondrialng komoérek 1.929. Probki 25% w/w chitozanu wykazuja

statystycznie istotng réznice w zywotnosci komorek. W tym przypadku po 3 dniach hodowli

zywotno$¢ komorek 1.929 na probkach 25- byta wyzsza niz na probkach 25+.
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Rysunek 46. Wyniki testu proliferacji komorek po 1 dniu hodowli na wybranych

materiatach.

Aby ustali¢ wpltyw biegunowosci napigcia na proliferacje¢ komodrek wykonano test

CyQuant. W tej metodzie barwniki 1acza si¢ bezposrednio z DNA komorek, dzigki czemu

mozna bezposrednio wnioskowaé o

ilo$ci

komorek na probcee.

Jest to metoda

komplementarna w stosunku do testu MTT. Wyniki testu na proliferacj¢ komorek (Rysunek
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46) po 1 dniu hodowli sg zblizone do wynikow uzyskanych za pomoca testu MTT (Rysunek
44). Pomig¢dzy probkami wykonanymi z zastosowaniem rdznej biegunowos$ci napigcia nie
zauwazono zadnych statystycznie istotnych roznic. Najwyrazniejszy przyrost proliferacji
fibroblastow zaobserwowano w przypadku probki 10 % w/w chitozanu po adsorpcji

siarczanu chondroityny.

Na podstawie uzyskanych wynikOw mozna stwierdzi¢, ze zmiany w strukturze
I wlasciwo$ciach dwusktadnikowych wiokien PCL/CHT wywotane zastosowaniem rdznej

biegunowosci napigcia nie wpltywaja bezposrednio na odpowiedz komodrkowa.
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4.4.2 Analiza morfologii komodrek

Rysunek 47. Obrazy SEM komorek 1.929 hodowanych w warunkach in vitro przez 3 dni.

Zastosowanie metody SEM pozwolilo na, analiz¢ morfologii fibroblastow na
badanych materiatach PCL/CHT. Wyniki prezentowane na Rysunek 47 sa reprezentatywne
dla wszystkich analizowanych probek. Jak obrazuje Rysunek 47 na wszystkich materiatach
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obecne sg komorki, ktore majg ksztalt kulisty jak i takie, ktore sg dobrze rozptaszczone
i nieregularne w swoim ksztalcie. Obecno$¢ komoérek o morfologii kulistej $wiadczy
0 aktywnym dzieleniu si¢ komorek. Z kolei komorki dobrze rozptaszczone to komorki
dojrzate. Na wszystkich zdjeciach mozna zauwazy¢ cienkie wypustki cytoplazmatyczne
z ciata komorki, nazywane filopodiami. Filopodia umozliwiajg komérkom rozpoznawanie
podioza, migracje oraz interakcje komodrka-komorka. Obecnos$¢ tych struktur $wiadczy
0 prawidlowym rozwoju komorek oraz potencjale w kierunku dalszego zasiedlania wtokniny.
Na zdjeciach wyraznie wida¢, ze komorki nie tylko osiadaja na powierzchni materiatu, ale

takze starajg si¢ penetrowac wtokning.
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Kontrola

Rysunek 48. Obrazy uzyskane metodg mikroskopii fluorescencyjnej wybranych probek
PCL/CHT zasiedlonych komoérkami 1929 po 3 dniach hodowli.

Analiza wykonana metoda mikroskopii fluorescencyjnej pozwolita na zobrazowanie
cytoszkieletu aktynowego (zielony) oraz jader komorkowych (niebieski) (Rysunek 48). Jak
pokazuje obraz prébki kontrolnej, fibroblasty osiagaja prawidlowy, rozptaszczony ksztatt.
Wybarwione na zielono elementy szkieletu aktynowego sa rownomiernie rozmieszczone

W komorce. Ponadto w kazdej z nich wida¢ wyraznie wybarwione na niebiesko jadro
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komorkowe. Komoérki hodowane na widkninach PCL/CHT maja podobng morfologig.
Wyraznie widaé, ze obecne sg jeszcze skupiska komorek okragtych, ulegajacych dalszemu
podzialowi. Ksztalt niektorych komorek jest juz wyraznie wrzecionowaty, charakterystyczny
dla dojrzatych fibroblastow. Przedstawione zdjecia nie ujawniaja wyraznych réznic
pomiedzy probkami. Komoérki przyjmuja podobng morfologie zard6wno na materiatach
uformowanych z rézng biegunowos$cig napigcia (Rysunek 48: 25+ oraz 25-) jak i na

materiatach po adsorpcji CS (probki 5+ oraz 5+CS).

4.4.3 Podsumowanie

Jak pokazuja wyniki przeprowadzonych badan in vitro, wszystkie uformowane
materialy sa biozgodne i nie wywolujg efektu cytotoksycznego. Zastosowane techniki
badawcze (tj. test MTT, CyQuant, barwienia fluorescencyjne oraz obrazowanie SEM) nie
wykazaly istotnych statystycznie roéznic w aktywnosci mitochondrialnej komorek,
zywotnosci oraz ich w morfologii zaleznosci od biegunowosci napigcia jakie zastosowano do
uformowania wtoknin PCL/CHT. Nieznaczne réznice w odpowiedzi komdrkowej pomiedzy
probkami byly mozliwe do zaobserwowania po osadzeniu siarczanu chondroityny, ale tylko

na probkach zawierajacych najwigcej chitozanu (tj. probkach 25% w/w chitozanu).
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5 WNIOSKI KONCOWE

W wyniku przeprowadzonych prac badawczych przeanalizowano wptyw
biegunowosci napiecia na struktur¢ i wiasciwosci wioknin PCL/CHT. Ponadto, podjeto
proby wykazania wplywu biegunowosci napiecia na efektywno$¢ post-procesowej
modyfikacji powierzchni wldkien poprzez fizyczng adsorpcje siarczanu chondroityny.
Dodatkowo, w pierwszym etapiec prac wykonano analizy majagce na celu dobor
odpowiedniego rozpuszczalnika z punktu widzenia gtownych celow pracy doktorskie;.
Wykonane badania pozwolily potwierdzi¢ tezy postawione w niniejszej pracy doktorskiej.

Ustalono, ze:

e wybor odpowiedniego rozpuszczalnika dla roztwordw zawierajacych polielektrolity
przeznaczonych do elektroprzedzenia jest bardzo istotny, poniewaz polielektrolit
moze tworzy¢ zwigzki z jonami rozpuszczalnika, co w konsekwencji wptywa na
proces elektroprzedzenia i wlasciwosci widkien;

e W mieszaniniec kwasow (AA/FA) moga powstawac sole amoniowe chitozanu, ktorych
obecnos$¢ prowadzi do redukeji modutu Younga i zwilzalno$ci widknin;

e wilokniny uformowane z HFIP charakteryzuja si¢ wyraznie mniejsza $rednicg wtokien
I wyzszg hydrofilowoscia,

e wickszo$¢ ujawnionych réznic pomigdzy widkninami PCL/CHT uformowanymi
Z roznych rozpuszczalnikow wynika z r6znic w konformacji molekut jakie przyjmuja
w danym rozpuszczalniku;

e zastosowanie napigcia o ujemnym znaku potencjatu elektrycznego na dyszy
przedzalniczej powoduje zwigkszenie interakcji pomiedzy PCL i chitozanem poprzez
neutralizacj¢ dodatniego tadunku chitozanu, co w konsekwencji zmniejsza sity
odpychajace pomiedzy jego molekutami;

e zastosowanie ujemnego znaku potencjalu elektrycznego na dyszy przgdzalniczej
powoduje otrzymanie wiokien o $redniej grubosci wigkszej niz wtokna uformowane
Z dodatnim znakiem tadunku elektrycznego przytozonego do dyszy, co jest
konsekwencja neutralizacji dodatniego tfadunku chitozanu,

o wilokniny PCL/CHT uformowane z rdézng biegunowoscig napigcia roznig si¢

strukturg krystaliczng, wlasciwo§ciami mechanicznymi oraz zwilzalnoscia,
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efekt biegunowosci napiecia na strukture i wiasciwosci witoknin PCL/CHT jest
zalezny od zawarto$ci chitozanu w mieszaninie;

wykonane materiaty PCL/CHT nie sg cytotoksyczne, a zmiany we witasciwos$ciach
wloknin, indukowane zmiang biegunowos$ci napi¢cia nie wpltywaja w wiekszym
stopniu na odpowiedz komorkowa w analizowanym zakresie czasowym,

wykonane badania pozwolily nie tylko na obserwacje, ale i probe interpretacji
wplywu biegunowosci napigcia na strukture 1 wilasciwosci dwusktadnikowych
wloknin zawierajacych polielektrolity, co otwiera droge do wykorzystania tego

parametru w projektowaniu ich wtasciwosci.
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6 PERSPEKTYWY

Elektroprzedzenie jest technika formowania wiokien, ktdra obecnie jest na tyle
rozwini¢ta, ze pozwala na formowanie materiatow do réznych zastosowan na skale masowa.
Nie mniej jednak, aby stworzy¢ material do zastosowan medycznych, filtracji wody czy
gromadzenia energii niezbedne jest uzyskanie materiatdéw, ktorych wiasciwosci beda
powtarzalne. W przypadku elektroprzgdzenia, na ostateczne wlasciwosci materiatu wptywa
znaczna liczba parametrow, ktore wzajemnie od siebie zalezg. Aby $wiadomie nimi
sterowaC, bardzo wazne jest dokladne poznanie tych zaleznosci. Waznym parametrem
w kontek$cie formowania widkien zawierajacych polielektrolity jest biegunowos$¢ napigcia.
Oddzialywania odpychajgce pomiedzy *tadunkami elektrycznymi w strudze polimeru
i pomigdzy nimi a tadunkami na dyszy prz¢dzalniczej, moga prowadzi¢ do separacji faz lub
réznych interakcji miedzymolekularnych, na skutek czego wlokniny wykazuja rozne
wlasciwosci.  Zastosowanie odpowiedniej biegunowo$ci napigcia jako czynnika
wplywajacego na wiasciwosci powierzchniowe wioknin moze mie¢ duze znaczenie np.
w wydajno$ci modyfikacji powierzchni materiatow do zastosowania jako nosniki substancji
aktywnych. Wptynigcie na ekspozycje odpowiednich grup funkcyjnych na powierzchni
wielosktadnikowych wilokien, moze zwigkszy¢ efektywno$¢ przylaczenia substancji
stymulujacych wzrost i aktywno§¢ komorek. Oczywiscie, dostepnych jest wiele metod
immobilizacji substancji biologicznie aktywnych do powierzchni wtokien, jednak kazde
Z nich maja swoje wady. Wybor substancji jaka ma by¢ osadzona na wybranym materiale
ogranicza zazwyczaj metody jakimi mozna si¢ poshuzy¢. Wybdr konkretnych
rozpuszczalnikow 1 warunkow procesu (jak np. pH, temperatura) moga istotnie wptynaé na
dziatanie takich substancji jak np. biatka enzymatyczne. Ponadto, nawet jesli warunki
procesu nie wptyna na aktywno$¢ tych substancji, to moze dojs¢ do wyraznego ograniczenia
ich dzialania na skutek zablokowania grup aktywnych w wigzaniach kowalencyjnych ze
zwigzkami tworzacymi powierzchni¢ materiatu. Dlatego tez, w niektorych przypadkach
uzasadnione jest wykorzystanie fizycznej adsorpcji czy oddziatywan jonowych do osadzenia
wybranych substancji na materiale. Mimo, ze metoda nie zapewnia trwalego wigzania, to
umozliwia w miejscu implantacji szybkie uwolnienie substancji aktywnych i nie doprowadza
do obnizenia skutecznosci tych substancji. W tym kontekscie biegunowos$¢ napigcia

W procesie elektroprzedzenia moze by¢ kluczowa dla wiasciwosci wiokien zawierajacych
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polielektrolity. Elektroprzedzone widkniny, ktorych wiasciwosci mozna projektowaé poprzez
zastosowanie odpowiednich parametrow procesu, takich jak biegunowosci napigcia, sa
bardzo dobrym materiatem na opatrunki medyczne czy filtry wody. Cechy widknin takie jak
np. wysoki stosunek powierzchni do masy probki jest dodatkowym atutem dla immobilizacji
substancji  aktywnych. Ponadto efekt oddziatywan elektrostatycznych w czasie
elektroprzedzenia mozna wykorzysta¢ takze to redukcji badz zwigkszenia efektu
hydrofobowosci powierzchni czy projektowania wiasciwosci wytrzymatosciowych
materialow. Dzi§ ma to szczegodlne znaczenie, poniewaz transfer produktow uformowanych
metodg elektroprzedzenia ze skali laboratoryjnej do przemystowej, nie jest fikcja,
a rzeczywistoscig. Coraz wigcej firm oferuje produkty wykonane ta technika do tworzenia
produktow medycznych. Jednak niezrozumienie zjawisk zachodzacych w tym procesie moze
znaczaco wplyna¢ na jako$¢ i powtarzalno$¢ materiatow, a na pewno na $wiadome
projektowanie ich wlasciwosci. Ponadto, umiejetnos¢ wptywania na wtasciwosci materiatow
poprzez zastosowanie odpowiedniej biegunowos$ci napigcia, moze mieé znaczenie
ekonomiczne dla jednostek zajmujacych si¢ komercyjnym tworzeniem wtoknin. Ostatecznie
moze przetozy¢ si¢ to takze na obnizenie kosztéw 1 wigkszg powszechng dostepnosé np.

opatrunkow z enzymami bakteriobdjczymi czy filtrow wody.
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7 Spis skrotow

PCL - poli(e-kaprolakton)

CHT - chitozan

HFIP - 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanol

AA - kwas octowy (ang. acetic acid)

FA - kwas mrowkowy (ang. formic acid)

CS - siarczan chondroityny

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy)

XPS - spektroskopia fotoelektronow w zakresie promieniowania X (ang. X-ray photoelectron
spectroscopy)

AFM - mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy)

AFM-IR - mikroskopia sit atomowych z zintegrowanym systemem spektroskopii w
podczerwieni

FT-IR - spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fourier’a (ang. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy)
DSC - skaningowa kalorymetria ré6znicowa (ang. Differential Scaning Calorymetry)

DLS - metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering)

DS - stopien zastgpienia (ang. degree of substitution)

DDA — stopien deacetylacji

W/W — proporcje w ujgciu wagowym

v1- napiecie powierzchniowe

71" - sktadowa polarna

71d — sktadowa dyspersyjna

pKa — miara mocy kwasu

c” - stezenie krytyczne splatania molekut (ang. overlap concentration)

n - lepkos¢ graniczna

R - $rednia odlegto$¢ pomiedzy koncami taficuchéw polimerow

C. - stezenie krytyczne splatania molekut w roztworach czgsciowo rozcienczonych

M - masa czasteczkowa

K — parametr zmieniajacy si¢ w zaleznosci od rozpuszczalnika, polimeru i temperatury
uktadu (réwnanie Marka-Houwinka-Sakurady)

o - parametr zmieniajacy si¢ w zalezno$ci od rozpuszczalnika, polimeru i temperatury
uktadu (réwnanie Marka-Houwinka-Sakurady)

Is — odlegltos¢ Bjerrum

€ - stala dielektryczna

kg - stata Boltzmana

T — temperatura absolutna

e - tadunek elektryczny

T - temperatura topnienia fazy krystalicznej
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Ty - temperatura zeszklenia

AHs - ciepto topnienia fazy krystalicznej

Xc— zawarto$¢ fazy krystalicznej

AH? - to ciepto topnienia fazy krystalicznej PCL o x, = 100%

o _naprezenie

eg — odksztatcenie

Y — szybkos¢ $cinania

Q - przeplyw objetosciowy

I - wewnetrzny promien igly

RAF — faza posrednia pomig¢dzy fazg krystaliczng a faza amorficzna tzw. rigid amorphous
PGA - poli(glikolid)

PAG - poliamid-6 (nylon 6)

PLLA - poli(L-laktyd)

PLGA - poli(laktyd-co-glikolid)

PET - poli(tetraftalan) etylenu

GAG - glikozaminoglikany

GIcNAC - N-acetyloglukozamina

Col. - kolagen

GOX oksydaza glukozy

LbL - metoda osadzania warstwa po warstwie (ang. layer-by layer assemby)
L929 - linia komérkowa mysich fibroblastow

MG63 — linia komérkowa osteoblastow

MTT - test kolorymetryczny do okreslenia aktywnos$ci metabolicznej komorek
CyQuant - test kolorymetryczny do okreslenia zywotnosci komorek
iPSC - indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste

a-MEM — medium hodowlane

DMEM — medium hodowlane ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium
FBS - surowica bydleca

TCP- ang. tissue culture plastic

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

PFA - paraformaldehyd

HDMS - heksametylodisilazan

C - $rednia liczba zywych komorek w grupie kontrolnej

E - §rednia liczba zywych komorek w probkach z materiatami PCL/CHT
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8 Spis tabel
Tabela 1. Udziat procentowy atomoéw tlenu O(1s) oraz azotu N(1s) na powierzchni widkien
PA6 uformowanych z zastosowaniem ujemnego i dodatniego potencjatu znaku elektrycznego

na dyszy przedzalniczej. Wyniki uzyskane metoda XPS przy kacie padania wiazki 0° 1 75°

do ptaszczyzny zebranych WlOkien [59]. ....ccoooiiiiiiiiiii 29
Tabela 2. Wazniejsze grupy polimeréw stosowanych w inzynierii tkankowej [110]. .......... 49
Tabela 3. Wybrane wiasciwosci pol(e-kaprolaktonu) [110, 111]....cccccovviveveiieiierieeie e 51

Tabela 4. Oznaczenia i parametry procesu formowania widkien poli(e-kaprolakton)/
chitozan na etapie optymalizacji warunkOw formowania. ...........ccccevvuvereniiieeneesiiee e 70
Tabela 5. Oznaczenia i parametry procesu formowania wiokien poli(e-kaprolakton)/
chitozan na etapie analizy wpltywu biegunowosci NaAPICCIA. ......cvverviriiieriiiiieiie e 71
Tabela 6. Wyniki testu na bakteriobojczos¢ wybranych wioknin PCL/CHT w kontakcie
bezposrednim z bakterig E.coli. Wyniki $redniej liczby kolonii bakterii oraz procent inhibicji
WZEOSTU DEKEETTE ...t 92
Tabela 7. Sktad chemiczny probek 25% w/w chitozanu uformowanych z rdzna

biegunowoscia napigcia oraz przed i po adsorpcji CS......oovviiiiiiiiiiieiee e 108
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9 Spis rysunkow

Rysunek 1. Schemat uktadu do formowania wiokien metoda elektroprzgdzenia [na
0100 S e LY T S 16
Rysunek 2. Schemat ilustrujacy etapy tworzenia si¢ strugi roztworu w czasie procesu
elektroprzedzenia [Na POASTAWIE [. ..ccvviviiiiiiiiiiieii e 17
Rysunek 3. Schemat przyktadowego toru ruchu strugi polimeru pod wpltywem zewngtrznego
010 T L1 Y o4 T=To o I 1 ST S 18
Rysunek 4. Schemat ilustrujacy trzy uklady roztworoéw polimerdw: a) rozcienczony (ang.
dilute); b) czeSciowo rozcienczony z brakiem splagtania molekut (ang. semidilute
unentangeled), c¢) czgsciowo rozcienczony ze splataniem molekut (ang. semidilute
T e= Vgl [= [=To ) I 1 TSRS 21
Rysunek 5. Obrazy SEM ilustrujace powierzchni¢ wiokien polistyrenowych o masie
czasteczkowej 190  000g/ mol, uformowanych z tetrachdrofuranu (THF) w réznych
warunkach wilgotnosci otoczenia: a) 25 % ; b) 31-38 % ; ¢) 40-45% ; d) 50-59% ; e) 60-72%

Rysunek 6. Schemat ilustrujacy mechanizmy transportu tadunkow elektrycznych w czasie
CleKtroprZedZEnia [S53]. .oviiiii ittt 26
Rysunek 7. Schemat ilustrujacy transport jondéw w strudze roztworu w zaleznosci od
zastosowanego ukltadu: A) elektroda zanurzona w roztworze; B) wysokie napigcie
przylozone do dyszy przedzalniczej o dodatnim znaku tadunku elektrycznego; C) elektroda
PIYEKOWA [S3]. o 27
Rysunek 8. Obrazy uzyskane technikg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
ilustrujgce rozktad sktadnikow wiokien: a) probka kontrolna (mieszanina polimerdéw)
F127/PEO; b) probka zawierajaca sole metali - F127/ PEO/MS [57]. ..ccovvviiiiiiiieieiiins 28
Rysunek 9. Schemat ilustrujacy typowe konformacje molekut polielektrolitu o stopniu
polimeryzacji N=304 oraz o stopniu obarczenia tadunkiem elektrycznym f= 1/3. Obarczone
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tadunkiem elektrycznym kontr jony s3 0znaczone na czerwono []. .......ccocevvrivriveiinincinennn. 33

Rysunek 10. Schemat struktury chemicznej chitozanu............cccccovevveveiiesieene e 35
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Rysunek 11. Zdjecie przedstawiajagce koniec dyszy przedzalniczej w  czasie
elektroprzedzenia: a) wielostrumieniowe przedzenie roztworu chitozanu przy napigciu
+14kV; b) utworzony stozek Taylora i jednostrumieniowe przedzenie roztworu chitozanu
Przy NapieCitl ~1AKV [94]. ..o 38
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tkankowej [Na POUSTAWIE . ..ovviiiieieiieieieite et 43
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Rysunek 17. Schemat ilustrujacy procesy zachodzace na biomateriale w czasie jego
zasiedlania przez komorki [na podstawie 142]. . ..o 54
Rysunek 18. Schemat ilustrujacy oddziatywania elektrostatyczne oraz kowalencyjne
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rozpuszczalnikoOw: HEIP 0razZ AATFA. ..ot 80
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