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Abstrakt

V této praci je studovan vliv krevni plasmy na biodegradabilni vldkenné
polyesterové materialy. Konkrétn¢ se jedna o poly(€-kaprolakton) (PCL) a kopolymer
kyseliny polymlécné a poly(E-kaprolaktonu) (PLCL) a jejich polymernich smési
(blendt) v pomérech PCL:PLCL — 1:1, 1:3, 3:1.

Vliv plazmy na materidly je vyhodnocovan zkoumanim degradace materidlu a
adheze plazmatickych bilkovin. Adheze plazmatickych bilkovin je vyhodnocovéna
pomoci elektroforézy SDS — PAGE a spektrofotometrické metody. Degradace materialt
je hodnocena elektronovou mikroskopii a naslednou analyzou snimkl, vahovym
ubytkem a hodnocenim gelové permeacni chromatografie.

Kli¢ova slova:

Polyestery, biodegradabilni polyestery, (nano)vldkenné materidly, scaffoldy,
biodegradabilita, krevni plasma, polymerni scaffoldy

TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI | Fakulta textilni

Liberec 2018 7




Abstract

This work studies interaction between blood plasma and polyester fibrous
biodegradable materials, especially poly(€- caprolakton), copolymer of polylactic acid
and poly(€- kaprolaktonu) (PLCL) and mixtures (blends) of these materials in ratios
PCL:PLCL -1:1, 1:3, 3:1.

Influence of blood plasma to polymer materials will be tested by degradation of
materials and adhesion of plasmatic proteins on input materials. Adhesion of plasmatic
proteins will be evaluated by SDS — PAGE electrophoresis and total amount of proteins
by spektrofotometric method. Degradation of material will be tested by electron
microscopy photoes — diameters of fibers, weight loss and gel permeation
chromatography.

Key words:

Polyesters,  biodegradable  polyesters, (nano)fibrous  materials, scaffolds,
biodegradability, blood plasma, polymer scaffolds
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Pouzité zkratky

PCL — poly(€-kaprolakton)

PLCL — kopolymer poly(€-kaprolaktonu) a kyseliny polymlééné

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

SDS — PAGE - elektroforéza v ptitomnosti SDS v polyakrylamidovém gelu
SDS — dodecylsiran sodny

GPC — gelova permeacni chromarografie

NC — negativni kontrola

PBS - Fosfatovy pufr (phosphate-buffered saline)

CBB - Coomassie Brilliant Blue G-250
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Uvod

Tkanové inzenyrstvi se zabyva zkoumanim a vyvijenim materiala vhodnych pro
nahrazeni a regeneraci lidskych tkani. Pomoci téchto materidlli je mozné nahradit
poskozenou tkan (napf. cévni nahrady) nebo regenerovat tkané, piipadné¢ zamezit
vzniku infekce (napt. kozni kryty). Polyesterové materidly jsou predmétem zkouméani
pro vyuziti hlavné v oblasti kardiovaskularnich protéz, vzhledem k jejich
biokompatibilité a odpovidajicimu Casu degradace.

Materialy, které se takto pouzivaji, musi splinovat urcité podminky, které jsou
popsany nize. Tyto vlastnosti jsou piisné€ hlidany a dodrzovany a 1isi se pro rizné tkane¢.
Jedna se o materialy, které jsou pro télo nezavadné, jak v ptiivodni formé, tak produkty
degradace. Nesmi vyvolavat nezadouci reakce imunitniho systému, které by vedly
k zanétim a rychlost degradace materialu musi odpovidat procesu hojeni. VSechny
materialy, které teoreticky vyhovuji pro pouziti ve tkanovém inzenyrstvi, jsou testovany
nejprve in — vitro a pokud vyhovuji i v téchto testech, pfechazi se k testovani in — vivo
na hlodavcich, kralicich a prasatech.

V této praci bude takovy material testovan in — Vitro v prostiedi, ve kterém by se
mél vyskytovat, v krevni plazmé. Jedna se o poly(E-kaprolakton) (PCL), kopolymer
poly(€-kaprolaktonu) a kyseliny polymlééné (PLCL) a jejich polymernich smési
(blendtr). Cilem je otestovat zda a v jaké mife dochazi k adhezi proteinii na materialy
a zda dochazi béhem testované doby k degradaci materialu.
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Teoreticka ¢ast:

1. Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inzenyrstvi se zabyva vyvojem a vyrobou tkanovych néhrad. Jeho hlavnim
ukolem je vyrobit scaffold, ktery ma vhodné vlastnosti pro dalsi vyuziti. V tadé ptipadi
se na scaffoldy aplikuji bunky, které mohou byt bud’ autologni, alogenni, xenogenni,
ptfipadné kmenové. Autologni buiiky jsou buiiky pochdzejici ptimo z téla toho, kterému
bude scaffold nasledné implantovan. Alogenni nazyvame bunky pochazejici od stejného
zivo¢iSného druhu, tedy bunky jiného Cclovéka. Xenogenni jsou bunky jiného
zivoc¢iSného druhu. Bunky, které byly aplikovany na scaffold se dale poliferuji, dochazi
K jejich mnozeni a tim k porustani scaffoldu. Z hlediska vyuziti jsou nejleps$i moznosti
autologni buiky, které nevyvolavaji nezddouci reakce imunitniho systému.
(Khademhosseini, 2005)

1.1. Scaffoldy

Scaffoldy jsou materialy, které musi spliiovat urité pozadavky na strukturu,
porovitost a pevnost. Jednd se o nosné materidly, které by méli podporovat rist bunek,
zaroven tyto materialy nesmi vykazovat cytotoxicitu. Pozadavky na jejich vzhled,
vlastnosti a material jsou ur¢ovany piedevsim planovanym pouzitim. Jejich struktura se
bude lisit v zavislosti na typu tkang, pro ktery maji byt urceny. Pokud se jedna o
nahrady mékkych tkani, musi byt material degradabilni, ¢as degradace musi odpovidat
rychlosti hojeni a produkty degradace nesmi byt toxické. U kostnich a chrupavcitych
implantatd se vétSinou pouzivaji nedegradabilni materialy. (Wei, 2007) Materialiim,
které spliiuji uvedené pozadavky a pouzivaji se na vyrobu scaffoldi, se nazyvaji
biomaterialy.
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2. Materialy pro tkanové inZenyrstvi

A biomaterial is a nonviable material used in a medical device, intended to interact
with biological systems.

Williams, 1987

Obor biomateridlti je spojenim nékolika védnich obord: chemie, bunééné a
molekularni biologie a védy o materidlech. Prvni generace biomaterialti vznikla v 50. a
60. letech minulého stoleti, kdy neexistovali zadné specialni materialy uréené pro
medicinské vyuziti, ale pouzivaly se b&ézné¢ dostupné a vyrabéné materidly. Hlavni
podminkou pro to, aby tyto materidly mohly byt vyuzity, bylo, aby tyto materialy byly
funk¢éni a nevyvolavaly nezadouci reakce organismu. (Ratner, Hoffman, Schoen, &
Lemons, 2013) Zacatky testovani a implantovani nebiologickych materiali do lidského
organismu pied rokem 1950 mé&ly velmi malou uspésnost, jelikoz lidé védéli velmi malo
0 biokompatibilité a sterilizaci. Od roku 1829 byly testovany prvni materialy pro vyuziti
v medicing, jednalo se 0 kovy a jejich slitiny, pficemz jejich vybér byl zalozen na
chemickych reakcich. Testovani biokompatibility in — vivo bylo provadéno na psech.
(Ratner, 2013)

Biomaterialy jsou materialy, které se pouzivaji k nahradé ¢i regeneraci lidskych
tkani. Béhem vyvoje novych biomaterialti se zajistuje hlavné optimalizace vyroby,
charakteristika vlakenného materialu a jeho biokompatibilita. Biokompatibilita je
nejhife definovatelna a zkoumatelna vlastnost. I kdyz material projde in — vitro testy a
nevyvolava zadné nezadouci reakce prostiedi, mize se stat, ze se takovy material bude
Vv zivém organismu chovat odli$né. (Ratner et al., 2013)

Samotny proces vyvoje novych biomateridlll je velmi zdlouhavy a slozity. Sklada se
z n€kolika casti:
Navrh tvaru a materialu scaffoldu

Testovani in - Vitro a in - vivo na zviratech, nasledné na lidech

Klinické testovani

LD

Zajisténi pramyslové vyroby a komercializace materialu

(Ratner et al., 2013)
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Vlastnosti, kter¢ musi nové vyvijeny biomaterial spliiovat, aby mohl byt schvalen,
jsou nasledujici:

1. Neexistujici potencialni hrozba vzniku infekce nebo toxické reakce téla na
implantat.

Cas degradace materialu odpovidajici hojeni &i regeneraci tkang.
Odpovidajici mechanické vlastnosti implantatu.

Netoxické produkty degradace materidlu a jejich snadné odplaveni z téla.

Zivotnost materialu.

o g ks~ wDN

Vhodna zpracovatelnost a propustnost materialu pro planované vyuziti.

(Ratner et al., 2013)

V soucasné dob¢ se ve tkanovém inzenyrstvi pouzivaji tii druhy materiald, témi jsou
polymery, kovy a keramika. Kovy a keramika budou probrany jen okrajové, jelikoz se
tato prace zabyva vlakennymi polyestery, tedy polymery. U polymernich biomaterialt
je kromé uvedenych vlastnosti velmi dulezitd i teplota skelného ptechodu,
(Godavitarne, Robertson, Peters, & Rogers, 2017) zejména pro materialy pouzivané
uvniti organismu. Vzhledem Kk vyssi teploté lidského téla by mohlo dochéazet ke
zménam mechanickych vlastnosti — méknuti materialu.

Vyuziti biomateriali je velmi specifické. Pouzivaji se ve velkém mnozstvi
medicinskych odvétvi, hlavné jako protézy, od ortopedickych, pies zubni az po
kardiovaskularni. Dal§imi moznostmi vyuZiti jsou cilena doprava 1é¢iv, Sici nité,
hemodialyza¢ni membrany, mocové Katetry nebo kloubni nahrady. (Ratner et al., 2013)
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2.1. Kovy

Kovové nahrady se nejCastéji pouzivaji v ortopedické praxi jako nahrady kloubt ¢i
kosti. Pavodnimi materidly pro kovové ndhrady byly chirurgickd ocel a titan, jejichz
piednosti je velkd pevnost a odolnost vii¢i opotiebeni a korozi, naopak nevyhodami
mohou byt naptiklad chronické zanéty, které Casto vedou k dalsim operacim. V reakci
na tato fakta byl zahajen vyzkum dalsi kovt, které by mohly 1épe reagovat s prostfedim,
jedna se o Zelezo, zinek a hot¢ik. Zvlasté hotcikové implantaty se zdaji byt vhodné pro
dalsi klinické pouziti, vzhledem k jeho hustoté, ktera se blizi hodnotam hustoty kostni
tkan€. Dalsi vyhodou je, ze se jedna o mineral, ktery se Vv lidském téle bézn¢ vyskytuje,
funguje jako kofaktor mnoha enzymu a pomaha stabilizovat DNA, takze v piipadé
uvolnovani elementarniho kovu do okolniho prostiedi by nedochazelo k vyrazné zatézi
organismu. Jelikoz je samotny hoi¢ik velmi kiehky, pouzivaji se Castéji jeho slitiny.
(Godavitarne et al., 2017) Na obr. ¢. 1 je znazornéna endoprotéza kycelniho kloubu.

Obr. ¢. 1: Kovova endoprotéza kycelniho kloubu
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2.2. Keramika

Keramické materialy se pouzivaji ve spojeni s kovovymi, kdy jednotlivé slozky jsou
spojeny kovalentnimi a/nebo iontovymi vazbami. Jejich vyhodou je porovita struktura,
nevyhodami kiehkost a mald pevnost. Keramické materidly se déli na bioinertni,
bioaktivni a bioresorbovatelné. Ptikladem bioinertniho materidlu jsou oxidy hliniku.
Jedna se o materidly, které nevyvolavaji zadnou reakci imunitniho systému a nedochazi
k degradaci materialu. Bioaktivni material je napiiklad sklenéna keramika, coz je
materidl, ktery reaguje s prostiedim v kladném slova smyslu, naptiklad pomaha l1éceni.
Bioresorbovatelné¢ materidly jsou takové, které se v téle rozlozi, nevyvolavaji zadné
nezadouci reakce imunitniho systému a jsou t¢lem odbourany, piikladem takového
materidlu jsou fosforeCnany vapenaté. Posledni zuvedenych jsou také nejcastéji
pouzivanymi keramickymi materialy. Keramické nahrady se pouzivaji nejcastéji jako
soucast kovovych nahrad pro zlepSeni jejich vlastnosti. (Godavitarne et al., 2017)
Ptiklad keramické kloubni nédhrady je zobrazen na obr. ¢. 2.

Obr. ¢. 2: Keramicka kloubni nahrada
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2.3. Polymery

Polymerni materialy se d€li na pfirodni a syntetické. Pfirodni polymery jsou tvofené
bilkovinami (napf.: kolagen), nebo polysacharidy (napt. celul6za), syntetické polymery
se dale rozd€luji na degradabilni a nedegradabilni. Degradabilni polymery jsou vice
pouzivany diky jejich univerzdlnim vlastnostem a budou probrany dale. Vyhodou
polymerii je moznost ovliviiovat jejich mechanické vlastnosti, kinetiku degradace,
stupenn Krystalinity, taznost a modul pruznosti. Nevyhodou je, ze degradaci ztraceji
pevnost a produkty degradace snizuji pH prostiedi, coz vede k rychlejsi degradaci
materialu a zanétlivé reakci organismu. (Godavitarne et al., 2017) Polymerni
biomaterialy maji ve tkanovém inZenyrstvi Siroké vyuziti. Je mozné z nich délat jak
velké (napt.: kostni Srouby), tak malé implantity (napf.: membrany nebo nit¢).
(Godavitarne et al., 2017)

Prvni zminky o pouziti polymernich materiali se datuji do roku 1939, kdy byl
pouzit celofan pro zpevnéni cévni nahrady. (Ratner, 2013) Tento pokus byl vsak
neuspéSny, vhledem k fibrotické reakci — portstani vazivovou tkani na ukor
extracelularni matrix. (Pavelka et. al., 2017) Béhem 40. let 19. stoleti probihalo velké
mnozstvi pokust $iti nylonovou niti, transplantace poly(methyl methakrylatu) a pozdéji
1 pouziti Teflonu (poly (tetrafluor ethylen)), ktery se vyznacuje velmi malou zanétlivou
reakci organismu. (Ratner, 2013)

V soucasné dob¢ jsou polymerni materidly vyuzivany ve velké mife jak v medicing,
tak ve tkanovém inzenyrstvi. Piehled zékladnich takto pouZzivanych polymernich
materidlii, véetn€ jejich chemického vzorce, syntézy, teploty skelného prechodu, teploty
teCeni, doby degradace a oblasti pouziti, je k nahlédnuti v tabulce ¢. 1.
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Tabulka ¢. 1: Prehled polymerii pouzivanych v mediciné a tkanovem inzenyrstvi
(prevzato z (Woodruff & Hutmacher, 2010)

Polymer Polymer repeat structure Melting Glass Processing Approx. Area of application Products with regulatory
Point Transition Method Deg time and references approval
C) (C) (months)
Poly (lactide) 173.178 | 60-65 Extrusion. 6012 Orthopadic surgery Fi
Inj. Moulding. Oral and Maxillofacial Neollx® )
= 0 Compression. surgery | Artheex: Bio-T. w
1 mouldmg _sarew, Bio-C
—0-(CH)-C Solvent
| Casting. v
CH;
N W
Poly (ghvcolide) 7 0 225.230 | 35-20 Extrusion. 21 Orthopadic sugerv science : Biofix® =™
Il Inj. Moulding. gmeﬁl surgery
lo—eu_ Comprassion utures
0=0h=C moulding.
Solvent
N n Casting.
Polvcaprolactone -63-60 -65-60 Extrusion. >4 Drug Delivery
0 Inj. Mouldmg. Suturss
I Comprassion
mouldmg.
0-(CHy):-C Solvant
Casting.
n Elactrospinning
Poly (D,L-lactide- Amerpho | 50-355 Extrusion. 5106 Suturs Polysorb™ sutures s
co-ghveolide) us Inj. moulding. Drug Delivery
Comprassion
Poly (D.L-lactide- moulding. Makar: Biologically Quiet™
co-glveolide) 83113 o 0 g"“ﬁ"“ Orzland maxillofzail | Interference Serew, §
Il I = surgery '
Poly (D.L-lactide- -D-(CH:)-C || O-(CH)-C- General surgery :
co-ghyeolide) 82718 ! Biomet : Lactosorb?, scraw, plates,
. CHy Suture, periodontal mesh, surgieal clip, pams, anchor
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2.3.1. Degradace polymerii

Degradace polymernich materialt je velmi slozity proces, ktery zavisi na druhu
pouzitého polymeru. Obecné se vSak jedna o 3 principy, pomoci kterych dochazi
k degradaci polymernich vlaken hydrolytickymi reakcemi. Prvnim pfipadem je
degradace, pti které dochazi k naruSovani esterovych vazeb polymeru. Vlivem rozpadu
esterovych vazeb je narusovan povrch vlakna, ¢imz dochazi k uvoliiovani monomera a
oligomert do okoli a tim ke ztencovani vlakna. Molekulova hmotnost polymeru zistava
ve stiedu vlakna nezménéna (obr. ¢.: 3 a)). Uvolfiovanim monomeru a oligomert do
okoli dochazi ke zméné pH prostiedi a tim k urychleni degradace. Druhym piipadem
degradace je difuze vody dovniti vlakna, ¢imz dochazi k celkové degradaci vlakna
(obr. ¢.: 3 b)). Tieti moznosti je hydrolyticka degradace polymeru autokatalyzou
(obr. ¢.: 3 C))., pti které dochazi k diftizi vody dovnitt materialu, pti¢emz uvniti vlakna
dochdzi k rozpadu polymeru na alkoholy a kyseliny. To zpisobi snizeni pH uvnitt
vlakna a rozpadu ze stiedu materidlu, jelikoz se vzniklé kyseliny nemaji kam odplavit.
Vsechny tfi typy degradace jsou popsany na piikladu PCL na obr. ¢ 3.
(Woodruff & Hutmacher, 2010)

)

Degree of
degradation

Degradation time

U000

Degradation

« products =

(b) . ©
& '@

Obr. ¢. 3: Degradace PCL: a) degradace z povrchu vidkna, b) celkova

degradace, c) degradace ze stredu materidalu, prevzato z (Woodruff &
Hutmacher, 2010)

TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI | Fakulta textilni

Liberec 2018 19




2.3.2. Biodegradabilni polymery

Biodegradabilni polymery maji Siroké vyuziti ve tkanovém inzenyrstvi. Jejich
hlavni vyhodou je, Ze neni tfeba dalSich operaci po implantaci ndhrady. Nejcastéji
pouzivanymi degradabilnimi polymery jsou polyestery. (Dong, Liao, Ngiam, Chan, &
Ramakrishna, 2009) V této praci byly pouzity pravé polyestery, konkrétné
poly(€ — kaprolakton) (PCL) a kopolymer poly — (€ — kaprolaktonu) a kyseliny
polymlécné (PLCL), které budou probrany dale.

2.3.2.1. Poly(E-kaprolakton)

Polykaprolakton je semikrystalicky polymer patfici do skupiny
biodegradabilnich polyesterti. Teplota skelného piechodu je - 60 C, teplota tani
59 — 64 C, molekulova hmotnost se pohybuje mezi 3 000 a 80 000 g/mol a ovliviiuje
jeho krystalinitu (¢im vys$si molekulova hmotnost, tim vice krystalicky polymer).
Nejcastéji se pouzivd vyroba radikdlovou polymeraci za otevieni kruhu
z €-kaprolaktonu. Doba, za kterou dojde k uplné degradaci PCL, je piiblizné 3 az 4
roky (Woodruff & Hutmacher, 2010), mtze se vsak lisit v zavislosti na pouziti vlakenné
vrstvy. PCL je za normalnich podminek rozpustny v chloroformu, dichlormethanu,
benzenu, toluenu, cyklohexanu, 2 — nitropropanu a tetrachlor methanu. Ma nizkou
odolnost vuci praskani, Spatnou barvitelnost a prilnavost, proto se pro zlepseni téchto
vlastnosti Casto pouzivaji blendy nebo kopolymery. Blendy PCL se déli do 3 skupin a
to: 1. blendy s jednou teplotou Ty, 2. blendy mechanicky kompatibilni (maji 2 teploty
Ty, ale dobré mechanické vlastnosti), 3. nekompatibilni. (Woodruff & Hutmacher, 2010)

Poprvé byl PCL vyroben ve 30. letech 20. stoleti. Béhem 70. a 80. letech se
zacal hojné vyuZivat v systémech cilené dopravy lé€iv. V prubchu dalSich let se od
pouzivani PCL upustilo a v mediciné se téméf Upln€ prestal vyuzZivat. Az s vyvojem
tkanového inzenyrstvi pocatkem 21. stoleti se stal opét piedmétem vyzkumu. (Woodruff
& Hutmacher, 2010)

Doba degradace PCL piiblizn¢ 2 — 4 roky (Woodruff & Hutmacher, 2010),
pficemz pifesnd doba rozpadu polymeru je zavisla na jeho molekulové hmotnosti.
Jelikoz se v lidském organismu nevyskytuje dostatek enzymu, aby dosSlo k rozpadu
PCL, dochézi k ni plisobenim hub nebo bakterii. Dal$i moznosti jsou hydrolytické
degradace popsané Vv kapitole 2.3.1. (Woodruff & Hutmacher, 2010)
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2.3.2.2. Kyselina polymlécna

Kyselina polymlécna se vyskytuje ve tfech rozdilnych formach: L - forma,
D - forma a jejich racemicka smés. Chiralita kyseliny polymlééné ma vliv na jeji
fyzikalni a mechanické vlastnosti a dobu a teplotu degradace. L - forma je
semikrystalicky polymer s krystalinitou 37 — 72 % a teplotou tani od 173 °C do 178 °C.
Racemickd smés L - a D - formy je amorfni polymer bez pevné teploty tani. Pouziva se
v mediciné a tkanovém inzenyrstvi naptiklad jako Sici nité, dentdlni implantaty, kostni
Srouby nebo cévni nahrady. (Dong et al., 2009)

2.3.2.3. Kopolymer poly(&-kaprolaktonu) a kyseliny polymlécné

Kopolymer poly(€-kaprolaktonu) a kyseliny polymlécné (PLCL) je
krystalicky polymer s vysokym modulem pruznosti, vysokou teplotu skelného prechodu
a malou pruznosti. Problémem je velmi mala misitelnost mezi PCL a PLA, ktera je
zpusobena nedostatkem specifickych interakci mezi t€émito polymery a vede k oddéleni
jednotlivych fazi. Adhezni sily mezifdze PCL-PLA jsou velmi nizké, coz vede ke
Spatnym mechanickym vlastnostem kopolymeru. Do jist¢ faze je mozné vlastnosti
kopolymeru ovlivnit, jak mechanické vlastnosti, tak ¢as degradace nebo tvarovou pamét’
materialu. Kopolymer miize byt bud’ blokovy (2 nebo 3 bloky), nebo statisticky. Idealni
teplota syntézy PLCL je okolo 140 ° C, jelikoz pfi této teploté dochdzi k nejlepSimu
spojovani molekul jednotlivych polymert. Teplotni odolnost a molekulovd hmotnost
kopolymeru je zavisla na poméru jednotlivych polymert, obvykle se vyrabi kopolymery
v pomérech LA:CL 90:10, 80:20, 75:25 a 70:30. (Fernandez, Etxeberria, & Sarasua,
2012)

2.3.3. Vyroba polymernich nanovlakennych vrstev

Nanovlékna se definuji n¢kolika zptisoby, nejéastéji se uvadi, Ze jsou to vlakna,
jejichz jeden rozmér (nejcastéji se jednd o primeér) nepiesahuje velikost 1000 nm.
(Charakteristika nanovlaken, 2017) Délka nanovlaken je né€kolikandsobné vétsi nez
jejich pramér. Velikost a variabilita primért se da ovliviiovat zptisobem vyroby vlaken.
Hlavnimi zpiisoby vyroby nanovladkennych vrstev jsou:

electrospinning.
melt-blown
forcespinning

e

drawing
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2.3.3.1. Elektrospinning

Elektrospinning je metoda vyuZzivajici vysokého napéti pro vyrobu
nanovlakennych vrstev. Principem je vytvoteni rozdilu elektrického potencidlu v takové
mife, aby doslo ke vzniku Taylorova kuzele a ndsledné vldken. Stroje se obvykle déli na
jehlové a bezjehlové. Jehlové pouzivaji pro zvlaknéni jehlu, kterou polymerni roztok
prochazi, nez dojde ke vzniku vlakna. Pouzita miize byt jedna nebo vice jehel, které
mohou byt vrizném postaveni, napf. Ctverec nebo trojuhelnik. (Nayak, 2011)
Bezjehlové zvlaknovani funguje na principu zvlaknovani z volné hladiny nebo z tenké
vrstvy roztoku na povrchu valce. Metoda byla dale vyvijena a probihalo testovani
zvlaknovani napft. z kuzele nebo ze struny, kterd se v soucasnosti vyuziva nejvice.

Dalsim zptsobem vyroby vyuzivajici elektrostatické zvlaknovani je koaxidlni
zvlaknovani. Touto metodou je mozné vyrabét bikomponentni vldkna typu jadro —
plast. Plast tvori dobfe zvlaknitelny polymer, jadro jakykoliv material. Pravé timto je
metoda koaxidlniho zvldknovani specialni, jelikoz jadro mize byt tvofeno jak jinym
polymerem, tak i nezvldknitelnym materidlem. Toho by se dalo vyuzit pii aplikaci
naptiklad antibiotik ¢i anestetik do jadra polymeru, zatim vsSak toto vyuZziti neni
zkouméano. M4 mnoho nevyhod, od pomalé produkce po problémy se zvldknovanim.
Vlékna s takto zlepSenymi vlastnostmi by mohla najit vyuziti ve farmaceutickém ci
kosmetickém prumyslu, jako vlakenné vrstvy se zlepSenymi vlastnostmi vyrobené
klasickym elektrospinningem. (Nanopharma, 2015) U koaxialniho zvlaknovani existuji
dva zplsoby zvlaknovani — jehlové (obr. ¢. 5) a bezjehlové (obr. ¢. 4).

Take-up \ ﬁ
Support Collector cylinder d £ o
material electrode T, gound
/ ), e
4 72 2) vrstva . jadroveho™ materiilu
:/ b} vrstva obalového™ materidlu
I ¢, d) Taylordv kuZel
[ \\ ] polymerni tryska
N f) uzemnény kolektor
Nisiohbics \ “‘ N;moﬁbres T £) zdroj wysokého napéd
c 3\ web ground
Rotating
Polymer \[ [/ /cylinder v . ’ .7y
solution ‘/R\/ Obr. ¢. 5: Bezjehlové koaxialni
> ! J r v r 14 v voe 14
| | zvldaknovani, prevzato z (Vyslouzilova,
2016

Obr. ¢. 4: Bezjehlové elektrostatické
zvlaknovani
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2.3.3.2. Melt- blown

Metoda melt — blown (obr. ¢ 6) funguje na principu zvlaknovani taveniny
pomoci horkého vzduchu. Surovinou pro vyrobu je polymerni prasek nebo granulat,
ktery se v zasobniku zahtfiva a pfevadi na taveninu. Vznikla tavenina je vytlaCovana
tryskami a pomoci horkého vzduchu dlouzena a unasena na kolektor, kde dochazi ke
vzniku vlakenné vrstvy. Je mozné vyrobit vlakna o priméru nad 250 nm, obvykle se ale
pohybuji v fadech mikrometri. (Petrds, 2009)

Hopper

Gear Pum
® " Mett blown die

Extruder ‘
| Hot air
i Web Bonding

Collector

Winder

Obr. ¢. 6: Vyroba nanovldkennych vrstev metodou melt - blown

2.3.3.3. Forcespinning

Forcespinning je metoda zaloZzend na principu odstfedivého zvldknovani.
Polymerni roztok je davkovan do stfedu spinerety, kterd je pfipojena ke zdroji
elektrického napéti, diky kterému se otaci (obr. ¢. 7). Spinereta (obr. ¢. 8) muze mit
rizné tvary a pruméry, kromé ploché spinerety existuje i jehlova. Vlivem otaceni
spinerety dochdzi tvorbé a dlouzeni vlaken, kterd jsou nasledn¢ zachytdvana mezi
uzemnénymi kolektory. Vznikajici vldkennou vrstvu ovliviiuje pramér spinerety,
vlhkost a teplota okolniho prostiedi, viskozita roztoku a mnoho dalSich faktord.
(Sarkar, 2010)

Environmental Chamber

Spinneret

Heater

Fiber
Collector

Out o

Obr. ¢. T: Princip metody Obr. ¢. 8: Priklad spinerety, prevzato z
forcespinning, prevzato z (Sarkar, 2010) (Sarkar, 2010)
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2.3.3.4. Drawing

Metoda drawing (obr. ¢. 9) je zalozena na tazeni vlaken z kapky nebo
taveniny. Béhem vytahovani dochdzi k tvorbé vldkna za soucasného odpareni
rozpoustédla, ¢imz dochézi k tuhnuti polymeru. Vyhodou této metody je predevSim
moznost tvorby orientované struktury, naopak nevyhodou nemoZznost ovliviiovat
velikost priméru vlaken a vytvofit vldkna se stejnym prumérem. Vrstvy vyrobené
metodou drawing by kromé tkanového inzenyrstvi mohly nalézt vyuziti napiiklad
v nanooptice nebo nanoelektronice. (Bajakova, 2011), (Petras, 2009)

Obr. ¢. 9: Tvorba viaken metodou drawing, prevzato z (Bajdkova, 2011)
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2.4. Télni tekutiny

T¢lni tekutiny vysSich zivocichii maji za ukol propojit jednotlivé tkané v téle a
vytvofit a udrzovat stalé prostiedi v téle. U obratlovet existuji tfi typy t€lnich tekutin:
krev, tkanovy mok a lymfa. Krev bude déle probrana podrobnéji. Tkanovy mok ma za
ukol udrzovat vnitini prostfedi, lymfa vznikd ztkdniového moku a obsahuje 99%
lymfocytd. Té€lni tekutiny mohou v téle proudit bud otevienou (hemolymfa) nebo
uzavienou (krev) cévni soustavou. (Pecka, 2002)

2.4.1. Krev

Krev je vysoce specializovana tekutina, kterd se nékdy povazuje za samostatny
organ, nékdy za pojivo. Aby krev plnila svou funkci, musi se v téle pohybovat, coz
zajist'uje srdce spolu S cévami. Existuji dva druhy krevniho ob¢hu, maly a velky. Maly
krevni obéh ma za tkol okyslicovani krve. Velky krevni obéh rozvadi krev do tkani.
(Pecka, 2002)

Mezi hlavni funkce krve patii rozvod kysliku a zivin tkdnim a naopak odvod
CO; a metabolitd, udrzovani stabilniho prostiedi a pH, pfenos hormont, vitamini a
mineral nebo udrzovani teploty lidského téla. (Pecka, 2002)

Krev se skldda z plazmy, coz je tekutd slozka krve a tvoii asi 55 % jejiho
objemu, a bunécéné Casti, ktera je asi 45 % objemu krve. Bunécna Cast se sklada
z cervenych a bilych krvinek a krevnich desticek. Déle zde bude probrana pouze krevni
plazma. (Pecka, 2002)

2.4.2. Krevni plazma

Krevni plazma je nazloutla, pruhledna tekutina, ktera tvoti 50 — 55 % objemu
krve. MiiZe byt childézni (lehce zakalend vlivem zvySeného mnoZstvi tuku), iktericka
(Zlutd, coz je zpisobeno hyperbilirubinémii) nebo hemolyticka (€ervena vlivem rozpadu
erytrocytll). Krevni plazma je z 92 % tvofena vodou, ze 7 % bilkovinami a z1 %
organickymi a anorganickymi latkami. Mezi anorganické latky obsazené v plazmé patii
kationty (Na*, K*, Ca?*, Mg*, Fe**, Cu?* a Co?), anionty (CI, Br, I', fosfaty,
uhli¢itany a sirany) a plyny (O,, CO, a N,). Organickymi latkami obsazenymi v krevni
plazmé jsou bilkoviny (albuminy, globuliny, fibrinogeny a faktory krevniho sraZeni),
sacharidy a tuky. (Pecka, 2002)
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Experimentalni ¢ast:

Cilem prace je vyhodnotit chovani vlakennych materiald PLC, PLCL a jejich blendid
v krevni plazmé z pohledu degradace materidlu. Pozorovat vahovy ubytek vzorkd,
zménu molekulové hmotnosti materidlu, zménu morfologie vrstev a adhezi proteind.

3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie

30% akryl-bisakrylamid mix
Accuorange barvivo
Accuorange pufr 10 x

APS — amonium persulfat
Azid sodny

BSA — hovézi sérovy albumin
Bromfenolova modf
[-mercaptoethanol

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo Bradfordové
Dusic¢nan sttibrny AgNO3
EDTA

Formaldehyd 37%

Glycerol

Glycin VWR

Chloroform 99,8%

Krevni plazma

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Methanol

PCL

PLCL

Protein MW Marker, Wide Range K494
Sodium dodecyl sulfat — SDS
Thiosiran sodny pentahydrat
Tris

TEMED
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Amresco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
LachNer
Sigma-Aldrich
VWR International
Amresco

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma

Penta

Roth

International

Penta

Transfuzni oddéleni KNL
Penta

Penta

Penta

Amresco
Sigma-Aldrich
Lachema Neratovice
Amresco
Sigma-Aldrich
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3.2. Pristroje a programy

Rastrovaci elektronovy mikroskop Vega 3 SB

Spektrofotometr ELx808

pH metr pH700

SDS-PAGE elektroforéza - miniprotean
LUNATM Cell Counter, model L10001
Power Pac HC

Centrifuga Z36HK

Cirkulovana digitalni vodni lazen
Quorum Q50ES

Hlubokomrazici box MDF-033V
Centrifuga 5414C Gerétebau

CO, inkubator NB-203XL

Bio Il Advance

Spektrofotometr Spark
HAAKE ™ Roto Visco 1 Thermo

PocketDyne

Biological Thermostat BT 120
NIS Elements AR

Graph Pad
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Tescan

Biotek

Eutech Instruments
Bio rad

Logos Biosystems
Bio rad

Hermle Labortechnik
Lab tech

Quorum technologies
Sanyo Electric
Eppendorf

N-biotek

Telstar

Tecan
Fisher Scientific

Kriss

Laboratorni pfistroje Praha
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3.3. Priprava roztoku

3.3.1. PBS

Chemikalie pro pfipravu PBS jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Vsechny uvedené
chemikalie se smichaji, pH roztoku se upravi na hodnotu 7,4 a objem roztoku se doplni
destilovanou vodou do celkového objemu 1 1. Roztok se nasledné prefiltruje, ptipadné
sterilizuje.

Tabulka ¢. 2: Chemikalie pro pripravu PBS

Chemikalie Mnozstvi
Destilovana voda 800 ml
Chlorid sodny 8¢
Chlorid draselny 0,29
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu
. 3,639
sodného

Dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,249

3.3.2. PBS s azidem sodnym 0,02 hm. %

Piiprava roztoku PBS je shodna s piipravou v kapitole 3.3.1. Nasledné byl
umichan roztok o objemu 500 ml dle rozpisu v tabulce ¢. 3, tak, aby vysledna
koncentrace azidu sodného byla 0,02 hm. %.

Tabulka ¢. 3: Chemikdlie pro pripravu PBS s azidem sodnym 0,02 hm. %

Chemikalie MnozZstvi
PBS 500 ml
Azid sodny 0,1¢g
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3.3.3. Krevni plazma s azidem sodnym 0,02 hm. %

Plazma byla rozmrazena z — 80 °C, ohtata ve vodni lazni na 37 °C a smichana
s azidem sodnym dle tabulky ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Chemikalie pro pripravu plazmy s azidem sodnym 0,02 hm. %

Chemikalie MnozZstvi
Krevni plazma 100 ml
Azid sodny 0,0002 g

3.3.4. Roztok pro desorpci proteinit z materidli

Ze vzorku i NC byly po inkubaci desorbovany pevné adherované proteiny
pomoci roztoku PBS s SDS hm. 1 %, ktery byl umichan podle rozpisu v tabulce ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: Chemikalie pro pripravu roztoku pro desorpci proteini

Chemikalie Mnozstvi
PBS 200 mi
SDS 29

3.3.5. Roztoky pro elektroforézu
Roztoky, které jsou potieba pro SDS-PAGE jsou Vv tabulce ¢. 6.

Tabulka ¢. 6: Chemikalie pro SDS-PAGE

Roztok SloZeni Roztok SloZeni
10% SDS 10 g SDS (sqdlum 1,5M Tris-HCI 9,09 g Tris
RT. 100 ml dodecyl sulfat) pH 6,8 40 ml dH,0
’ 90 ml destilovana RT, 50 ml pH upraveno HCI
voda (dH,0)
3,3ml dH,0 2,7 ml dH,O
4 ml 30% akryl- 0,67 ml 30% akryl-
12% . . o . , . .
polyakrylamidovy bisakrylamid m_|x 5% zaostiovaci bisakrylamid m_|x
. , 2,5ml 1,5M Tris gel 0,5 ml 1,5M Tris
‘1"5127/1";“‘ gel (pH 8,8) 4 mligel (pH 6,8)
J 0,1 ml 10% SDS 0,04 ml 10% SDS
0,1 ml 10% APS 0,04 ml 10% APS
0,004 ml TEMED 0,004 ml TEMED
1,5M Tris-HCIl pH | 18,7 g Tris 10% APS 1g AP? (amonium
8,8 80 ml dH,O 20°C. 10 ml persulfat)
RT, 100 ml pH upraveno HCI ’ 8 ml dH,0
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800 ml dH20

10 ml Tris-HCI pH
6,8
12 ml 10% SDS

10X SDS-PAGE 10 g SDS 2X SDS-’PAGE 30 ml glycerol
pufr . vzorkovy pufr
RT, 11 30.3gris 20°C, 100m1 | M
' 144,1 g glycin ’ merkaptoethanol
1,8 mg
bromfenolova modf
Doplnéno dH,0
12,5 ml2M Tris- 450 ml methanol
HCIpH 6.8 100 ml kyselina
5X SDS-PAGE 10gSDS CBB barvici octové
, 30 ml glycerol roztok . ,
vzorkovy pufr . . 450 ml destilovana
5 ml B- Staining solution
-20°C, 100 ml voda
mercaptoethanol RT,11 .
2,5 g Coomassie
52 ml 0,04% .
, . Brilliant Blue R-250
bromfenolova modf
i 450 ml methanol 450 ml methgnol
CBB odbarvovaci . ., 100 ml kyselina
100 ml kyselina SuSici roztok ,
roztok octova

Destaining solution
RT, 11

octova
450 ml destilovana
voda

RT,11

30 ml glycerol
420 ml destilovana
voda

3.3.6. Roztoky pro Accuorange

Pro analyzu proteini metodou Accuorange bylo tfeba umichat specialni roztoky
pro kalibraéni kiivku z roztoku PBS s BSA (2 mg/ml) a SDS 1 hm. % a barvici pufr dle

tabulky ¢. 7.
Tabulka ¢. 7: Chemikalie pro SDS-PAGE
Roztok SloZeni
50 ml PBS
PBS + BSA (2 mg/ml) + SDS hm. 1 % 0,59 SDS
0,19 BSA
9 ml dH,0

1 x accuorange pufr

1 ml Accuorange pufr 10 x
20 pl Accuorange barvivo
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3.4. Metody

3.4.1. Vyroba vlakennych vrstev

Vldkenné vrstvy pro tuto praci vyrobila Ing. Kristyna Havlickovd na
Nanospideru™ v laboratotich CX1 TUL z roztok dle tabulky ¢&. 8.

Tabulka ¢. 8: Roztoky pro vyrobu vidkennych vrstev

Koncentrace Rozpoustedlovy systém
[hm. %] poustediovy sy
Molekulova
8:1:1 kyselina hmotnost
PCL 10 octova:chloroform:ethanol [g/mol]
80 000
8:1:1 kyselina Pomér LA:PL
PLCL 1
¢ 0 octova:chloroform:ethanol 70:30
PCL:PLCL 1:1 10 81:1 kyselina i
octova:chloroform:ethanol
PCL:PLCL 1:3 10 8:1:1 kyselina i
octova:chloroform:ethanol
PCL:PLCL 1:3 10 8:1:1 kyselina i
octova:chloroform:ethanol

3.4.2. Stanoveni ploSné hmotnosti vlikenné vrstvy

Plosna hmotnost byla ur€ovana pomoci ¢tverce o velikosti 10 x 10 cm, aby byl
vysledek dostatecné piesny, ale nedochazelo k plytvani materidlem. Z ptivodniho
materidlu byl vystfizen ¢tverec o velikosti 10 x 10 cm, od podkladové vrstvy byl
oddélen vzorek a ten byl nasledné¢ zvaZen. Aby bylo dosazeno co nejpiesnéjsiho
vysledku, bylo vaZeni provedeno 3 x u kazdého materialu. Vysledné vahy byly nasledné
zprimérovany a vyjadieny v g/m?.
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3.4.3. Priiprava vzorkit pro SEM

Vzorky pro foceni na SEM byly vytvoieny jak z ptivodnich materiala, tak
z materidlli inkubovanych v plazmé¢, respektive PBS. Na kovovy ter¢ byla nalepena
oboustranna lepici paska. Tercik byl popsan a rozdélen na Ctyfi ¢asti z obou stran,
jednou zespodu lihovym fixem, jednou na horni ¢asti na lepici pasce. Na jednu polovinu
terée byl nalepen vzorek z obou stran, na druhou polovinu negativni kontrola z obou
stran. Na kazdém terc¢i byl vzorek i NC ze stejné¢ho dne. Na takto pfipravené vzorky
byla nanesena vrstva zlata o tloust'ce 14 nm. S vrstvou zlata na povrchu byly jiz vzorky
pripraveny k dalsi analyze.

3.4.4. Meéieni pruméri viiken

Priméry vldken byly méfeny v systétmu NIS ze snimkd z rastrovaciho
elektronového mikroskopu (SEM). Snimky byly vyfoceny pii zvétSeni 1 000 x, 3 000 X,
5000 x a 10 000x , pficemz méteni primérta vldken do této prace bylo provedeno pii
zvétseni 5 000 X. Méteni se provadi na Ctyfech snimcich, kdy z kazdého snimku je
proméfeno 25 vlaken v jedné linii, aby se predeslo subjektivnimu vybéru vlaken.
Celkovy pocet prométenych vlaken je 100 od kazdého materialu. Z naméfenych hodnot
byl nasledné vypocten pramer a smerodatnd odchylka.

3.4.5. Priprava vzorkii pro testovdani v plazmé/PBS

Vzorky pro experiment byly nejprve pouze z PCL a PLCL a nasledné i z blendu.
Pro optimalizaci procesu byly pouzity pouze PCL a PLCL vzorky o hmotnosti
(50 + 2,5) mg. Pro samotny experiment byly ptipraveny vzorky z PCL, PLCL a jejich
blendii o hmotnosti (10 = 0,5) mg. Z materiali, smotanych do roli, byly vystfizeny
obdélnicky, které byly nasledné zvazeny, tak aby se co nejvice blizily pozadované
hmotnosti, pfipadné aby byla trochu vyssi, jelikoz bylo Zadouci mit vzorky z jednoho
kusu. Tvar vzorkt musel byt uzptsoben tak, aby byl vzorek pfi nasledné inkubaci cely
ponofen. Vzorky, které mély odpovidajici vahu a tvar, byly umistény do uzaviratelnych
zkumavek o objemu 15 ml. Vic¢ka na zkumavkach nesméla byt Gplné dotazena z diivodu
nasledné sterilizace.

Pro optimalizaci procesu bylo pfipraveno 30 vzorkli od obou materiald.
U experimentu bylo piipraveno 15 vzorki od kazdého materialu, pficemz pocet vzorkl
se lisil v zavislosti na délce experimentu a ¢etnosti planovanych odbért.

Takto pripravené vzorky byly umistény do folie, ktera byla na obou stranach
zatavena. Vzorky ve folii byly sterilizovany ethylenoxidem pii pokojové teploté po
dobu 12 hodin. Po sterilizaci byly vzorky ponechany 3 — 4 tydny v pokojové teploté
V uzaviené folii, aby doslo k jejich odvétrani.
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3.4.6. Stanoveni molekulové hmotnosti pomoci gelové permeacni
chromatografie - piiprava vzorkii

Vzorky pro stanoveni molekulové hmotnosti pomoci gelové permeacni
chromatografie byly ptipraveny ze vzorkll inkubovanych v plazmé a z NC. Z kazdého
materidlu z kazdého dne byly pfipraveny vzorky o hmotnosti 4 mg, které byly umistény
do malych sklenénych uzaviratelnych zkumavek. Navdzené vzorky byly rozpustény
V tetrahydrofuranu, aby vysledna koncentrace proteini byla 1 g/ml. Po rozpusténi
vzorkli byly roztoky prefiltrovany pies teflonovy filtr a nasledné zmeéteny. Méfeni
provadél Ing. Vit Novotny, CXI TUL.

3.4.7. Stanoveni specifického povrchu

Stanoveni specifického povrchu materiali pro experiment provadéla Ing. Jana
Karpiskova, Ph. D., CXI TUL. Vzorky byly nejprve odplynovany ve vakuu pti 40 °C
po dobu 24 hodin a nasledné byla proméfena adsorpce kryptonu pfi teploté kapalného
dusiku.

3.4.8. Priprava krevni plazmy

Krevni plazma, kterd byla pouzita v této praci, pochazi z transfizniho oddéleni
Krajské nemocnice v Liberci. Pro testovani vzorkd byly pouzity 3 zéasobni vaky
s identifika¢nimi Cisly:

1. C20411700647220, A, Rh+
2. C20411700620620, A, Rh+
3. C20411700647920, AB, Rh+

Zasobni vaky plazmy byly rozmrazeny z — 80 °C, ve vodni lazni ohfaty na 37 °
C a nasledné v laminarnim boxu smichdny dohromady. Ke smichanym plazmam byl
nasledné pfidan azid sodny, aby vznikl roztok o koncentraci 0,02 hm. %. Azid sodny se
do plazmy piidava, aby se piede$lo mikrobialni kontaminaci. Plazma byla poté
rozdélena do zkumavek po 50 ml a 15 ml, které byly fadné popsany a uloZeny
v mrazaku v — 80 ° C. Velikost zkumavek pro uchovani plazmy byla zvolena tak, aby
bylo mozné rozmrazit vzdy jen potfebné mnozstvi plazmy a nedochazelo tak k plytvani
nebo znehodnoceni.
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3.4.9. Testovani vzorkit v plazmé/PBS

Sterilni vzorky byly v laminarnim boxu vyndany z folie a rozdéleny do dvou
stojankti. V jednom byly umistény vzorky, které byly pouzity pro inkubaci v plazmé
s azidem sodnym, v druhém NC, které byly umistény v PBS s azidem sodnym. Plazma
i PBS byly rozpipetovany po 3 ml do jednotlivych zkumavek o objemu 15 ml tak, aby
vzorky byly celé ponofeny. Oba stojanky byly umistény v inkubatoru a skladovany pii
teploté 37°C.

Kazdych 7 dni probihala vyména plazmy a PBS ze zkumavek, ktera byla
provadéna v laminarnim boxu. Vzorky byly vyndany z inkubatoru a pfesunuty do boxu,
kde z nich byla vylita star$i plazma a PBS, a nasledné rozpipetovana nova plazma
a PBS.

Kazdy odbérovy den byl odebran vzorek plazmy od kazdého materialu, ktery byl
nasledné pouzit k dalsi analyze. Vzorky byly odebrany od kazdého materidlu po tfech
vzorcich z plazmy a po dvou NC. Vsechny vzorky byly proplachnuty v PBS, nejprve
byla vylita plazma, respektive PBS, ve které byl vzorek ponoifen. Nasledn¢ byly
2 x nality 2 ml PBS do zkumavky, ktera byla protfepana a PBS vylito. Vzorek byl pak
vyjmut ze zkumavky a jesté jednou proplachnut v PBS. Dva vzorky a jedna NC byly
umistény do misticek tak, aby uschly. Posledni vzorek a NC byly ponechany
v zavienych zkumavkach, u kterych bylo vicko omotano parafilmem. Takto uzaviené
vzorky byly uchovany v lednici pro naslednou analyzu adsorbovanych proteind.

3.4.10. Elektroforéza SDS - PAGE

Elektroforéza SDS - PAGE je elektroforéza v ptitomnosti dodecylsiranu
sodného v polyakrylamidovém gelu. Vyuziva se pro stanoveni proteinli obsazenych ve
vzorcich a jejich rozdéleni na zékladé molekulové hmotnosti.

Z roztokli s desorbovanymi proteiny, respektive oplachit NC, bylo odebrano
32 wl pro smichani s 8 ul vzorkovaciho pufru 5x koncentrovaného. Markeru Wide
Range K494 bylo ptipraveno celkem 15 pl, ztoho 12 pl markeru a 3 pl pufru
5x koncentrované¢ho. Vzorky plazmy bylo tieba nejprve 100 x — 200 x rozfedit, tzn.,
bylo smichano 5 pl plazmy s 495 ul dH0, ptipadné 2,5 pl plazmy a 497,5 ul dH-O.
Vzorky pro SDS — PAGE se pak pfipravovaly stejné jako roztoky desorbovanych
proteinti. VSechny vzorky smichané s pufrem byly 10 minut zavateny. Elektroforéza
byla nejprve nastavena na 70 V po dobu 20 minut a nasledné na 120 V do doby, nez
vzorky dosahly druhého konce gelu.
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Po ukonéeni elektroforézy byly vzorky obarveny v Coomassie Brilliant Blue
R-250 (CBB) po dobu 24 hodin a nasledné odbarveny v odbarvovacim roztoku po dobu
24 hodin. Tento proces vede k obarveni proteint, které pak maji tmavé modrou barvu
a jsou snadno pozorovatelné. Odbarvené gely byly vyfoceny a nasledné vysuSeny
V susicim roztoku.

3.4.11. Stanoveni koncentrace adherovanych proteinii

Metoda podle Bradfordové

Jednd se o metodu stanoveni koncentrace proteini pomoci jejich interakce
s CBB v kyselém prostfedi. Vzorky maji nejprve hnédo — cervenou barvu, ktera se po
navazani CBB méni na modrou. Takto pfipravené vzorky se nasledné¢ vyhodnocuji
pomoci spektrofotometrického méteni pii vinové délce 595 nm. (Bradford, 1976) Pro
vyhodnoceni je tieba pfipravit kalibracni kiivku (graf ¢. 1) z hovéziho sérového
albuminu (BSA). Jeji ptiprava je popsana v tabulce ¢. 9.

Tabulka ¢. 9: Postup pripravy kalibracni krivky pro BSA

Roztok BSA [ul] H20 [ul] Finalni koncentrace [pug/ml]
10 90 1
20 80 2
40 60 4
60 40 6
80 20 8
100 0 10

Kalibracni krivka

1.01
— -e— Kalibracni kfivka
g 0.94
3 - y = 0,003x + 0,569
78’ ' R?=0,9953
& 071
o]
5
2 0.6
<

05 L] T 1

0 50 100 150

Koncentrace BSA [ug/mil]

Graf ¢. 1: Kalibracni kiivka BSA pro stanoveni koncentrace proteinii dle Bradfordové
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Metoda Accuorange

Accuorange je velmi citliva spektrofotometrickd metoda, ktera se pouziva pro
stanoveni koncentrace proteinii ve vzorcich (excitace/emise = 480/598 nm). Jedna se
o metodu citlivéjsi, nez ostatni spektrofotometrické metody. Lze s ni detekovat vzorky
V koncentracich od 0,1 do 15 ug/ml, emitujici zéafeni je stabilni az 16 hodin a rozdily

mezi jednotlivymi typy proteinil jsou zanedbatelné. Maximalni mozna koncentrace SDS
pro tuto metodu je 0,01 %. Aby bylo mozné méfeni provést, je tfeba smichat vzorky
s Accuorange pufrem 1x. Pro hodnoceni je tfeba nejprve pripravit kalibra¢ni kiivku dle

tabulky ¢. 10.

Tabulka ¢. 10: Postup pripravy kalibracni kiivky BSA pro Accuorange

Objem roztoku

Objem Accuorange

Koncentrace BSA

BSA pufru 1x [ng/ml]
7,5 wl roztoku PBS
A + BSA (2 mg/ml) + 1mil 15
SDS 1%
B 333 ul roztoku A 167 pl 10
C 250 pl roztoku B 250 ul 5
D 250 pl roztoku C 250 ul 2,5
E 200 pl roztoku D 300 pl 1
F 250 wl roztoku E 250 ul 0,5
G 250 pl roztoku F 250 pl 0,25
H 100 pl roztoku G 150 pl 0,1
I 0 250 pl 0
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4. Vysledky a diskuze

V této praci byla testovana interakce krevni plazmy s vldkennymi materialy,
konkrétn¢ PLC, PLCL a jejich blendy v pomérech PCL:PLCL 1:1, 1:3 a 3:1. Materialy
byly nejprve analyzovany — prob¢hlo stanoveni plosnych hmotnosti, nasnimani pomoci
SEM, méfeni primért vldken a zméteni specifického povrchu. Testovani vzorkid bylo
provedeno inkubaci materialti v plazmé, respektive PBS po stanovenou dobu a odbér
vzorkt probihal v pravidelnych intervalech. Po inkubaci byla ¢ast vzorkd ususSena
a pouzita pro naslednou analyzu pomoci SEM, GPC a hmotnostniho ubytku. Z ¢asti
vzorkll byla provedena desorpce proteinti a nasledna analyza s pouzitim SDS-PAGE
a stanoveni koncentrace proteint metodou dle Bradfordové a metodou Accuorange.

4.1. Optimalizace testovani interakce krevni plazmy s vlakennymi
materialy

Pfed samotnym experimentem musela probéhnout optimalizace celého procesu
testovani, coz se tykalo doby inkubace, intervalu mezi odbéry vzorkd, velikosti vzorkt
a oplachu jednotlivych vzorkd. Pro optimalizaci byly pouzity vzorky PCL a PLCL,
hmotnost vzorkll byla (50 £ 2,5) mg, objem plazmy pro inkubaci vzorkii byl 5 ml,
celkova doba inkubace 35 dni, odbér vzorka a vyména plazmy kazdych 7 dni.

4.1.1. Morfologie vstupnich materidalii

Materialy pro vzorky byly pfed testovanim charakterizovany z hlediska
morfologie: plosné hmotnosti a priméri vlaken.

Plo$né hmotnosti vldkennych materiald pouzitych pro optimalizaci procesu
inkubace byly méteny dle kapitoly 3.4.2. a praiméry vlaken dle kapitoly 3.4.4. Hodnoty
obou téchto méfeni jsou zaneseny Vv tabulce ¢.: 11. Na snimcich ze SEM (obr. 10 a 11)
jsou zobrazeny vlakenné vrstvy pied inkubaci v plazmé.

Tabulka ¢. 11: Plosné hmotnosti a prumeéry vidaken vidkennych vrstev pro optimalizaci

Plogna hmotnost [ /mz] Primérné hodnota priméru vlaken + smérodatna
8 odchylka [pm]
PCL 21,87 1,097 + 0,605
PLCL 12,55 1,407 £ 0,609
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WD: 17.52 mm Det: SE 10 pm WD: 17.71 mm Det: SE
View field: 55.3 ym  Date(m/dly): 01/23/17 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 01/23/17 FT TUL Liberec

Y. y
PNIA

> .~‘ %

Obr. ¢. 10: Snimky vidkennych vrstev vstupnich materialii: a) PCL, b) PLCL,
zvetseni 5 000 x, meritko 10 um

4.1.2. Sledovani interakce testovanych viikennych materialii
S krevni plazmou

Testovani vzorkd probihalo v krevni plazmé z transfizniho oddéleni KNL.
Kromé vzorkli byly testovany i negativni kontroly, které byly inkubovany v PBS.
Hmotnost vzorki pro optimalizaci procesu inkubace byla zvolena (50 + 2,5) mg, délka
inkubace stanovena na 35 dni, odbér vzorkil kazdych 7 dni a vyména plazmy také
kazdych 7 dni. Vzorky byly inkubovany v 5 ml plazmy, respektive PBS. Pfi odbéru
vzorkll bylo dilezité optimalizovat také oplach materialt, ktery mél za tikol odstranit
Z materialt slabé adherované proteiny.

Vyhodnoceni vysledki testovani bylo provedeno sledovanim zmén hmotnosti
vzorki, zmén morfologie vzorkl, zmén molekulové hmotnosti polymeru pouzitim GPC
a analyzou adherovanych proteini metodami SDS-PAGE a spektrofotometricky
(metoda dle Bradfordové a metoda Accuorange).
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Sledovani hmotnostnich zmén vzorki

Z grafu ¢. 2 je patrné, ze dochézelo k pfirGstku hmotnosti vzorka inkubovanych
Vv plazmé. Vykyvy vtomto grafu jsou zplsobeny postupnou optimalizaci oplachu
vzorkli po inkubaci v plazmé. Zejména vzorky z prvniho dne ziistaly i po uplném
uschnuti mirné zazloutl¢, ¢imz se da vysvétlit velky hmotnostni pfirastek. Béhem
inkubace dochazelo i k nartistu hmotnosti NC, ktery byl zpisoben ziejmé Krystalizaci
PBS na povrchu vlaken.

Hmotnostni zména vzorku - optimalizace

150-
= -~ PCL
s 140 = PLCL
3 -x- PCLNC
N 1307 _¥. PLCL NC
=
»  120A g
g ------------- i-——__‘
‘s 110 _____________ L S 4
E -
I
1004 : . : .

Graf ¢. 2: Hmotnostni zména vzorkit béhem optimalizace
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Hodnoceni zmén morfologie materidlu v prithéhu testovdani

Béhem inkubace materiald, jak v plazmé¢, tak v PBS, je patrna zména morfologie
material. Adherované proteiny tvofi povlak na povrchu vlaken a misty dochazi i ke
slepovani jednotlivych vlaken. Na nasledujicich snimcich je zachycen rozdil mezi
pivodnim materidlem a materidlem inkubovanym v plazmé po 1 a 35 dni béhem
optimalizace inkubace materialu.

Na snimcich (obr. ¢. 12 a ¢. 13) lze pozorovat zménu povrchu vlaken vlivem
adheze proteinti. Z toho divodu byly méfeny priméry vldken pouze u ptivodnich
materiadlt, jelikoz na nékterych snimcich nebylo mozné meéteni provést vzhledem

k velké vrstvé adherovanych proteint, které zplsobily nerovnomérnosti a nemoznost
rozeznat okraj vlaken.

5 ) 7 W
SEMHV: 200KV SEMMAG: 5.03kx | VEGA TESCAN SEMHV: 200KV SEM MAG: 5.02 kx | VEGA3 TESCAN|
WD: 11.34 mm Det: SE 10 pm WD: 10.82 mm [
View fleld: 55.0 ym  Date(midiy): 03/08/18 FT TUL Liberec View fleld: §5.2 ym  Date(m 8/ FT TUL Liberec

SEM HV: 200KV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WO: 17.47 mm Det:
View fleld: 55.4 ym  Date{m/dly): 0172317 FT TUL Liberec

Obr. ¢. 11: Snimky z elektronového mikroskopu vidkenného PCL: a) piivodniho
materialu, b) po 1 dni inkubace v plazme, c) po 35 dnech inkubace v plazme,
5 000 x, meéritko 10 um

¥ . . » A\ B
SEM HV: 20.0 KV G: % SEMHV: 200KV SEM MAG: 5.00 kx VEGAS TESCAN SEMHV: 200KV | S VEGA3 TESCAN|
WD: 17,71 mm e WD: 17.17 mm Det: SE 10 um WD: 15,60 mm Det: SE
View field: 55.4 im  Date(m/diy): 0123117 FT TUL Liberee View fleld: 55.4 ym  Date(mid/y): 07114117 FT TUL Liberec View fleld: §5.7 ym _ Date(midly): 07/18/17 FT TUL Liberec

Obr. ¢. 12: Snimky 7 elektronového mikroskopu viakenného PLCL: a) pitvodniho
materidlu, b) po 1 dni inkubace v plazme, ¢) po 35 dnech inkubace v plazmeé,
5 000 x, meritko 10 um
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Stanoveni molekulové hmotnosti pouZitého polymeru pomoci gelové permeacni
chromatografie

Zgrafit ¢. 3 a ¢ 4 lze pozorovat, ze dochazi k posunu retenéniho casu
u nékterych vzorkl po delsim Case inkubace, a to zejména u PLCL, kdy je patrny posun
i u NC. Pro ovéfeni, zda se jedna i o zménu molekulové hmotnosti (a tedy degradace)
by bylo vhodné udélat detailngjsi analyzu molekulové hmotnosti.
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Graf'¢. 3: Stanoveni molekulové hmotnosti PCL metodou GPC
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Graf ¢. 4: Stanoveni molekulové hmotnosti PLCL metodou GPC
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4.1.3. Analyza proteinit adherovanych na materidlech

Proteiny byly ze vzorkli desorbovany v roztoku PBS s1 % SDS. V tomto
roztoku byly materidly inkubovany v rota¢nim inkubatoru pfi teplot¢ 37 ° C, po dobu
1 hodiny a roztoky byly nasledn¢ zmrazeny na — 20 ° C. (Li et al., 2012) Proces
desorpce proteini z povrchu materialu, byl opakovan 2 x, aby se ovéfilo, zda doslo
k desorpci vsech proteinti uz po prvni procedure, nebo je tieba ho opakovat.

Po desorpci proteinii z materidlu byla provedena jejich analyza pomoci SDS-
PAGE (elektroforéza) a stanoveni jejich koncentrace spektrofotometricky (metodou dle
Bradfordové a metodou Accuorange).

Elektroforéza SDS — PAGE

Elektroforéza SDS — PAGE byla provedena spiavodni krevni plazmou,
s plazmou, ve které¢ byly inkubovany materidly a s roztoky proteinii desorbovanych
z materiall. Nasledujici snimky zachycuji elektroforézy z materidlt a plazmy
vytvofenych béhem optimalizace experimentu. Ke kvantifikaci vysledki byl pouZit
marker Wide Range K494 — 212 /116 /97,4/66,2/40/31/21 /14,4 kDa

Z vysledki SDS-PAGE (obr. ¢.: 14 - 17) je patrné, Ze proteiny zistaly
adherované na vzorcich i po prvnim oplachu, i kdyz je ziejmé, ze v mnohem mensi
koncentraci. Také na nich lze pozorovat, ze nedochéazi k vyrazné zméné koncentrace
naadherovanych proteini mezi jednotlivymi odbérovymi dny. Rozdilné koncentrace

adherovanych proteini vypovidaji o nerovnomérném oplachu a nejspiSe
1 nerovnom&mém smoceni vzorkd v plazmé kvili velikosti a tésnému smotani vzorkl
ve zkumavce.

Obr. ¢. 13: 12 % SDS — PAGE, analyza Obr. ¢. 14: 12 % SDS — PAGE, analyza
proteinii adherovanych na PCL z prvni proteiniit adherovanych na PLCL z prvni
desorpce, M — marker, 1 — puvodni desorpce, M — marker, 1 — puvodni
plazma pouzitd 1. — 14. den 200 x redeénd, plazma pouzita 1. — 14. den 200 x rFedeénd,
2 — puvodni plazma pouzita 21. a 28. den 2 — puvodni plazma pouZita 21. a 28. den
200 x redena, 3 — l.den, 4 — 7. den, 200 X redend, 3 — l.den, 4 — 7. den,
5 - 14. den, 6 — 21. Den, 7 — 28. den, 5 — 14. den, 6 — 21. Den, 7 — 28. den,
8- 35.den, 9 - NC 35. den 8 - 35 den, 9 - NC 35 den
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Obr. ¢. 15: 12 % SDS — PAGE, analyza
proteinit adherovanych na PCL z druhé
desorpce, M — marker, 1 — puvodni
plazma pouzitd 1. — 14. den 200 x redénd,
2 — puvodni plazma pouzita 21. a 28. den
200 x redend, 3 — l.den, 4 — 7. den,
5 — 14. den, 6 — 21. Den, 7 — 28. den,

Obr. ¢. 16: 12 % SDS — PAGE, analyza
proteini adherovanych na PLCL z druhé
desorpce, M — marker, 1 — puvodni
plazma pouzita 1. — 14. den 200 x redénd,
2 — puvodni plazma pouzita 21. a 28. den
200 x redend, 3 — l.den, 4 — 7. den,
5 — 14. den, 6 — 21. Den, 7 — 28. den,

8 - 35. den, 9 — NC 35. den 8 - 35. den, 9 — NC 35. den

Metoda podle Bradfordové

Vyhodnoceni celkové koncentrace proteinti bylo provedeno dle metody popsané
Vv kapitole 3.4.9. Byly pfipraveny vzorky smichanim 20 pl roztoku s desorbovanymi
proteiny a 180 pl Bradfordova ¢inidla. Takto pfipravené vzorky je mozné pouzit
k testovani. Roztoky pro méfeni koncentrace byly pfipraveny z roztokti prvni desorpce
proteint z materialti PCL a PLCL pouzitych k optimalizaci testovani.

Pokud jsou porovnany vysledky z elektroforézy (obr. ¢.: 14 - 17) a metody dle
Bradfordové (graf. ¢.: 5), u vysledka z elektroforézy nejsou ptitomny zadné proteiny
u NC obou materialii, kdezto u metody dle Bradfordové vykazuji téméf stejné hodnoty
koncentrace jako vzorky inkubované v plazmé, coz lze vyCist zgrafu ¢ 5.
Jak se ukazalo problémem této metody je citlivost na pfitomnost SDS ve vzorcich.
Vzhledem k tomu, Ze byl SDS obsaZen v roztoku, kterym byla provadéna desorpce
proteint z povrchu materialii, nejsou hodnoty koncentrace proteini vypovidajici. Proto
bylo tieba zvolit jinou metodu, v tomto piipadé byla k dispozici fluorometricka metoda
Accuorange.
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Stanoveni koncentrace proteinti dle Bradfordové
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Graf ¢. 5: Stanoveni koncentrace proteinii dle Bradfordové
Metoda Accuorange

Vzorky pro stanoveni celkové koncentrace metodou Accuorange byly
ptipraveny smichanim 5 pl roztoku s desorbovanymi proteiny roziedéného 1:1 s PBS

a 250 pl Accuorange pufru 1x. V nasledujicich grafech je kalibracni kiivka pro
Accuorange, graf. ¢. 6, a koncentrace desorbovanych proteinu, graf. ¢. 7. Tuto metodu
je mozné pouzit, jelikoz nedochazi k faleSné pozitivni reakci s €inidlem, a vysledky
odpovidaji pozorovani z SDS-PAGE (tedy nerovnomérny oplach). V tomto testovani
oba testované materialy vykazovaly srovnatelnou adhezi proteint.

‘eKalibraéni kfivka Accuroange - optimalizace
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Graf ¢. 6: Kalibracni krivka pro Accuorange
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Koncentrace proteini metodou Accuorange - optimalizace
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Graf ¢. T: Stanoveni koncentrace proteinit metodou Accuorange

4.2. Testovani rozSifené sady vlakennych materiali v krevni
plazmé

Pfedmétem testovani pro tento experiment byly vrstvy mikrovlaken, vyrobené
pomoci metody elektrospinning. Materialem pro vyrobu vrstev bylo PCL, PLCL a jejich
blendy v pomérech PCL:PLCL 1:1, 1:3 a 3:1. Na zaklad¢ optimalizace byla hmotnost
jednotlivych vzorkl snizena na (10 = 0,5) mg. Behem optimalizace byly vzorky pfilis
velké a byly velmi t€sn€ smotany uvniti zkumavky, ¢imz dochazelo k nerovnomérnému
smoceni a nerovnomérné adhezi proteinii. Vzorky odpovidajici vahy a vhodného tvaru
byly umistény do uzaviratelnych zkumavek o objemu 15 ml a nasledné vysterilizovany.
Vzorky byly inkubovany ve 3 ml plazmy, respektive PBS, délka inkubace byla
prodlouZena na 56 dni, interval mezi odbéry vzorkl prodlouZen na 28 dni a vymeéna
plazmy ponechana na 7 dni. Dale byla po testovani interakce vlakennych materialt
s krevni plazmou provedena charakteristika pomoci morfologie, specifického povrchu
a GPC.

4.2.1. Charakteristika vstupnich materialit

Pfed testovanim byly vstupni materidly charakterizovany pomoci plosné
hmotnosti vlakennych vrstev (fabulka ¢. 12), méfenim praméru vlaken (tabulka ¢. 712
a graf ¢. 8) a stanovenim specifického povrchu (tabulka ¢. 12). Na snimcich ze SEM
(obr. ¢. 18 - 22) jsou zobrazeny vstupni vldkenné vrstvy. Vzhledem Kk hodnotam
V tabulce ¢. 12 jsou materialy srovnatelné jak v hodnotach plosné hmotnosti, tak
v hodnotach prameért vlaken. Specificky povrch jednotlivych materiali se velmi lisi,
nejveétsi ma PCL a je zde zfejmy trend zvétSujiciho se specifického povrchu se
vzrustajicim obsahem PCL.
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Tabulka ¢. 12: Plosné hmotnosti a prumeéry viaken viakennych vrstev pro testovani

Priimérna hodnota
Plo$na hmotnost pruméru vldken + Specificky
[9/m?] smérodatna odchylka | povrch [g/m?]
[nm]
PCL 42,05 +2,27 1,07+ 0,57 2,59
PLCL 42,97 +0,99 1,43 40,53 1,00
PCL i-ZLCL 39,81 £2,75 1,12+ 0,46 1,83
PCL i_ZLCL 39,79 £ 3,58 1,034 0,56 1,52
PCL 3:_2"0" 38,62 + 2,00 0.94 £ 0,41 2,17

Pruméry viaken mikrovlakennych vrstev - testovani
4..
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Graf ¢. 8: Prumery viaken viakennych materialu
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< S 2 !‘f 4 < y > 4 I -
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx ‘ SEM HV; 20,0 kV SEM MAG: 5.00 kx | | VEGAS TESCAN| SEM HV: 20.0 kV. SEM MAG: 5.00 kx 1 VEGAS TESCAN|

WD: 17.69 mm Det: SE 10 m WD: 15.73 mm Det: SE 10 pm WD: 17.75 mm Det: SE 10 pm
Viow fiold: 56.4 ym _ Dato{midly): 10/30/17 FT TUL Liberec Viow fiold: 56.4 ym _ Dato{midly): 11/02/17 FT TUL Liborec Viow fiold: 56.4 ym _ Dato{m/dy): 10/30/17 FT TUL Liberec

N A \

SEM HV:20.0KV  SEM MAG: 5.00 kx | VEGAS TESCAN SEM HV:200kV  SEMMAG:SO0kx | | |||
WD: 15.73 mm Det: SE 10 ym. WD: 17.94 mm Det: SE 10 ym

View field: 55.4 pm  Date(m/dly): 11/02/17 FT TUL Liberec View field: 55.4 pm  Date(m/dly): 10/30/17

Obr. ¢. 17: Snimky vidkennych vrstev: a) PCL, b) PCL:PLCL 3:1, ¢) PCL:PLCL 1:1,
d) PCL:PLCL 1:3, e) PLCL, vstupniho materidlu, zvetseni 5 000 x, méritko 10 um

4.2.2. Sledovdani interakce testovanych vlikennych materidalii
S krevni plazmou

Vyhodnoceni interakce vlakennych materialti s krevni plazmou bylo provedeno
pozorovanim zmény morfologie na snimcich SEM, zménou hmotnosti vzorkli, zménou
molekulové hmotnosti metodou GPC. Analyza desorbovanych proteinti byla provedena
SDS-PAGE a spektrofotometricky metodou Accuorange.
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Hodnoceni zmén morfologie materidlu v pritbéhu testovdini

Na nasledujicich snimcich (obr. ¢ 23 — 27) lze pozorovat zménu morfologie
vlaken vlivem inkubace v plazm¢. Snimky byly pofizeny z plivodnich materialii, po 1
a po 56 dnech inkubace. Vlivem pusobeni krevni plazmy dochazi k obaleni vlaken
adherovanymi proteiny, V nékterych materialech tvoii adherované proteiny vrstvy uvnitf
materialu a misty dochazi i ke slepeni jednotlivych vlaken.

X R < e
SEM HV: 200kV | SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAI SEM HV:200kV  SEMMAG:SO1kx | || | SEM MAG: 5,00 kx
WD: 17.85 mm Det: SE WD: 1116 mm Det: SE 10 pm

View fiold: 56.3 ym | Date(m/dly): 10/30/17 FT TUL Liberec Viow fiold: 56.3 ym _ Dato(m/dly): 03/1318 FT TUL Liberec

Det SE
View field: 5.4 ym  Date(midiy): 03/26/18 FT TUL Liberec

Obr. ¢. 18: Snimky 7 elektronového mikroskopu viakenného PCL: a) piivodniho
materialu, b) po 1 dni inkubace v plazme, c) po 56 dnech inkubace v plazme,
5 000 x, meéritko 10 um

: /'/\‘y/ 4

SEMHV: 200KV SEM MAG: 5.00 kx SEMHV:200KV | SEMMAG:499kx || | VEGAS TESCA|
WD: 17.92 mm Det: SE 10 um WD: 11.22 mm Det: SE 10 um
View fieid: 65.4 ym _ Date(midly): 10/30/17. FT TUL Liberec View fleld: 55.5 im | Date(m/dly): 03113118 FT TUL Liberec

y £
SEMHV: 200KV | SEM MAG: 4.99 kx VEGAS TESCAN

WD: 12.02 mm Det: SE 10 pm
View field: 65.4 pm  Date(midly): 03/26/18 FT TUL Liberec

Obr. ¢. 19: Snimky 7 elektronoveho mikroskopu viakenného PLCL: a) piivodniho
materialu, b) po 1 dni inkubace v plazme, ¢) po 56 dnech inkubace v plazme,
5 000 x, meritko 10 um
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. - . 4 ! - ALl Y ¥ 3 Vv
SEM HV: 20.0 kv SEM HV:20.0kV  SEM MAG: 6.00 kx SEM MAG:
WD: 17.74 mm WD: 11.28 mm Det: SE 10 pm WD: 12.13 mm Det: SE
View fleld: 56.3 ym  Date(midly): 10/30/17 FT TUL Liberec View field: 66.3 um _ Date(midly): 03/13/18 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date{m/dly): 03/26/18 FT TUL Liberec

Obr. ¢. 20: Snimky z elektronového mikroskopu viakenného PCL:PLCL 1:1:
a) puvodniho materialu, b) po 1 dni inkubace v plazme,
C) po 56 dnech inkubace v plazmé, 5 000 x, méritko 10 um

.4 -4 P - | f Sl | T
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 6.00 kx 1 VEGAS TESCAI SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | 1 kv SEM MAG: .00 kx | VEGA3 TESCAN
'WD: 15.78 mm Det: SE 10 pm WD: 11.34 mm Det: SE 10 pm m Det SE 10 pm
View field: 56.4 ym  Date(m/dly): 11/02/17 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 03/13/18 FT TUL Liberec liew pm  Date(m/dy): 03/28/18 FT TUL Liberec

Obr. ¢. 21 Snimky 7 elektronového mikroskopu viakenneho PCL:PLCL 1:3:
a) prvodniho materidlu, b) po 1 dni inkubace v plazme,
C) po 56 dnech inkubace v plazmé, 5 000 x, méritko 10 um

=g\ el AW S M W 3 ; /
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAI SEM HV: 20.0 kV/ SEM MAG: 5.00 kx i SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
‘WD: 16.73 mm Det: SE 10 pm WD: 11.89 mm Det: SE 10 ym WD: 4 mm Det: SE 10 pm
View field: 66.4 ym  Date{m/dly): 11/02/17 FT TUL Liberec View field: §6.3 um  Date(m/dly): 03/20/18 FT TUL Liberec View field: 55.4 um  Date(m/diy). 03/29/18 FT TUL Liberec

Obr. ¢. 22: Snimky 7 elektronového mikroskopu viakenného PCL:PLCL 3:1:
a) puvodniho materidalu, b) po 1 dni inkubace v plazmé, ¢) po 56 dnech inkubace v
plazmé, 5 000 x, méritko 10 um
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Hmotnostni ubytek vzorkii

V grafu ¢ 9 je vidét velky hmotnostni narist vlivem adheze proteint a to i po
24 hodinéach. Nasledny pokles hmotnostniho pfirtstku je zfejmé zptisoben degradaci
materidlu, i kdyZ morfologické zmény nejsou patrné. Je zde vidét také nejveEtsi nartst
hmotnosti u PCL a jeho blendti v poméru PCL:PLCL 3:1 a 1:1. Ostatni materialy maji
hmotnostni ptiriistek podobny NC.

Hmotnostni zména vzorku - testovani

160
PCL

PLCL

PCL:PLCL 1:1
PCL:PLCL 1:3
PCL:PLCL 3:1

- PCLNC

- PLCL NC
PCL:PLCL 1:1 NC
- PCL:PLCL 1:3 NC
- PCL:PLCL 3:1 NC

140

120

Hmotnostni zména [%]

Dy [-]

Graf'¢. 9: Hmotnostni zména vzorkit béhem experimentu
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Stanoveni molekulové hmotnosti pouZitého polymeru metodou GPC

Jak jiz bylo popsano u materialii béhem stanoveni molekulové hmotnosti pfi
optimalizaci, nejspise dochazi k degradaci materiali vlivem inkubace plazmy nebo PBS
a tim ke zméné odezvy v retencnim case. Dale je mozné dle grafi ¢. 10 - 14
predpokladat vétsi degradaci se vzrlstajicim mnozstvim PLCL ve vzorku. Tyto
predpoklady by bylo tieba jesté ovérit dalsim testovanim.

PCL
150~
--+- PCL granulat
— PCL
g 1004 — PCL 1D
- PCL 28D
= — PCL 56D
FC_.’ 504 — PCLNC1
= — PCL NC 56
0 T T )
0 5 10 15

Retenc¢ni ¢as [min]

Graf ¢. 10: Stanoveni molekulové hmotnosti PCL metodou GPC

PCL:PLCL 3:1
150-
— PCL:PLCL 3:1
— PCL:PLCL 3:1 1D
E 100- PCL:PLCL 3:1 28D
‘S PCL:PLCL 3:1 56D
N — PCL:PLCL 3:1NC 1
§ 50 — PCL:PLCL 3:1 NC 56
C
0 r T s
0 5 10 15

Retenéni ¢as [min]

Graf ¢. 11: Stanoveni molekulové hmotnosti PCL:PLCL 3:1 metodou GPC

TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI | Fakulta textilni EEE

Liberec 2018 51 1 []



PCL:PLCL 1:1

150-
— PCL:PLCL1:1
— PCL:PLCL 1:1 1D
2 100- PCL:PLCL 1:1 28D
— PCL:PLCL 1:1 56D
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T 50 — PCL:PLCL 1:1 NC 56
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Graf'¢. 12: Stanoveni molekulové hmotnosti PCL:PLCL 1:1 metodou GPC

PCL:PLCL 1:3
150-
— PCL:PLCL 1:3
— PCL:PLCL 1:31D
E 100- PCL:PLCL 1:3 28D
‘S — PCL:PLCL 1:3 56D
i — PCL:PLCL 1:3NC 1
§ 50 — PCL:PLCL 1:3 NC 56
C
0 T T 1
0 5 10 15

Retenéni ¢as [min]

Graf ¢. 13: Stanoveni molekulové hmotnosti PCL:PLCL 1:3 metodou GPC
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PLCL

150-
--+ PLCL granulat
— PLCL
Z 100- — PLCL1D
- PLCL 28D
5 — PLCL 56D
3 50 — PLCLNC 1
= — PLCL NC 56
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Graf ¢. 14: Stanoveni molekulové hmotnosti PLCL metodou GPC
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4.2.3. Analyza adherovanych proteini

Desorpce proteinti probihala dle kapitoly 4.1.3. v roztoku PBS s1 % SDS.
Ptestoze byl oplach upraven tak, aby se slabé adherované proteiny 1épe uvolnily, byla
desorpce opét provedena 2 x po sob¢, aby bylo patrné, zda se proteiny desorbovaly jiz
po prvnim  procesu. Nasledna analyza byla provedena SDS-PAGE
a spektrofotometricky metodou Accuorange.

Elektroforéza SDS-PAGE

Elektroforéza byla provedena zplazmy a zprvnich i druhych roztoka
s desorbovanymi proteiny, pro kontrolu byl pouzit i roztok z NC. Pokud se
porovnaji vysledky z elektroforézy (obr. ¢. 28 - 31) a hmotnostni ubytek (graf. ¢. 9),
da se predpokladat, ze snizeni hmotnostniho pfirGstku v ¢ase neni zptisobeno mensim
mnozstvim naadherovanych proteinli, ale spiSe degradaci materidlu, coz potvrzuji
1 vysledky GPC.

Obr. ¢. 23: 12 % SDS — PAGE, analyza Obr. ¢. 24: 12 % SDS — PAGE, analyza
proteinit adherovanych na PCL z prvni a  proteinii adherovanych na PCL:PLCL 3:1
druhé desorpce, M — marker, 1 — 1. den, z prvni a druhé desorpce, M — marker,

2 — 28. den, 3 — 56. den, 1 — 1. den, 2 — 28. den, 3 — 56. den,
4 — NC 56. den, 5 — 1. den, 6 — 28. den, 4 — NC 56. den, 5 — 1. den, 6 — 28. den,
7 —56. den, 8 — NC 56. den 7 —56. den, 8 — NC 56. den

Obr. ¢ 25: 12 % SDS — PAGE, analyza Obr. ¢. 26: 12 % SDS — PAGE, analyza
proteinii adherovanych na PCL:PLCL 1:1  proteinii adherovanych na PCL:PLCL 1:3
z prvni a druhé desorpce, M — marker, 1 —  z prvni desorpce a druhé, M — marker, 1 —
1. den, 2 — 28. den, 3 — 56. den, 1. den, 2 — 28. den, 3 — 56. den,
4 — NC 56. den, 5 — 1. den, 6 — 28. den, 4 — NC 56. den, 5 — 1. den, 6 — 28. den,
7 —56. den, 8 — NC 56. den 7 — 56. den, 8 — NC 56. den
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Obr. ¢. 27: 12 % SDS — PAGE, analyza Obr. ¢. 28: 12 % SDS — PAGE, analyza
proteinit adherovanych na PLCL z prvni a  plazmy z materialii 56. Den, 100 x redéna
druhé desorpce, M — marker, 1 — 1. den, M — marker, 1 — pivodni plazma,
2 — 28. den, 3 - 56. den, 2-PCL,3-PLCL 4 - PCL:PLCL 1:1,
4 — NC 56. den, 5 — 1. den, 6 — 28. den, 5 — PCL:PLCL 1:3, 6 — PCL:PLCL 3:1
7 —56. den, 8 — NC 56. den

Metoda Accuorange

Vzorky pro stanoveni celkové koncentrace metodou Accuorange byly
pripraveny smichanim 5 pl roztoku s desorbovanymi proteiny roziedéné¢ho 1:1 s PBS
a 250 ul Accuorange pufru 1x. V nasledujicich grafech je kalibra¢ni kiivka pro
Accuorange, graf- ¢. 15, a koncentrace proteint, graf. ¢. 16.

‘€ Kalibraéni kfivka Accuroange - testovani
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Graf'¢. 15: Kalibracni krivka pro metodu Accuorange
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Z grafu ¢. 16 je patrné, Ze nejvice adheruji proteiny na material obsahujici pouze
PCL a u blenda roste mnozstvi adherovanych proteinii s mnozstvim PCL. Ostatni
materidly maji podobnou odezvu jako NC, coz ukazuje na velmi malou adhezi proteint.
Vysledky koresponduji jak s vysledky hmotnostnich zmén (graf. ¢. 9), tak s vysledky
SDS-PAGE (obr. ¢. 28 — 32).

Koncentrace proteinii metodou Accuorange - testovani

PCL

PLCL

PCL:PLCL 1.1

PCL:PLCL 1:3

PCL:PLCL 3:1

- PCL NC

- PLCL NC
PCL:PLCL 1:1 NC

0 : i , -#» PCL:PLCL 1:3 NC
0 20 40 60 -@- PCL:PLCL 3:1 NC

Koncentrace [pg/mi]

Graf ¢. 16: Stanoveni koncentrace proteinii pri testovani metodou Accuorange

Béhem optimalizace byla celkova doba inkubace 35 dni, béhem testovani dalsi sady
vzorkll 56 dni. Ani po 56 dnech nedochdzelo k makroskopické degradaci vldkenné
vrstvy, pro dalsi testovani by bylo vhodné zvolit delsi dobu inkubace, ptipadné 1 delsi
dobu odbéru. Vysledky z GPC ukazuji na moZznou c¢asteCnou degradaci materialti
obsahujicich PLCL po inkubaci 56 dni. Interval pro vyménu plazmy byl v této praci
ponechan u obou experimentt 7 dni. Tento interval by bylo mozné prodlouzit, mohlo by
vSak dojit ke znehodnoceni testovanych vzorki.

Z uvedenych vysledkl se d& predpokladat, Ze dochdzi k adhezi proteinti na vldkenné
materidly ve velké mife a to po 24 hodindch inkubace, pfi¢emz se jejich koncentrace
K pribyvajicim casem pfili§ neméni. Dale je zde patrny trend snizovani adsorpce
proteind se vzristajicim obsahem PLCL v testovaném materialu.
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5. Zavér:

Cilem této prace bylo otestovat vldkenné materialy vyrobené z degradabilnich
polyesterti (PCL a PLCL), které by mély byt pouzity v tkanovém inzenyrstvi jako cévni
nahrady. Testovani bylo provadéno zejména z hlediska jejich degradace, ale také
z hlediska interakce s plazmatickymi bilkovinami, kde byla sledovana mira adheze
proteint.

Vzorky vldkennych materidli o zndm¢ hmotnosti byly inkubovany v plazmé po
stanovenou dobu a Vv urcitych intervalech byly tyto vzorky odebirany k analyze.
U odebranych vzorki bylo analyzovano degradacni chovéani a interakce materiala
s plazmatickymi proteiny. Z morfologického hlediska jsou pouzit¢ materialy
srovnatelné, 1i8i se specificky povrch.

Nejprve byla provedena optimalizace, kdy bylo tfeba nastavit podminky pro dalsi
testovani — velikost vzorkt, délka inkubace a vhodnd metodika (napft. oplach vzorki,
stanoveni koncentrace adherovanych proteini). Testovani dalsi sady vzorkl probihalo
na zakladé vysledka z optimalizace. K testovani byly pouzity vlakenné vrstvy vyrobené
z PCL, PLCL a jejich blendi PCL:PLCL 1:1, 1:3 a 3:1. B&hem tohoto testovani byly
znatelné rozdily v mife adheze proteintl mezi jednotlivymi materialy. Cim vice PCL
Vv materidlu, tim dochéazi k adhezi proteini na materidl ve vét§Sim mnozstvi. Nejveétsi
hmotnostni pfirtstek a nejvétsi mnozstvi adherovanych protein vykazovalo PCL, dale
blend PCL:PLCL 3:1, blend PCL:PLCL 1:1, blend PCL:PLCL 1:3 a nejmensi mnozstvi
adherovanych proteini mélo PLCL. Posledni tfi zminéné materidly maji hmotnostni
ptirtstek podobny NC a téméf zadné adherované proteiny, coz souvisi i s velikosti
specifického povrchu. Podle vysledkli uvedenych analyz se da pfedpokladat, ze ¢im je
vetsi specificky povreh, tim dochazi k lepsi adhezi proteinti.

Pro potvrzeni uvedenych vysledktl by bylo dobré experiment jesté zopakovat s Sirsi
sadou vzork.
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Prilohy

Piiloha ¢. 1: Grafy specifického povrchu testovanych materialt
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Graf ¢. 17: Specificky povrch PCL, korelacni koeficient 0,9998
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Graf ¢. 18: Specificky povrch PLCL, korelacni koeficient 0,9934
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= Specificky povrch PLC:PLCL 1:1
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Graf ¢. 19: Specificky povrch PCL:PLCL 1:1, korelacni koeficient 0,9938
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Graf ¢. 20: Specificky povrch PCL:PLCL 1.3, korelacni koeficient 0,9927
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= Specificky povrch PLC:PCL 3:1
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Graf ¢. 21: Specificky povrch PCL:PLCL 3:1, korelacni koeficient 0,9921
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