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Otrzymywanie polilaktydowych rusztowan komorkowych
o strukturze gabczastej — badania wstepne i optymalizacja
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Streszczenie: Otrzymywano polilaktydowe rusztowania o strukturze gabczastej przeznaczone do ho-
dowli komorek nabtonka walcowatego ($rednica ~ 60 um). Przeprowadzono badania wstepne i optyma-
lizacje procesu. Wyznaczono rdwnanie regresji okreslajace wptyw stosunku masowego porofor/polilak-
tyd, stezenia polilaktydu w 1,4-dioksanie oraz stosunku objetosciowego MeOH/H,O w kapieli zelujacej
na $rednice powstajacych poréw. Opracowano warunki, w ktérych w przetomie rusztowania otrzymuje
sie¢ mozliwie najwieksze pory (o srednicy z zakresu 50-100 pm).

Stowa kluczowe: rusztowania komorkowe, inzynieria tkankowa, polilaktyd, metoda inwersji faz, ma-
tematyczne metody planowania eksperymentow.

Preparation of polylactide scaffolds with squashy structure for cell culture -
a preliminary research and optimization

Abstract: A study on the preparation of polylactide scaffolds for columnar epithelium cells (size ~ 60 pum)
were presented. Preliminary studies and optimization of the process were carried out. The regression
equation describing the influence of pore precursor/polylactide weight ratio, concentration of polylac-
tide in 1,4-dioxane and volume ratio of MeOH/H, O in the coagulation bath on the diameter of the pores
has been established. The optimal conditions which yield the biggest pores in the range 50-100 um in
the cross-section were designed.

Keywords: cell scaffolds, tissue engineering, polylactide, inversion phase method, mathematical meth-

ods for designing experiments.

W ostatnich latach znacznie wzrdst stopien wykorzy-
stania rusztowan komérkowych w medycynie regenera-
cyjnej i inzynierii tkankowej [1, 2], jako fizycznych, prze-
strzennych podtozy stuzacych do hodowli komorek. Sg
one stosowane zaréwno w badaniach laboratoryjnych,
jak i w leczeniu uszkodzonych tkanek (jako implanty re-
generacyjne). Hodowane komorki lokuja sie wewnatrz
rusztowania o tréjwymiarowej strukturze, zlozonej
z sieci wzajemnie polaczonych poréw [3-5]. Przestrzen-
ne utozenie komdrek umozliwia zdecydowanie lepsza
komunikacje wewnatrztkankowa, bardzo wazna dla
prawidiowego funkcjonowania catej tkanki. W hodowli
tréjwymiarowej sa zapewnione ponadto: lepsza migracja
sktadnikéw odzywczych oraz efektywniejsze odprowa-
dzanie metabolitow. Sktadniki odzywcze sa niezbedne
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do wzrostu komorek, natomiast nagromadzenie produk-
tow przemiany materii moze wywotywac efekt cytotok-
syczny prowadzacy do $mierci komorek [6, 7].

Rusztowania do hodowli komoérkowych powinny sie
charakteryzowac¢ duzq porowatoscia otwartg (rozumia-
na jako wystepowanie wzajemnie polaczonych porow)
— umozliwiajaca migracje sktadnikow odzywczych i me-
tabolitow, mata porowatoscig powierzchni dolnej (brak
ryzyka ,wypadniecia” komorek ze struktury rusztowa-
nia), duzg porowatoscig powierzchni gornej (mozliwos¢
wnikniecia komoérek do wnetrza rusztowania), odpo-
wiednimi wlasciwo$ciami mechanicznymi i powierzch-
niowymi (umozliwiajacymi adhezje komdrek). Rusztowa-
nie powinno ponadto wykazywac cechy odpowiadajace
konkretnemu rodzajowi hodowanych komérek — przede
wszystkim wiasciwe: ksztatt i wielkos$¢ porow [8, 9].

Do wytwarzania rusztowan komérkowych stosuje sie
gléwnie polimery biodegradowalne zaréwno pochodze-
nia naturalnego, jak i syntetycznego [10]. Wytrzymatos¢
na rozciaganie oraz odpornos¢ na scieranie materiatlow
pochodzenia naturalnego sg czesto niewystarczajace do
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wykorzystania ich w medycynie regeneracyjnej. Z tego
wzgledu w takich zastosowaniach uzywa sie polimeréw
syntetycznych. Jedne z powszechniej uzywanych: poli-
laktyd, poli-e-kaprolakton, poliglikolid oraz ich kopo-
limery charakteryzuja si¢ biozgodnoscig oraz znanym
profilem metabolicznym (ulegaja rozkladowi do ditlenku
wegla i wody), co sprawia, ze sa z powodzeniem wyko-
rzystywane w medycynie regeneracyjnej oraz w innych
aplikacjach biomedycznych [11-16].

Celem badan bylo otrzymanie polilaktydowych rusz-
towan o morfologii odpowiedniej do prowadzenia ho-
dowli komoérkowych. Zgodnie z wymaganiami jedna
z powierzchni rusztowania powinna by¢ mozliwie mato
porowata (rzadko wystepujace mate pory), druga — za-
wierac liczne duze pory (20-80 um). Przelom (wnetrze)
rusztowania powinien natomiast charakteryzowac sie
duzymi (30-100 pm), wzajemnie potaczonymi porami.
Doktadne wymiary poréw w rusztowaniu sa zalezne od
rodzaju komorek przeznaczonych do hodowli.

Oceniano wplyw substancji porotwoérczych na struk-
ture wytworzonych rusztowan, wytypowano porofor
sprzyjajacy powstawaniu najkorzystniejszej morfologii
[16, 17], a nastepnie, z zastosowaniem planowania do-
$wiadczen [18, 19], zoptymalizowano proces otrzymy-
wania polilaktydowych rusztowan przy uzyciu wybra-
nego poroforu.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materialy

Poli-L-laktyd (PLA), M, = 86 000 g/mol (Nature Works
NW 2003D), poliwinylopirolidon (PVP), M, =10 000 g/mol
(Sigma-Aldrich). Rozpuszczalniki: 1,4-dioksan i metanol
(POCh SA), N-metylopirolidon (NMP, Merck). Wode desty-
lowana otrzymywano we wlasnym zakresie.

Przygotowanie roztworow

Sporzadzono roztwory poli-L-laktydu w dioksanie
o odpowiednim stezeniu masowym (tabela 1 i 2). PLA
rozpuszczano w dioksanie w temperaturze otoczenia,
mieszajac mieszadtem magnetycznym przez minimum
24 h. Po catkowitym rozpuszczeniu PLA dodawano po-

Tabela 1. Parametry procesowe — badania wstepne
Table 1. Process parameters — preliminary studies

Stosunek Stosunek
Porofor masowy C,.PLA objetosciowy
porofor/PLA (x,), % MeOH/H,0O
(x)) (x;)
- - 3,22 0,80
Woda 2,50 3,22 0,80
PVP 2,50% 3,22 0,80

* PVP dodano jako 49,3 % mas. roztwér w NMP.
* PVP was added as a solution in NMP (49.3 wt %).

rofor w odpowiednim stosunku masowym (tabela 1 i 2).
Nastepnie kontynuowano mieszanie przez 24 h (w wy-
padku PVP) lub 2 h (w wypadku wody). Do badan wstep-
nych (tabela 1) oraz optymalizacyjnych (tabela 2) okreslo-
no stezenie roztworow, rodzaj i iloé¢ dodanych poroforow
oraz sklad kapieli zelujace;j.

Otrzymywanie rusztowan

Rusztowania otrzymywano metoda mokrej inwersji
faz. Sporzadzone roztwory wylewano na szklany pod-
ktad, a nastepnie poddawano zelowaniu w stalej objetosci
(450 cm®) kapieli koagulujacej, skladajacej sie z mieszani-
ny wody i metanolu w odpowiednim stosunku objeto-
$ciowym (tabela 1 i 2). Zelowanie prowadzono w temp.
-18 °C w ciagu 48 h, przy czym po 24 h wymieniano ka-
piel koagulujaca na nowa. Po skoagulowaniu polimeru
w celu wymycia poroforu rusztowanie poddawano ka-
pieli wodnej (450 cm?®), bez mieszania, w temperaturze
pokojowej przez 2 h. Na koniec rusztowanie suszono
prézniowo w ciggu 2 h w temp. 40 °C pod ci$nieniem
1,30 hPa. Otrzymano rusztowania w ksztalcie walcéw
o $rednicy 65 mm i grubosci 5 mm.

Metodyka badan
Metody analityczne

Morfologie rusztowan badano metoda skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM) za pomoca aparatu Hi-
tachi TM1000. Probki przed badaniem zanurzano w eta-
nolu, a nastepnie famano w cieklym azocie. Po ich wy-
suszeniu nanoszono 7-10 nm warstwe ztota przy uzyciu
aparatu K550X Sputter Coater. Przygotowane probki ba-
dano w powiekszeniach 500x i 1000x z zastosowaniem
napiecia przyspieszajacego 15 kV.

Matematyczne metody planowania eksperymentow

Optymalizacje procesu wytwarzania rusztowan prowa-
dzono z wykorzystaniem matematycznych metod planowa-
nia eksperymentow, postugujac si¢ planem czynnikowym
23. Postepowanie to miato na celu otrzymanie modelu ma-
tematycznego wiazacego zmienng wyjsciowa ze zmienny-

Tabela 2. Parametry procesowe — obszar eksperymentu i cen-
trum planu
Table 2. Process parameters — area of the experiment and de-
sign center

Warto$¢ kodowana (x,)
Zmienna naturalna (z,) ’ 5 .
- +
Stosunek masowy
4 porofor/PLA 1,01 2,50 399
ZZ Cnms PLA’ % 2/79 3/22 3,65
Stosunek objeto-
% $ciowy MeOH/H,O 0,68 0,80 0,92
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Rys. 1. Morfologia rusztowan z PLA bez dodatku poroforu: a) powierzchnia dolna 1000x, b) powierzchnia gérna 1000x, c) przelom

500x, d) przetom 1000x

Fig. 1. Morphology of polylactide scaffolds without addition of the pore precursor: a) lower surface 1000x, b) upper surface 1000x,

¢) cross-section 500x, d) cross-section 1000x

mi wejsciowymi. Eksperymenty prowadzono wedtug Scisle
zaprogramowanego planu, w ktérym liczba doswiadczen
zalezy od liczby zmiennych wejsciowych (np. dla dwoch
zmiennych wejsciowych jest to 2% dla trzech — 2%). W celu
utatwienia obliczen oraz okreslenia sity wptywu zmiennej
na badany proces przeprowadzono kodowanie zmiennych,
tzn. przypisano wartosci -1, 0, +1 wartosciom rzeczywistym.
Do oceny jakosci uzyskanego modelu zastosowano testy
statystyczne (istotnos¢ wspotczynnikow — test -Studenta,
adekwatnos$¢ modelu — test F). Wspdtczynnik istotny ozna-
cza, ze ma wplyw na zmienng wyjsciowa. Model adekwat-
ny oznacza, ze prawidfowo opisuje badany proces.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE
Badania wstepne

Badania wstepne przeprowadzono w celu wytypowa-
nia poroforu umozliwiajacego otrzymanie rusztowan
o morfologii najlepiej dopasowanej do hodowli komor-
kowej. Wytworzono rusztowania z poli-L-laktydu bez
dodatku poroforu lub z dodatkiem poliwinylopirolido-
nu albo wody.

Rusztowania otrzymane bez dodatku substancji po-
rotworczej (rys. 1) charakteryzowaty sie obecnoscia na
powierzchni dolnej (od strony szklanego podktadu) licz-
nych, bardzo malych poréw o nieregularnym ksztalcie
i srednicy 4-7 um. We wnetrzu (w przetomie) oraz na
powierzchni goérnej rusztowania pory miaty ksztatt po-
dtuzny oraz srednice 50-60 pm.

Rusztowania wytworzone z dodatkiem poliwinylopiro-
lidonu (rys. 2) miaty na powierzchni dolnej pory owalne
o $rednicy 5-10 um, rozmieszczone w sposob nieuporzad-
kowany. W przetomie rusztowania srednica poréw byta
wieksza (40-50 pum), a ich ksztatt byt podtuzny, dodatko-
wo wewnetrzne $cianki tych poréw byty perforowane. Na
powierzchni gornej wystepowaty nieregularnie rozmiesz-
czone pory o wymiarach 15-20 um, o zmiennym ksztalcie.

W rusztowaniach otrzymywanych z dodatkiem wody
(rys. 3) na powierzchni dolnej wystepowaty bardzo mate
pory, o srednicy ponizej 1 pm. W przetomie srednica
poréw byta wieksza (15-30 pm), natomiast ich ksztatt
byt nieregularny. Powierzchnia gérna zawierata pory
o owalnym ksztalcie i srednicy 30-50 pm.

Na podstawie badan wstepnych stwierdzono, ze do
otrzymania rusztowan o odpowiednich, okreslonych
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a)

Rys. 2. Morfologia rusztowan z PLA z dodatkiem PVP: a) powierzchnia dolna 1000x, b) powierzchnia gérna 1000x, c) przetom 500x,

d) przetom 1000x

Fig. 2. Morphology of polylactide scaffolds with addition of PVP: a) lower surface 1000x, b) upper surface 1000x, c) cross-section

500x, d) cross-section 1000x

w celu pracy, cechach morfologicznych konieczne jest
zastosowanie poroforu. Ze wzgledu na wymagana mor-
fologie obydwu powierzchni (pory o srednicy ponizej
1 um na powierzchni dolnej, o $rednicy 30-50 um — na
powierzchni gornej) oceniono, ze najkorzystniejszym po-
roforem jest woda. Morfologia powierzchni dolnej, dzigki
matej srednicy porow, zapobiega ,wypadnieciu” komo-
rek ze struktury rusztowania, natomiast morfologia po-
wierzchni gornej umozliwia dostep komorek do przeto-
mu rusztowania.

Optymalizacja procesu

Wytypowano nastepujace trzy zmienne do oceny ich
wplywu na przebieg procesu: stosunek masowy poro-
for/PLA (z,), stezenie (C, ) PLA w 1,4-dioksanie (z,) oraz
stosunek objetosciowy MeOH/H,O w kapieli zelujacej (z,)
(por. tabela 2). Pozostale zmienne: mase molowa PLA, ob-
jetosc kapieli zelujacej i mase PLA ustalono. Jako zmien-
na wyjsciowa, umozliwiajaca ilosciowa ocene procesu,
przyjeto srednia srednice poréw powstatych we wne-
trzu rusztowania (y), wyznaczong na podstawie pomia-
roéw kilkunastu poréw w 3 réznych przetomach. Dla uta-

twienia obliczen zmiennym naturalnym (z), przypisano
wartosci kodowane x; (tabela 2).

Kryterium optymalizacji byta maksymalizacja $redni-
cy poréw, z warunkiem, ze musi by¢ ona wieksza niz
50 pm i mniejsza niz 100 um. Podany zakres srednicy po-
row wynika z przeznaczenia otrzymywanych rusztowan
do hodowli komdrek nabtonka walcowatego.

Okreslono obszar eksperymentu: minimalne (z™")
i maksymalne (z %) wartosci zmiennych naturalnych z,
wartosci zmiennych kodowanych x, oraz centrum planu
(tabela 2).

Utworzono i wykonano plan jedenastu doswiadczen
z o$mioma réznymi kombinacjami na minimalnym
i maksymalnym poziomie kazdej zmiennej (plan czyn-
nikowy 2% oraz — w celu sprawdzenia powtarzalnosci
wynikéw — trzy dodatkowe do$wiadczenia w centrum
planu, gdzie wartosci wszystkich zmiennych byty na po-
ziomie $rednim (x, = x, = x, = 0). Macierz eksperymentu
oraz otrzymane (y) i obliczone (i) srednice poréw zebra-
no w tabeli 3. Doswiadczenia wykonywano w kolejno-
$ci losowej, aby unikna¢ btedéw systematycznych. Za-
ozono, ze ocena wptywu trzech wybranych zmiennych
na przebieg procesu wystarczy do okreslenia warunkéw
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100 pm

Rys. 3. Morfologia rusztowan z PLA z dodatkiem wody: a) powierzchnia dolna 1000x, b) powierzchnia goérna 1000x, c¢) przetom 500x,

d) przetom 1000x

Fig. 3. Morphology of polylactide scaffolds with addition of water: a) lower surface 1000x, b) upper surface 1000x, c) cross-section

500x, d) cross-section 1000x

otrzymywania poréw o odpowiedniej wielkosci. Wyni-
ki uzyskane w doswiadczeniach 9-11 $wiadcza o dobrej
powtarzalnosci przeprowadzenia eksperymentow (Stan-
dard Deviation, SD = 4). Po zrealizowaniu liniowego planu
czynnikowego typu 2%, z zastosowaniem rownania ma-
cierzowego, metoda najmniejszych kwadratéw oblicza-

no wspdtczynniki réwnania regresji w zmiennych ko-
dowanych.

Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczono row-
nanie regresji (1) bedace matematycznym modelem pro-
cesu, opisujacym srednice poréw (i) w funkcji zmiennych
X, X,, X, i uwzgledniajacym efekty ich wspotdziatania:

Tabela 3. Plan czynnikowy 2% macierz eksperymentu oraz wyniki — otrzymane (y) i obliczone z modelu (7))
Table 3. Factor design 2* matrix of the experiment and results — obtained (y) and calculated from the model (3)

Lp. X, x, x, Y, um 7, pm
1 -1 -1 -1 20 24
2 +1 -1 -1 50 46
3 -1 +1 -1 30 26
4 +1 +1 -1 120 124
5 -1 -1 +1 30 26
6 +1 -1 +1 20 24
7 -1 +1 +1 30 32
8 +1 +1 +1 110 106
9 54 51
10 46 51
11 51 51
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Rys. 4. Morfologia rusztowan z PLA z porami o malej Srednicy (20-40 pm): a) powierzchnia dolna 1000x, b) powierzchnia gérna
1000x, c) przetom 500x, d) przetom 1000x

Fig. 4. Morphology of polylactide scaffolds with small size of the pores (20-40 pum): a) lower surface 1000x, b) upper surface 1000x,
¢) cross-section 500x, d) cross-section 1000x

Rys. 5. Morfologia rusztowan z PLA z porami o duzej $rednicy (80-120 pm): a) powierzchnia dolna 1000x, b) powierzchnia gorna
1000x, c) przetom 500x, d) przetom 1000x

Fig. 5. Morphology of polylactide scaffolds with large size of the pores (80-120 pum): a) lower surface 1000x, b) upper surface 1000x,
¢) cross-section 500x, d) cross-section 1000x
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Rys. 6. Morfologia rusztowan z PLA z porami o $redniej srednicy (40-80 pm): a) powierzchnia dolna 1000x, b) powierzchnia gorna

1000x, c) przetom 500x, d) przetom 1000x

Fig. 6. Morphology of polylactide scaffolds with middle size of the pores (40-80 pm): a) lower surface 1000x, b) upper surface 1000x,

¢) cross-section 500x, d) cross-section 1000x
§=>51x,+24x, +2lx, - 4x,+ 19x x, - 6x x, + x,x, (1)

Za pomoca testu t-Studenta (z prawdopodobienstwem
p = 0,95) oceniono istotno$¢ wspotczynnikéw réowna-
nia (1) i stwierdzono, ze wspotczynniki b, b, i b,, przy
zmiennych, odpowiednio, x,, x x, i x,x, s3 nieistotne
i uproszczono model do postaci (2):

7=51+24x +21x,+19xx, )

Z modelu wynika, ze srednica porow zalezy od sto-
sunku masowego porofor/PLA (x,), stezenia PLA (x,)
oraz wspoldziatania tych zmiennych (x, - x,). Najwiek-
szy wplyw na $rednice poréw ma zmienna x, (najwigk-
sza warto$¢ modutu wspoétczynnika), nieco mniejszy - x,,
natomiast zmienna x, (stosunek objetosciowy MeOH/H,O
w kapieli zelujacej) i pozostate wspotdziatania zmiennych
(x, - x,) i (x, - x,), praktycznie biorac, nie majg wplywu na
wielko$¢ powstajacych porow.

W wyniku doswiadczen wykonanych w planie czyn-
nikowym uzyskano rusztowania o porach w przelo-
mie o érednicy w zakresie 20-120 um. Najmniejsze pory
(20—40 pm) otrzymano dla x, i x, na poziomie -1 (rys. 4),
natomiast najwigksze pory (80-120 um) znajdowaty sie
w rusztowaniach, w ktérych zmienne x, i x, mialy war-
tos¢ +1 (rys. 5). W doswiadczeniach wykonanych w $rod-
ku planu otrzymano rusztowania o sredniej srednicy po-
row (40-60 pm, rys. 6).

Na podstawie réwnania regresji (2) mozna stwier-
dzi¢, ze zwigkszenie stosunku masowego porofor/PLA
i/lub stezenia PLA prowadzi do otrzymania rusztowa-
nia z porami o wiekszych $rednicach (dodatnie warto-
$ci wspolczynnikéw w réwnaniu regresji przy x, i x,).
Analogiczny efekt mozna uzyskac jednoczesnie w wy-
niku zwigkszenia lub zmniejszenia warto$ci tych zmien-
nych (dodatnia wartos¢ wspdtczynnika przy wyrazeniu
x, - x,). Na podstawie testu F stwierdzono, ze otrzymany
model jest adekwatny. Réwnanie regresji (2) zobrazowa-
no wykresem (rys. 7).

Na podstawie réwnania (2) z wykorzystaniem narze-
dzia Microsoft Solver wyznaczono warunki optymalne
prowadzenia procesu (tabela 4).

W wyznaczonych warunkach optymalnych wykona-
no doswiadczenie potwierdzajace. Ze wzgledu na brak
wplywu zmiennej z, na przebieg procesu, jej wartos¢ do-
brano tak, by wariant byl jak najbardziej ekonomiczny
(najwieksza zawarto$¢ wody). Otrzymano rusztowanie
zawierajace pory o $rednicy 80 um, podczas gdy wymiar
porow obliczony z modelu dla takich samych warunkow
doswiadczenia wynosit 100 pm (rys. 8).

PODSUMOWANIE

Zbadano wplyw substancji porotwodrczych na morfo-
logie rusztowan otrzymywanych z poli-L-laktydu me-
toda inwersji faz. Stwierdzono, ze do uzyskania odpo-



POLIMERY 2017, 62, nr 2

125

$rednica porow, um

m(0-20 =20-40 ®40-60 =60-80  80-100 =100-120

Rys. 7. Zalezno$¢ Srednicy porow (i) od stosunku masowego po-
rofor/PLA (x,) i stezenia PLA w 1,4-dioksanie (x,)

Fig.7. Effect of pore precursor/PLA mass ratio (x,) and concentra-
tion of PLA in 1,4-dioxane (x,) on the pore diameter (7))

wiedniej morfologii rusztowan jest konieczny dodatek do
PLA poroforu, najkorzystniej wody. Korzystajac z planu
czynnikowego 2° zoptymalizowano proces wytwarza-
nia skafoldéw polilaktydowych w obecnosci wody jako

a)

N

Tabela 4. Warunki optymalne prowadzenia procesu
Table 4. Optimal conditions of the process

Optymalna warto$¢ zmiennej

Zmienna naturalna (z,) kodowanej (x,

Stosunek masowy
% porofor/PLA 0,86
zZ, Stezenie Cms PLA 0,75
. Stosunek objetosciowy 1.00
3 MeOH/H,0 !

prekursora poréow. Wyznaczone rownanie regresji do-
brze opisuje badany proces, zmienne sa istotne, a model
adekwatny. Srednica powstajacych poréw zalezy od sto-
sunku masowego woda/PLA oraz stezenia PLA w diok-
sanie, natomiast nie zalezy od sktadu kapieli Zelujacej.
Zwigkszenie stosunku woda/PLA (x,) i stezenia roztworu
PLA (x,) oraz efektu ich wspotdziatania (x, - x,) powodu-
je wzrost srednicy poréw. W wyznaczonych warunkach
optymalnych otrzymano rusztowania zawierajace pory
o $rednicy 80 um, czyli o morfologii odpowiedniej do ho-
dowli komdrek nabtonka walcowatego.

Badania zostaty sfinansowane w ramach dziatalnosci sta-
tutowej Laboratorium Proceséw Technologicznych Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej.

Rys. 8. Morfologia rusztowan z PLA otrzymanych w warunkach optymalnych, srednica porow 80 um: a) powierzchnia dolna 1000x,

b) powierzchnia goérna 1000x, c¢) przetom 500x, d) przelom 1000x

Fig. 8. Morphology of polylactide scaffolds obtained under optimal conditions, size of the pores 80 pum: a) lower surface 1000x, b) up-

per surface 1000x, c) cross-section 500x, d) cross-section 1000x
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