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Abstrakt

Mikro/nanovlédkenné biodegradabilni materidly jsou v posledni dob& hojn¢ diskutovany
v oblasti tkanového inzenyrstvi. Uplatnéni nachazeji jak z pohledu fizené dopravy 1é¢iv,
tak v podob¢ tkanového nosice, ktery je vlozen do téla pacienta, a poskytuje potiebné

podminky pro obnovu poskozené tkan¢ (napft. cév, kosti, chrupavek).

Nedilnou soucésti spravné odezvy organismu na tkdnovy nosic je interakce mezi buikami
a scaffoldem, jejiz soucasti je interakce materidlu s proteiny. Tato prace se zabyva
studiem vlivu morfologie a chemického slozeni polyesterovych vlakennych materiali

na adsorpci proteini a naslednou bunécnou adhezi a proliferaci.

Elektrostaticky zvlaknéné materidly byly charakterizovany z hlediska morfologie
(primért vldken) a smacivosti. Déle byla hodnocena adsorpce slabé a silné vazanych
proteinil na materidlech. Bunécénd adheze a proliferace byla zkouména pomoci 3T3
mysSich fibroblasti testem viability, skenovaci elektronovou mikroskopii a fluorescencni

mikroskopii.

Ze ziskanych vysledk je patrny urcity trend mezi adsorpci proteini a interakci materidlu
s buiikami. Pozorujeme lepsi buné¢nou proliferaci na materidly s vyssi adsorpci proteint
(zejména siln€ vazanych). Nejvyssich hodnot adsorpce proteini a bunééné proliferace
nabyval material PLA. Materidly s nizsi adsorpci proteinti (zejména PCL) podporuji rast

bunék znatelné méné.

Klicova slova:

Tkéanové inzenyrstvi, elektrostatické zvlaknovani, polyestery, adsorpce proteintl, in-vitro

testovani



Abstract

Micro/nanofiber biodegradable materials are widely discussed in the field of tissue
engineering. They could be applied in controlled transport of medicines and in the form
of a scaffold which would be inserted into the patient’s body and provide the necessary

conditions for recovery of damaged tissue (e.g. blood vessels, bones, cartilage).

An integral part of the organism's correct response to a scaffold is its interaction with cells
which includes the interaction of material with proteins. This thesis deals with the study
of the influence of morphology and chemical composition of polyester fibrous materials

on protein adsorption and consecutive cell adhesion and proliferation.

Electrospun materials were characterized in terms of morphology (fibers diameter)
and wettability. Furthermore, the adsorption of weakly and strongly bound proteins
on materials was evaluated. Cell adhesion and proliferation were examined using 3T3
mouse fibroblasts by viability assay, scanning electron microscopy and fluorescence

microscopy.

The obtained results show a certain trend between protein adsorption and the interaction
of material with cells. We observe better cell proliferation on materials with higher
protein adsorption (especially strongly bound). Material PLA acquires the highest values
of protein adsorption and cell proliferation. Materials with lower protein adsorption

(especially PCL) support cell growth significantly less.

Key words:

Tissue engineering, electrospinning, polyesters, protein adsorption, in-vitro testing



UVOD ..ttt ettt et et e s et e bt et esaeenteentesneebeeneenneenes 11
TEORETICKA CAST ....ccooooomiiiiiriieiieee et 12
1 TKANOVE INZENYRSTVI ..o 12
2 SCAFFOLDY .ottt ettt ettt et e st et eneesneebeeneenneenee 14
2.1 Metody piipravy vldkennych materialii ...........cocceeeveiiieniiiiinieieeiee e 16
3 BIODEGRADABILNI POLYMERY PRO TKANOVE INZENYRSTVI ............ 23
4 VLIV PROTEINU NA BUNECNOU INTERAKCI S MATERIALEM ............... 26
EXPERIMENTALNT CAST ....ccoooooiiiiiiii s 29
5 MATERIALY A METODY ....ooviiuiiiiiieiieeeineiseeesesssesessessssss s sses s esesn 30
5.1 Morfologie MAtETIAIT......cc.veeeiiieeiiie e e e 32
5.2 SMACIVOSt MAtETTAIT ..c..eeiiiiiiiiee e 33
53 AdSOTPCE PIOLEINTL ..eeeuvvieeiiieeiieeeeiieeeiieeeieeeeteeeeteeeereeeebeeessseeessseeesaseeennseeens 34
531 Ptiprava roztokl slabég a siln€ vazanych proteini pro analyzu jejich
adsorpce Nna MAETIAIECH .....cc.viiiiiiieiee e 35
532 Metoda podle Bradforda............cccveeeiiiiiiiiiiiiecieceeee e, 35
533 SDS-PAGE ..ot 36
534 Quant-iT Protein Assay Kit........ccceeevieeriieeiiieeieeeeeeeee e 37
54 InVitro teStOVANT ....coouiiiiiiiiiiieeee et 38
54.1 Ptiprava materiala pro kultivaci bun€k .........ccccoeceveviiiiniieiniicieeen, 38
542 Ptiprava bunécné suspenze a nasazeni bun¢k na materidly.................... 38
543 Testovani bunécné viability pomoci CCK-8 testu ........ccceevevverrieeennnennns 39
544 Fluorescencni mikroskopie..........ccueeeeuveerciieeeciieeniieeciie e 40
54.5 Skenovaci elektronova mikroskopie ...........ccceceeeeciieeeiieiiniieeniee e, 40
6 VYSLEDKY A DISKUZE ....coooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 42
6.1 Morfologie MAteTIAIT......cc.ueeeiieeiiie e e 43



6.2 Charakteristika SMACIVOStE MALEITAIT ....eeeeeeeeeeeeeeeee e 47

6.3 Analyza adSOTPCe PrOteINT .......eeeeviieeeieeeiieeeiieeeiieeeiee e reeesreeeereeesebeeeesee e 50
6.3.1 Analyza slabé vazanych proteini (soft corona) ........c.cceeceeeeveeerveeennnen. 50
6.3.2 Analyza silné vazanych proteint (hard corona) ..........ccccceevevveenveennneen. 51

6.4  Invitro testovani s mySimi fibroblasty 3T3 ........cccoovviiiiiiiiieee e, 55

ZAVER ....coooooiii e 62
SEZNAM POUZITE LITERATURY .......oocooiiiiiiiiiieeineeeeeesneesse s eseeesesenn 64
SEZNAM OBRAZKU ......oioioieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
SEZNAM TABULEK ......cc.ooiiiiiiieeeee ettt 71
SEZNAM PRILOH ......coooooiiiiiiiiiie sttt 72



Seznam pouzitych zkratek

BSA
CBB
DAPI
dH,0
DMEM

NC
PA
PAGE

PBS
PC
PCLA45
PCLS80
PE

PES
PLA
PLCL
PMMA
polyHEMA
PP
PTFE
PU
PVC
RT
SEM
SDS
3T3

Bowine serum albumin (hovézi sérovy albumin)
Coomassie Brilliant Blue
4¢,6-diamidin-2-fenylindol (fluorescen¢ni barvivo)
destilovana voda

Dulbecco’s Modified Eagle‘s (kultivaéni médium)
hmotnostné stfedni molekulova hmotnost
negativni kontrola

polyamid

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu)

Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)
pozitivni kontrola

polykaprolakton s Mw 45 000

polykaprolakton s Mw 80 000

polyethylen

polyester

polylactid acid (kyselina polymlécnad)
poly(l-lactide-co-¢- caprolactone) (kopolymer PCL a PLA)
polymethylmethakrylat
polyhydroxyethylmethakrylat

polypropylen

polytetrafluorethylen

polyuretan

polyvinylchlorid

room temperature (pokojova teplota)

skenovaci elektronova mikroskopie

sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny)

mysi fibroblasty
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Uvod

V poslednich desetiletich se v oblasti zdravotnictvi rozmaha velky zajem o nové postupy
a moznosti 1é¢by poskozenych tkéani. Jsou hledany vhodné nahrady kloubt, chrupavek,
kosti, cév, Slach ¢i organu. Pro jejich vytvoreni lze vyuzit Siroké spektrum materiala
s ruznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které je mozné formovat do rozmanitych
struktur a tvart dle pozadavkl. Velké Gsili je vynakladdno na vytvoreni uméle ziskané
tkdn¢ nebo vytvoreni vhodného implantatu, ktery poskytne potiebnou fyzikalng-
chemickou oporu pro vytvofeni télu vlastni nové tkané s naslednym rozkladem
(vstiebanim) podplirného materialu bez negativni odezvy organismu. Zkoumani v oblasti
regenerativni mediciny a kontrolovaném uvolfiovani 1é¢iv vyzaduje od materiald nové
CilepSi vlastnosti. Ve stavajicich vyzkumech jsou hojné zkoumany syntetické
biodegradabilni polymery, které nabizi dobrou biokompatibilitu a Siroké moZzZnosti
modifikace polymeru pfi jeho vyrobé dle pozadovanych vlastnosti. Déle také 1ze docilit
lepSich vlastnosti funkcionalizaci materialu. Dulezitymi vlastnostmi pro pozZadovanou
interakci bunck s materidlem jsou vhodna morfologie materidlti, chemicka struktura
¢1 hydrofobicita. Dal§im dillezitym parametrem pro buné¢nou adhezi je adsorpce proteinti
na materidl. Z vyse zminénych informaci vyplyva, ze je zddouci zabyvat se zkoumanim
vlivu parametrii materialu na adsorpci proteinit a naslednou bunécnou adhezi

a proliferaci.

Teoretickd Cast prace je zaméfena na tkanové inzenyrstvi a materidly, které jsou v této
oblasti pouzivané, s blizSim zaméfenim na vldkenné syntetické materidly. Dalsi kapitola
se zabyva biodegradabilnimi polymery, které jsou pro ptipravu téchto materiali vhodné
¢1 pouzivané a technologie, kterymi je mozné ptipravit vhodnou nahradu vlakenného
charakteru. Nedilnou soucasti je také kapitola o vlivu proteinti na bunécnou adhezi, kde je
popsan mechanismus interakce mezi materidlem, proteiny a buikami. Experimentalni

¢ast prace zkouma souvislosti mezi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi polyesterovych

vlakennych materiald, adsorpci proteint a buné€nou adhezi a proliferaci.
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Teoreticka ¢ast

1 Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inzenyrstvi je interdisciplinarni pole, které aplikuje principy inZenyrstvi
a ptirodnich véd pro vyvoj biokompatibilnich nahrad vhodnych k naprave, udrzeni
nebo vylepseni poskozené tkané v téle. Jednim z divodii vyvoje této alternativni 1écby je
nedostatek darct pro transplantaci. Dochazi zde k imunitni odpovédi mezi darcem
a ptijemcem, kterd je individudlni, nepfedvidatelnd a mize byt negativni na zékladé
nevhodnosti darce, cemuz miize volba vhodné ndhrady zamezit. Toto nové odvétvi
mediciny by mélo umoznit univerzalnost ndhrad a vyfeSit problém hledani vhodného
darce (Tian et al., 2012). Pro ptipravu scaffoldi (tkanovych nosi€ll) jsou pouZzivany
biokompatibilni materialy, které mohou byt zpracovany s riznou morfologii dle cilené¢ho
pouziti napt. v podobé¢ tfirozmérného neporézniho materialu (kloubni nahrady), vlaken,
filmd, membran ¢i porézniho tfirozmérného scaffoldu (Ratner, 2013). Biomaterialy
(biokompatibilni materialy) jsou zkoumdny od 50. a 60. let minulé¢ho stoleti (prvni
generace biomaterialil), kdy byla zjiStovana netoxicita a bioinertita (schopnost materialu
neinteragovat s vnitinim prostiedi téla pacienta) materialt (elastomery, silikonové pryze)
(Plevakova, 2019). Druha generace biomaterialli, v 80. a 90. letech, se zabyvala
vyvolanim kontrolované reakce mezi organismem a materidlem, ktery byl implantovan
do téla pacienta s cilem terapeutického efektu v oblasti ortopedie a dentdlni chirurgie
(bioaktivni sklo akeramika). Druhda generace pfinesla vynalezy jako jsou
kardiostimulator (povrchova uprava polyuretanem), rozpustné materidly (kyselina
polyglykolova), biodegradabilni polymery pro fizené uvoliiovani 1€¢iv a genovou terapii
(vlozeni sekvence DNA do genomu pacienta). Soucasna tfeti generace materiala (od roku
2000 dal) se zabyva tvorbou nové, télu vlastni tkdné a regeneraci tkan¢ za pouziti
scaffoldu (tkanového nosice) jako prozatimniho podplirného materidlu. Zkonstruovany
tkanovy nosi¢ musi splitovat biokompatibilitu, vhodné chemické slozeni, mechanické
vlastnosti (pevnost, ohyb, ...), vhodnou porozitu pro bunétnou proliferaci dovnitt
scaffoldu, pfipadné degradabilitu o dostatecné dobé potiebné k vytvotreni nové tkané
s celkovou degradaci (vstfebatelnosti) a rovnéz mozZnost sterilizace pro zamezeni

zaneseni infekce do téla. Dale tkdnovy nosi¢ nesmi vyvolat ptiliSnou zanétlivou reakci
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a nesmi byt cytotoxicky (Ratner, 2013; Tian et al., 2012). V soucasné dob¢ jsou materialy
pouzivané pro piipravu scaffoldi napt. kovy, keramika, sklo, polymery, uhlikové
materidly a kompozity (kombinace riiznych materidlii) (Ratner, 2013). Uplatnéni
vybranych materiall v oblastech zdravotnictvi je v tabulce 1. Jednou z moznosti ptipravy
implantatu je kultivace vlastnich bunék pacienta na ptipraveném scaffoldu zhotoveném
vhodnou technologii. Buiiky svou naslednou proliferaci (rozmnozovanim) utvaii télu
vlastni tkan mimo télo pacienta. Takto vytvotfena télu vlastni tkan je poté implantovana
do téla pacienta na poskozené misto. Dalsi moznosti je vlozeni scaffoldu do téla s tim,
ze az zde na n¢j bunky adheruji, nasledné proliferuji a je utvarena télu vlastni nova tkan

(Tian et al., 2012) (viz obrazek 1).
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Obrazek 1: Princip tkanového inZenyrstvi zndazornujici ziskani a separaci bunék ze zvirete, vyrobu

scaffoldu, nasazeni bunék na scaffold a implantaci do téla pacienta (Choi et al., 2014).
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2 Scaffoldy

Pro vhodnou interakci organismu pacienta se scaffoldem musi mit tkanovy nosi¢ vhodné
a pozadované vlastnosti (viz kapitola 1) v zavislosti na misté aplikace v téle. Druhy
pouzivanych materialit se déli do tfi hlavnich skupin — kovy, keramika a polymery.
Kovové materidly vynikaji vysokou pevnosti, a proto byvaji hojn¢ pouzivany pro ndhrady
tvrdych tkani (kompletni kloubni a kostni ndhrady, zubni implantaty) a pro fixaci
zlomenin. Casto pouZivanymi jsou materidly titan a ocel (viz tabulka 1) a dalsi.
Tyto implantaty vétSinou zlstdvaji v téle pacienta po cely Zivot, a proto jsou nané
kladeny vysoké naroky s diirazem na pevnost a dilezitou vlastnosti je také vlastnost
materidlu nekorodovat. Keramické materidly jsou velmi tvrdé, ale zaroven kiehké
arovnéz vice odolavaji procesu degradace oproti kovim. Tyto materidly nachazi
uplatnéni v oblasti ortopedie a dentdlnich aplikacich. Polymery mohou byt ziskany
z ptirodnich nebo syntetickych zdroji. Aktudlné jsou vice diskutované pro medicinské
aplikace polymery syntetické (napf. polyestery — PCL, PLA, PGA, kter¢ jsou schvaleny
FDA (United State Food and Drug Administration) (Tian et al., 2012)), které 1ze pouzivat
¢isté nebo jejich blendy (smési) a kopolymery. Oproti keramice a koviim jsou mekké,
maji menSi pevnost, vys$§i ohyb a flexibilitu. Pfed vpravenim scaffoldu do tcla je
dalezitym krokem jeho sterilizace pro zamezeni zaneseni infekce. Velké mnozstvi
polymerti ma tendenci absorbovat vodu a je obtiznéjsi jejich sterilizace, kterd zavisi
na chemické povaze a mechanickych vlastnostech konkrétniho polymeru. Scaffoldy
nachazeji uplatnéni v kardiovaskularnich aplikacich, cévnich ndhradéach, kylnich sitkach,

nitroo¢nich ¢oCkach a v mnoha dalSich aplikacich (Bauer et al., 2013).
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Tabulka 1: Materidly pouzivané ve tkanovém inZenyrstvi, jejich vilastnosti a aplikace (Ratner, 2012; Scott

Lamber, 2018, Michdlek, 2018)

Material Biodegra- = TaZnost = Pevnost = Krystali- DalSi Aplikace
dabilita [%] [MPa] nita [%]  vlastnosti
Titan ne nizka 950-1050 = velmi kloubni nahrady, dentalni
vysoka implantaty,
kardiostimulator,
implantovany defibrilator
Ocel ne nizka 450-750  80-90 kloubni nahrady,
svorkové stehy
PTFE ne >150 12-36 az 95 vysoka kylova sitka, usni
tepelna trubice, povrchovy
odolnost material stentll
PE ne >150 8-35 50-85 vysoka kloubni nahrady
abrazi-
vzdor-nost
PP ne 400 15-40 az 60-75 | vysoka kylova sitka, Sici nité,
tnavova jednorazova materialy a
odolnost obaly
PVC ne 10-75 vysoka krevni vaky
PMMA ne 4 50-77 30 kostni cement
Poly- ne 150 0,5 kontaktni ¢ocky,
HEMA nitroo¢ni ¢ocky
PA ne 90-300 60-85 35-45
PU ne vysoka 18 kardiostimulator,
implantovany defibrilator
Silikony | ne 350-600 6 nizka nahrada ktize, kontaktni
cocky, 1écba glaukomu
PES, ne 20-50, 15 = 55-100 umélé slachy a vazy,
Dacron srde¢ni chlopen, cévy
PCL ano vysoka 0,4 50-55 hydrofobni | cévy
PLA ano 30-40 2,7 37 hydrofobni | pro fixaci kloubi, stenty
Kolagen | ano 10-12 50 télu vlastni = nahrada ktize

Polymerni vliakenné scaffoldy

Pro implantaty je vyuzivano mnoha riiznych struktur v zavislosti na typu aplikace
dle umisténi v téle pacienta. Materidl mize byt ve form¢ neporézniho tfirozmérného
utvaru, filmu, hydrogelu nebo pény ¢i ve vldkenné podobé, kterd disponuje porézni

strukturou (Bauer et al., 2013).

Pouziti porézniho scaffoldu o vhodné velikosti a distribuci pori umoziuje stimulaci riistu
bunék a jejich proliferaci do vnitini struktury tkdflového nosice. U vldkennych materialti
neni univerzalni velikost pért, kterd by byla vhodna pro aplikaci v libovolné ¢asti téla
(Ratner, 2013). Razné druhy bunék mohou mit odliSnou velikost a tomu je zapotiebi
pfizptisobit velikost port. Pro kultivaci druhid bunék menSich rozmért se ukézaly

jako vhodné materidly takové, které jsou pfipraveny elektrostatickym zvlakiovanim
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o plosné velikosti pora v fadu jednotek mikrometra (Veverkova, 2013). Pro proliferaci
bunck do vnitini struktury tkdfiového nosice a umoznéni tvorby kompaktni tkané je nutna

dostate¢na velikost a interkonektivita port ve vnitini struktufe materialu (Ratner, 2013).

2.1 Metody pripravy vlakennych materiali

Materiala s porézni strukturou Ize docilit velkym mnozZstvim zpiisobi vyroby.
Pro ptfipravu mohou byt pouzity pfirodni i syntetické polymery rlizného chemického
sloZeni, které je zvoleno v zdvislosti na typu ndsledného pouziti napt. kolagen, PLA,
PGA, fibrinogen, elastin, PS, PMMA, PC, PEO a dalsi) (Ratner, 2013). Vyhodami jsou
Siroké moznosti modifikaci a funkcionalizaci povrchu napt. pomoci ristovych faktort
(proteiny), trombocyty, plazmou ¢i tvorbou kompozitu (Vojtéch Hanzl, 2018).
Pro nékteré druhy aplikaci (napf. nahrady kosti) je nevyhodou pomérné nizka pevnost
polymerti viz tabulka 1. Pfi vyrobé materialu je mozné ovliviiovat parametry jako jsou
velikost a orientace vlaken, velikost a interkonektivita pora ¢i tlouStka ziskanych vrstev,
¢imz lIze docilit pozadované vhodné struktury. V oblasti zdravotnictvi miize byt
nanovldkenny material pouZit ve formé tkanového nosice, na ochranné odévy, rousky,
ale uplatnéni nachézi i v oblasti vzduchové a vodni filtrace, kosmetiky ¢i zemédé&lstvi

(Lukas et al., 2009).

Melt-blown

Technologie melt-blown je zalozena na principu zahtati polymeru nad jeho Tn (teploty
tani) a jeho naslednou extruzi deskou s tryskami za ptistupu horkého vzduchu (Thomas
etal., 2015). Rozfoukanim taveniny vznikaji vlakna o priméru 1-4 um (Tan et al., 2010),
ktera jsou chlazena, zachytavana na podklad a tvofi soudrznou vldkennou vrstvu.
Velikost priméru vldken miliZe byt ovlivnéna volbou velikosti priméru trysek, rychlosti
proudiciho vzduchu a druhem polymeru. Tloustka materidlu obvykle byva nékolik
milimetrti. Porozita materialu miize byt ovlivnéna rychlosti posunu pasu na niz se ukladaji
vznikla vldkna nebo kombinaci s jinou technologii (Thomas et al., 2015). Material
pfipraveny touto technologii nedisponuje pfili§ dobrymi mechanickymi vlastnostmi.
Ty je vSak mozné ovlivnit v kombinaci s metodou elektrostatického zvldknovani. Pomér

mnozstvi vzniklych vldken z obou metod (mikrovldken (melt-blown)/ nanovlaken
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(elektrospinning)), kdy se zvySujicim se poctem nanovldken kles4 velikost port (Erben
et al., 2016), umoznuje korigovat mechanické vlastnosti vzniklého materidlu.
Tento materidl nachdzi uplatnéni v kostnim tkanovém inZenyrstvi (Erben et al.,2015).
Dalsi uplatnéni by technologie meltblown mohla mit v oblasti cévniho tkanového
inzenyrstvi (PLA scaffoldy) a je rovnéZ zkoumana pro tvorbu ndhrad Slach (Thomas et

al., 2015).

Metoda taZeni vidken (Drawing)

Metoda tazeni vlaken umoziiuje vyrobu nanovldken s tloustkou desitky nanometrii
adélkou azviadu desitek centrimetr. Princip metody spociva v umisténi hrotu
jehly do polymerni taveniny. Nasledné je hrotem s polymerni taveninou tazeno
do pozadovaného sméru a vzdalenosti. Dochézi k tvorbé vlakna mezi hrotem a nddobou
s polymerni taveninou. Pro docileni co nejdel$iho vldkna je Zadouci pti procesu zajistit
teplotu co nejblizsi k Tm polymeru. Po docileni pozadované délky a tloustky je vlakno
ochlazeno a ptipadné dal formovano (Xing et al., 2008). Krom¢ samostatnych vladken je
také mozné formovat piesné¢ definované struktury s pozadovanou orientaci vlaken
a porozitou materidlu. Nevyhodou technologie je jeji nizkd produktivita. Uplatnéni by
tato metoda mohla potencionalné najit napt. jako scaffold urceny k obnove nervova tkané
— michy za pouziti ndnosu polypyrrolu na vldknitou strukturu scaffoldu, pro docileni

vodivosti materidlu elektrickym proudem (Strnadova, 2019).

Fazova separace

Tato technologie je zalozena na termodynamické reakei, kterd vyuziva oddéleni dvou
fyzikélné riznych fazi (Petras, 2009). Metoda funguje za urcitych teplotnich podminek
(Lu et al., 2013) a jako vychozi roztok je pouzit systém polymer-rozpoustédlo (Ma,
2004), ktery je ochlazenim uveden do gelovitého stavu. Nasledné je ptivodni rozpoustédlo
nahrazeno rozpoustédlem novym a tim dojde ke vzniku vlaknité struktury v neporéznim
gelu. Poté je u gelu sniZovéna teplota na teplotu tuhnuti druhého rozpoustédla, které je
dale odstranéno sublimaci za snizené¢ho tlaku. Vznika tzv. nanovldkenna péna (Petras,
2009) (viz obrazek 2 (a)) s vlakny o tloust’ce 50 nm az 1 mm podle zvolené¢ho polymeru

a rozpoustédla (Ma, 2004). Touto metodou je dosazeno tfirozmérné struktury, ktera by

17



mohla byt vhodna pro kostni tkaniové inZzenyrstvi (napt. pouziti PLLA s hydroxyapatitem)
(Lu et al., 2013).

Self-assembly

Self-assembly metoda vyuziva samospravné organizace urcitych molekul do vétSich
struktur, které utvaii nanovlakna (Alghoraibi and Alomari, 2018) o pramérech
jednotek nm (Lu et al., 2013) az 100 nm na zaklad¢ nekovalentnich vazeb (Alghoraibi
and Alomari, 2018) nebo slabsich kovalentnich vazeb (Lu et al., 2013). Timto zpisobem
dochazi k tvorbé miceldrnich trubic, jez utvaii vlaknitou strukturu (viz obrazek 2 (b))
(Ma, 2004). Tato metoda muze byt pouzita pro tvorbu vlaknitych proteini (peptidi),
které adsorbuji na povrch bunék, kde dochazi k jejich pospojovéani, coz poskytne
mechanickou podporu pro utvoreni tfirozmérné sit€. Samoorganizaci peptidil 1ze ovlivnit

pH a koncentraci solnych iontii. Timto zpisobem bylo utvofeni proteinii testovano

pro aplikaci v kostnim tkanovém inzenyrstvi (Lu et al., 2013).

Exvcv:;:;e ﬁtmpmuuum %’c
()  Self-Assembly

WI,JI,J&,J{J{J«,J&»

@ phase Separation

Gelation
[E——

Obrazek 2: Princip technologie vyroby porozniho materialu technologiemi (a) fazovou separaci b) Self-

assambly (Wang et al., 2013).

Freeze-drying
Metoda pouziva zmrazeni roztoku polymeru na -70 az -80 °C, ktery je ulozen v komoie

za snizen¢ho tlaku, pficemz je zmrzld voda odstranéna sublimaci a je vytvofena

ttirozmérna vlaknita struktura, pti¢emz porozita mize byt regulovana tlakem pii procesu.
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Pro tkanové inzenyrstvi by mohlo vétsi vhodnost poskytnout pouziti vody

jako rozpoustédla namisto organickych rozpoustédel. (Lu et al., 2013).

Solvent-casting and particulate leaching

Metoda vymyvani Castic je zaloZena na principu rozpusténi porogenu. K polymeru
ve formé roztoku polymeru s rozpoustédlem je vmisen porogen o vhodné velikosti a tvaru
¢astic napt. NaCl. Nasledn¢ je odpaifenim odstranéno rozpoustédlo a ze ztuhlého
polymeru jsou vymyty Castice porogenu (Ma, 2004). Vznika struktura s propojenymi
pory a porozitou 80 az 90 % (Sola et al., 2019). Velikost pora miize byt regulovana
velikosti Castic porogenu, pomérem a vybérem systému polymeru a rozpoustédla. Tvar

port a jejich propojenost nelze ovlivnit a je ndhodna (Ma, 2004).

Centrifugalni zvlakiiovani (Forcespinning)

Jednim z dalSich typt zvlakiiovani polymernich roztokli ¢i tavenin je centrifugalni
zvlaknovani, které umoznuje tvorbu vlaken s priméry o velikosti desitek pim za ptisobeni
odstredivych sil. Zvlakiiovaci tryska je umisténa ve stiedu bubnu a rotuje kolem své osy
o urcitych otackach. Pomoci odstiedivé sily, ktera destabilizuje polymerni roztok, jsou
produkovana vldkna, ktera jsou zachytavana na vnitini stény bubnu. Dochézi tak
ke tvorbé vlaknité struktury s narovnanymi soubézné orientovanymi vladkny ve smeéru
otaceni (Bin Ding et al., 2019). Morfologie materidlu mtize byt ovlivnéna rychlosti rotace

hlavy s polymerem, konfiguraci trysek ¢i teplotou (Alghoraibi and Alomari, 2018).

Elektrostatické zvlakrnovani

Princip technologie je zaloZen na zvlakiiovani z polymerniho roztoku nebo taveniny
polymeru na podkladovou vrstvu za ptlisobeni elektrického pole z vysokonapétového
zdroje (Lukas et al., 2009) o napéti obvykle 10kV, 20kV ale také az 120kV. Pro tvorbu
vlaken je zapottebi piekonat povrchové napéti zvlakiovaného roztoku/ taveniny,
¢imz dojde ke tvorbé Taylorova kuzelu (Petr Vrbata, 2015) viz obr. 3. Dochazi
k odpafovani rozpoustédla a vldkna nabyvaji pevného stavu. Nasledné jsou vlakna

v elektrickém poli dlouZena a odnéasena na podkladové vrstvé a navijena na odtahovy val,
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kde tvofi kompaktni, ndhodné orientovanou, vldkennou vrstvu s velikosti port
20-1000 nm. Vznikld vldkna mohou byt také zpevnéna zékrutem, pfiCemz vznika
nanovlakennd ptize (Ratner, 2013). Elektrostatickym zvlakiiovanim je dosazeno velmi
malych priméra vldken o velikosti v fadla desitek az stovek nm. Tloustku vldken lze
regulovat napf. silou elektrického pole, volbou rozpoustédla ¢i koncentraci polymerniho
roztoku (Lukas et al., 2009). V oblasti tkanového inzenyrstvi takto vznikly vldkenny
material poskytuje svou tfidimenziondlni pordzni strukturou vhodné podminky
pro bunécnou adhezi a proliferaci a muze tak substituovat extracelularni hmotu (Ratner,

2013).

Pro zvlaknovani touto technologii je CastéjSim zplsob zvldknovani z polymerniho
roztoku. Muze probihat pii RT a proces je tedy méné naro¢ny. Avsak velkou nevyhodou
je problematickd recyklace organickych rozpoustédel, ktera mohou byt toxicka
a u zvlaknéného materidlu je pak problematicka jeho sterilizace, tak aby byl vhodny
pro biomedicinské aplikace. Za pouziti polymerni taveniny odpadé krok procesu hledani
vhodného rozpoustédla a jeho pfipadna toxicita, ale tato varianta je ndrocna na podminky
zvlaknovani — zejména na teplotu. Ta je pozadovana dostatecné vysoka pro uvedeni
zvoleného polymeru do kapalného stavu, tak aby bylo umoznéno jeho zvldknéni. VIdkna
tak na rozdil od polymerniho roztoku nevznikaji odpafenim rozpoustédla, ale ochlazenim
béhem letu na podkladovou vrstvu. Tloustka vldken zvldknéna z polymerni taveniny
byvéa vyssi nez u vlaken zvlaknénych z polymerniho roztoku a porozita byva naopak

nizsi.

Tloustku ziskanych vlaken lze ovliviiovat fadou parametrii — zvolenim polymeru,
rozpoustédla a podminkami zvldknovani jako jsou teplota (ovliviiuje viskozitu roztoku),
vlhkost, vzdalenost kolektoru od zvldknovaného roztoku (¢im vétsi je jeho vzdalenost,
tim vznikaji vEétsi priméry vldken v disledku sniZzovani velikosti elektrického pole,
avSak musi byt dostate¢n¢ vzdaleny pro moznost odpaieni rozpoustédla). U polymeru je
dilezitou vlastnosti jeho vodivost (vys$si vodivost = nizsi priméry vlaken), molekulova
hmotnost polymeru a jeho koncentrace v roztoku (udava viskozitu roztoku — vhodnou
viskozitou je rozmezi 800-4000 mPas), coz ma vliv na povrchové napéti (Petr Vrbata,

2015).

Metody elektrostatického zvlakiiovani 1ze rozd€lit na jehlové (viz obrazek 3) bez-jehlové

zvlaknovani (viz obrazek 4). Metoda jehlového zvldknovani funguje za pouziti jedné
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kapilary, na které se tvofi jedna polymerni tryska. Produktivita této metody je vyrazné
niz$i nez u bez-jehlové metody, kde vznika velké mnozstvi trysek. Princip bez-jehlového
zvladknovani je zaloZzen na zvldknovani zvolné hladiny polymerniho roztoku
nebo taveniny. Z povrchu strun, valc nebo spiral, které jsou pokryty tenkou vrstvou
polymerniho roztoku, vznika velké mnoZzstvi polymernich trysek (Lukas et al., 2009) a ty
tvofi nanovldkennou vlecku, kterd je wunaSena pisobenim elektrického pole

na podkladovy material.

Syringe

Polymer solution Taylor cone
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Liquid jet

High voltage
power supply
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Obrazek 3: Schéma jehlového elektrostatického zvidkinovani (Ghorani and Tucker, 2015).
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Obrdazek 4: Schéma bez-jehlového elektrostatického zvlakiovani z volné hladiny

(Mohammadzadehmoghadam et al., 2016).

Déle lIze technologie rozliSit na stejnosmérné elektrostatické zvldknovani (DC
elektrospinning) a stfidavé elektrostatické zvldknovani (AC elektrospinning). Stridavé
elektrostatické zvlaknovani je zprostiedkovano stfidavym elektrickym polem za pouziti

elektrody, ktera nepotfebuje kolektor a tim je produktivita mnohem vyssi
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nez u stejnosmérného zvlaknovani. U sttidavého elektrického zvlaknovani je pouzito tzv.
virtudlni proti-elektrody, kterd je zemitovanych nanovldken. Experimentalné bylo
zjisténo, ze spotieba polymerniho roztoku je u DC metody bezjehlové az 6krat nizsi
a u jehlové az 80krat nizsi nez u AC metody, coz souvisi s produktivitou, ktera je vyssi

u stfidavého zvlaknovani (Lukas et al., 2009).
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3 Biodegradabilni polymery pro tkanové inzenyrstvi

V poslednich desetiletich jsou intenzivné zkoumdny biodegradabilni polymery,
predev§im syntetické, pro oblast regenerativni mediciny (Ferndndez et al., 2012).
Biomateridlem mize byt nazyvan materidl, ktery zdmérné interaguje s biologickym
systétmem za ucelem 1€cby, obnovy tkané, organu nebo funkci téla. Polymery se daji
rozdé¢lit dle ptivodu na polymery ptirodniho nebo syntetického charakteru. Déle je mozné
je rozlisit na degradabilni a nedegradabilni. Pro biomedicinské ucely se zamétenim
na regenerativni medicinu byvaji hojné zkoumany polyestery, které disponuji
dobrou biokompatibilitou, biodegradabilitou a dalSimi pozadovanymi vlastnostmi
(viz kapitola 2). Velkou vyhodou biodegradabilnich polyester je moznost docilit
pozadovanych vlastnosti jako je smacivost materialu, ¢as degradace, bunécna adheze,
povrchovd tuprava ¢i modifikace funkénimi skupinami (karboxylova, hydroxylova,

amino, bromo, chloro skupina, ...) (Tian et al., 2012).
Biodegradabilni polyestery

Polyestery nachazeji uplatnéni v mnoha odvétvich zdravotnictvi jako jsou chirurgické
materidly (chirurgické Sici nit€), materidly pro kontrolované uvoliiovani 1éciv, kostni
chirurgii, urologii nebo jako tkanové nosi€e pro tkanové inzenyrstvi. Kromé nize
zminénych je vénovana velka pozornost glykolidu (GL) nebo polyethylen glykolu (PEG)

pro mozné¢ uplatnéni ve tkanovém inzenyrstvi (Fernandez et al., 2012).

Polykaprolakton (PCL)

O
O n

Obrazek 5: Chemicka struktura poly-e-kaprolaktonu

Polykaprolakton (pbrazek 5) je alifaticky semikrystaliticky polyester, ktery je ziskavan
polymerizaci otevienim kruhu monomerniho cyklického kaprolaktonu. PCL vynika
vysokou elasticitou, kterd mtize dosahnout hodnoty prodlouzeni az 470 %. Pevnost v tahu
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je u PCL kolem 23 MPa. Vyhodou PCL je jeho rozpustnost ve velkém mnozstvi
rozpoustédel a jeho dobra tepelnad odolnost, teplota zeskelnéni je velmi nizkd (-62 °C),

nasledné zacne méknout kolem 60 °C (Ghanbarzadeh and Almasi, 2013).

PCL je biodegradabilni polymer, ktery degraduje hydrolytickym Stépenim alifatického
linedrniho fetézce po dobu celkového rozkladu dvou az tfi let (Ghanbarzadeh and Almasi,
2013), ktera zavisi na molekulové hmotnosti PCL (Woodruff and Hutmacher, 2010).
Jeho propustnost pro mnoho 1€¢iv, biokompatibilita a netoxicita umoziiuje pouziti
pro postupné uvoliiovani 1é€iv. Tento polymer je zkouman jako mozny mikro/nano nosi¢
1é¢iv (v podobé ¢astic nebo vldken) a je také vhodny jako scaffold pro tkanové inzenyrstvi

(Ghanbarzadeh and Almasi, 2013).

Kyselina polymlécna (PLA)

O
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Obrazek 6: Chemicka struktura kyseliny polymlécné

PLA patii do skupiny biodegradabilnich polyesterti (i.e. PLA). Monomerem je kyselina
mlécna, ktera je ziskdvana fermentaci nebo chemickou syntézou. Kyselina polymlééna
(obrazek 6) mize nabyvat dvou konfiguraci — L-forma (PLLA) a D-forma (PDLA)
(Ghanbarzadeh and Almasi, 2013) nebo miize byt PDLLA, kdy se v fetézci objevuje L-
forma 1 D-forma (Gierej, et al. 2019). PLA vznika bakterialni fermentaci karbohydrati.
Proces zahrnuje pouziti bakterii druhu Lactobacillus delbrueckii, L. amylophilup a dalsi,
vhodné pH v rozmezi 5,4 - 6,4, teplotu kolem 38-42 °C a nizkou koncentraci kysliku.
Pro vyrobu PLA je pouzivana pfedevSim dCistd kyselina L-mlécna polymerizaci
za otevieni kruhu, kdy je dosazeno vysoké molekulové hmotnosti (Ghanbarzadeh

and Almasi, 2013).

PLA disponuje dobrymi mechanické vlastnosti, tahovou pevnosti s modul kolem 4,8 GPa
(0 200 % vyssi nez u PCL) a je netoxickd. Teplota skelného ptechodu nastava pfti teplote
60-65 °C a teplota tani kolem 175 °C (Todo and Takayama, 2011). Kyselina polymlécna
degraduje hydrolyticky (Grafahrend et al., 2011, Todo and Takayama, 2011).
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Ve zdravotnictvi byla kyselina polymléna prvné pouzita jako obvazovy material
v kombinaci s polyglykolidem (Ghanbarzadeh and Almasi, 2013). Svou
biokompatibilitou a biodegradabilitou se PLA ukazala jako vhodny biomaterial (Todo
and Takayama, 2011). a byla schvalena jako bezpe¢ny material FDA (United State Food
and Drug Administration) pro nosné aplikace v oblasti ortopedie, neurologie a ur¢ena

k oralnimu podani (Ghanbarzadeh and Almasi, 2013).

Kopolymer kyseliny mlécéné a kaprolaktonu (PLCL)
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Obrazek 7: Schéma syntézy kopolymeru PLCL (Gilmour et al., 2015)

PLLA je velmi dobfe vstiebatelnd, ma vysoky stupenn elasticity a vysokou teplotu
zeskelnéni. Tyto vlastnosti 1ze ovlivnit tvorbou blendu nebo kopolymeru s polymerem
o nizs8i teploté zeskelnéni jako je PCL s Ty -60 °C. Rliznym pomérovym zastoupenim
obou polymert 1ze dosdhnout pozadovanych mechanickych vlastnosti kopolymeru a také
1ze ovlivnit ¢as degradace. Kopolymerizaci PLLA a PCL muze vzniknout blokovy
fetézec (diblok, triblok, multiblok) nebo statisticky fetézec (ndhodné uspotfadani
monomernich jednotek polymert PLA a PCL v fetézci). Z pravidla byva v PLCL vyssi
podil PLA slozky (Fernandez et al. 2013). Vznik4 polymerizaci za otevieni kruhu
v moznych riznych pomérech PLA:PCL napi. 90:10, 80:10, 75:25, 70:30. Nejvyssi
molekulové hmotnosti a vytéznosti je docileno pfi teplotach 130°C a 140°C. Pfi teplotach
niz$ich hiife reaguje PCL slozka a pfi teplotach vysSich maji nizsi efektivitu katalyzatory,
¢imz je dosazeno niz8i molekulové hmotnosti vysledného kopolymeru (Fernandez et al.

2013).
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4 Vliv proteinii na bunécnou interakci s materialem

Proteiny jsou povazovany za hlavni zprostfedkovatele interakce mezi buiikou
a materialem. Proteiny poskytuji materidlu tzv. biologickou identitu. Mira biologické
identity zavisi na fyziologickych reakcich jako jsou signdly, transport latek, kumulace
proteini a ureni cytotoxicity. Builky obtiznéji interaguji s materidlem télu cizimu,
proto je mira UspéSnosti interakce proteint 1 bunék ddna biokompatibilitou materialu.
Na vice hydrofobnich povrSich je vyvolana adsorpce proteinti, jejichz mnozstvi klesa
se zvysujicim se po¢tem OH skupin v fetézci polymeru. VEtsi mnozstvi hydroxylovych
skupin v fetézci brani formaci proteinii na materialu. Pro adsorpci proteinti je vhodna
smacivost materidll s kontaktnim Uhlem vyS$Sim neZz 60-65° (Salmerdon-Sanchez
a Altankov, 2010, Wei et al., 2014). V rtiznych mistech lidského organismu se vyskytuji
odlisné komplexy proteinti, které interaguji s implantovanym materidlem svou unikatni
cestou. Prvni v kontaktu s implantatem byva obvykle krev. Plasma, nachdzejici se v krvi,
obsahuje ptes 1000 proteint a kazdy z téchto proteinli miize potenciondlné interagovat
s materidlem. Po vloZeni nanomateridlu do téla se difuzné nebo spontanné, pii vhodnych
termodynamickych podminkach, adsorbuje velké mnozstvi volnych proteint. Nasledné
se utvari vrstva proteinll na povrchu materidlu, kterd je nazyvana proteinova korona.
Proteinovou koronu urcuje jeji tlouSt’ka, hustota, slozeni (druhy a mnozstvi jednotlivych
proteinil), konformace proteinti a afinita proteini k materialu. Jeji struktura a slozeni
souvisi s druhem materidlu (vliv morfologie, chemické struktury, ...) a mistu aplikace
v téle (Walkey and Chan, 2012). Neexistuje univerzalni komplex proteind, ktery by
umoznil vytvofeni proteinové korony na jakémkoliv druhu materidlu, avSak obvykle
obsahuje hojné zastoupenych 2-6 druht proteind, pfi€¢emz tf1 nejpocetnéji se vyskytujici
tvotfi az 56 % celkového mnozstvi adsorbovanych proteini. Béhem adsorpce dochazi
ke konformac¢nim zméndm proteinti, které souvisi s morfologii materidlu a chemickou
strukturou materialu a proteint. Proteiny, které tvoii s materidlem silné nevazebné
interakce — vodikové miustky, maji vyssi vazebnou energii a jsou obvykle méné ochotné
desorbovat z materidlu a ménit svou konformaci béhem procesu adsorpce na material

(Walkey and Chan, 2012).

Kromé¢ interakce mezi proteiny a materidlem dochazi i k interakcim mezi samotnymi
proteiny, kde je rozliSovana tzv. mékka korona (soft corona) a tvrda korona (hard corona).

Tvrda korona je tvofena siln€ vazanymi proteiny, které maji vysokou afinitu k materialu.
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Proteiny se zde adsorbuji v fadu sekund a desorbuji az osm hodin. M¢kkou koronu tvoii
slabé vazané proteiny, které adsorbuji minuty az hodiny a desorbuji v fadu minut. Mékka
korona ma niz8i afinitu k materidlu, coZ je dano slabSimi vazebnymi interakcemi
s materidlem nez u tvrdé korony. Existuje vice hypotéz o m&kkeé a tvrdé koron¢ a jejich
interakcich s materidlem. Jedna tvrdi, Ze proteiny tvrdé korony piimo interaguji
s povrchem materidlu, zatimco mekkéa korona interaguje s tvrdou koronou slabé ptes
protein-protein interakce. Dalsi hypotézou je, Ze proteiny mékkeé 1 tvrdé korony mohou
piimo interagovat s materidlem s rozdilnymi vazebnymi energiemi. Celkové mnoZzstvi
adsorbovanych proteinii zlstava priblizné konstantni, ale mize se ménit mnozstvi
jednotlivych typl zastoupenych proteinti nebo se mohou ménit druhy adsorbovanych

proteini v ¢ase (Walkey and Chan, 2012).

Hard corona

/7 Soft corona

Kon Adsorption/
kot | Desorption

S

Nanoparticle

Obrazek 8: Zndzornéni mekké a tvrdé korony adsorbovanych proteinii na nanocastici (Cia., 2017)

Biologickou odpovéd’ organismu urcuji adsorbované proteiny na materialu a potvrzuji
tim vhodnost/ nevhodnost materidlu pro bunécnou adhezi a spousti enzymatickou
kaskadu. Dle studii na nanomaterialy nejvice adsorbuji proteiny Apolipoprotein A-I,
Apolipoprotein A-IV, Apolipoprotein C-III, Clusterin, Fibrinogen, Ig gamma clain, Ig,
light chain, Serum albumin. Po adsorpci proteinu na povrch materialu miize dojit k jeho
denaturaci, kterd zptisobuje negativni bunécnou odezvu — Spatnou adhezi a proliferaci.
Denaturace je proces, pfi némz dochazi k rozpadu struktury proteinu nebo prostorové
konfigurace proteinti a tim ke zméné jejich funkce a néasledné dalsi interakce s okolim

(viz obrazek 9) (Salmeron-Sanchez a Altankov, 2010).
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A

adsorption denaturation

Obrazek 9: Znazornéni rozpadu struktury proteinu zpiisobenou jeho denaturaci (Wei et al., 2014).

Interakce mezi builkami a materidlem piedstavuje nékolik dil¢ich krokl jako jsou
adsorpce proteinti na povrch materidlu, naslednd bunécna adheze a posléze bunécna
proliferace. Kli¢ovou roli hraje koncentrace, distribuce a pohyblivost proteinové vrstvy
na povrchu materidlu. Buniky rozeznavaji tyto proteiny pies integrinové receptory,
které se nachazi v bunétné sténé. Po interakci integrinii s proteiny builky zacinaji
adherovat. Supramolekuldrni komplex se strukturnimi proteiny (alfa-actinin, vinculin,
talin) a signaly (paxilin, Src, FAK) napoméha bunkdm adherovat na povrch materidlu
a spousti bunécénou odpovéd’ (viz obrazek 10). Pokud je odezva pies integrinové
receptory negativni, mize dojit k nddorovému bunécnému bujeni. Pii Interakci mezi
buiikkou a materidlem v in vivo podminkach dochéazi k obousmérnym a dynamickym
procesiim. Buniky ve tkani neustale ptijimaji informace, d€li se a ¢asto méni svou formaci.
Hodn¢ druhtt bun€k se hiife adaptuje na in vitro podminky a hlfe pfezivaji mimo
komplexni organismus. Po implantaci ciziho materidlu do téla miZe dojit ke Spatné
interakci s bunikami z divodu nedostatku extracelularni hmoty (ECM). Bunky v in vivo
potfebuji odlisSné fyzikalné chemické signdly z okoli ECM nez v téle. DuleZitym
parametrem jsou také mechanické vlastnosti. Na tuz§im materialu mohou bunky htie
adherovat a proliferovat a je pro né biokompatibilita obtiznéj$i (Salmeron-Sénchez

a Altankov, 2010).

Keratin

intermexdiate
filaments
Plecting and —
BP230 Integrins
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matix
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Obrazek 10: Schéma interakce mezi burikou, proteiny a extracelularni hmotou.
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Experimentalni ¢ast

Cilem této diplomové prace je sledovani vlivu morfologie a smacivosti mikro/nano-
vlakennych polyesterovych materidli na adsorpci proteini a bunéénou adhezi
a proliferaci. Pro testovani byly pouzity vlakenné materidly z Cistych polymert a jejich
blendy, které byly piipraveny pomoci elektrostatického zvldknovani. Materidly byly
hodnoceny z hlediska morfologie metodou méteni priméra vldken. Déle byla métena
smacivost materiali. Materidly byly analyzovany z hlediska adsorpce proteinti za pouziti
hovéziho sérového albuminu (BSA) a nésledné z hlediska bunééné adheze a proliferace.
Zkoumano bylo mnozstvi siln¢ vazanych proteinti na jednotlivych materidlech metodou
SDS-PAGE elektroforézou a fluorimetricky metodou Quant-iT proteint assay kit a slabé
vazané proteiny spektrofotometrickou metodou podle Bradforda. Bunécéné testovani
probihalo ve ¢tyfech testovacich dnech za pouziti 3T3 mysSich fibroblasti. Bunécna
viabilita byla hodnocena na testovanych materidlech metodou CCK.  Adheze
a proliferace bunck byla zkoumdana elektronovou skenovaci mikroskopii a fluorescen¢ni
mikroskopii. Experimentalni ¢4st prace se zabyvd metodikou testovani, ziskanymi
vysledky a ndaslednou diskuzi. Dosazené¢ vysledky jsou diskutovany z pohledu

vzajemnych souvislosti interakce mezi materidlem, proteiny a bunikami.
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5 Materialy a metody

Pro testovani byla zvolena sada vldkennych polyesterovych materiali popsana

v tabulce 2.

Tabulka 2: Pouzité polyesterové biodegradabilni polymery

Polymer

Polycaprolacton (Mw 45 000)
Polycaprolacton (Mw 80 000)
Poly(lactide-co-g-caprolactone)
Kyselina polymlécna

Oznaceni
PCL45
PCLS80
PLCL
PLA

Tabulka 3: Pouzité pristroje pro zvolené metody testovani

Pristroj

Quorum Q150R ES

Force Tensiometer K12
Anprolene AN74i

PS-3D Sunflower Mini-Shaker
Centrifuge 5415 C

Spark Multimode Microplate
Reader

EVE

Vega 3 SB — EasyProbe
Nikon Eclipse TI
Mini-PROTEAN Tatra Cell
Azure ¢c600 Imaging System

Pouziti

pozlaceni vzorkli pro SEM
méfeni smacivosti materialti
sterilizace materialt
automaticka michacka
(SDS-PAGE)

CCK, Bradfordova m., Quant-iT
protein assay kit

automatické pocitani bunék

SEM

fluorescencni mikroskopie
SDS-PAGE

foceni geltt SDS-PAGE

Vyrobce

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Purasorb

Corbion Purac Biomaterials

Vyrobce

Quorum Technologies Ltd.
Kriiss GmbH

H.W.Andersen Products, Ltd.
Biosan Ltd.

Eppendorf AG

Tecan Trading AG

NanoEntek Bio-Technology
(Beijing) Ltd.

Tescan Orsay Holding, a.s.
Nikon Instruments Inc.
Bio-Rad Laboratories, Inc.
Azure Biosystems, Inc.

Tabulka 4: Programy pouzité pro zpracovani vysledkii ziskané z testovani

Programy
NIS Elements
Microsoft Excel Verze 16.37

Adobe Photoshop CC 2018

Kriiss Laboratory Desktop

Pouziti

méfeni priméru vlaken

statistické zpracovani dat praiméra
vlaken, méfeni smacivosti a in
vitro testovani
zpracovani
snimka
méfeni smacivosti

mikroskopickych

Tabulka 5: Pouzité chemikdlie a média

Nazev

Bradfordovo ¢inidlo
BSA

Bromfenolova modf
CCK

Spole¢nost
Nikon Instruments Inc.
Microsoft s.r.o.

Adobe Inc.

Kriiss GmbH

Vyrobce

Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Amresco
Dojindo

30



Chlorid sodny Penta
Chlorid draselny Penta
Coomassie Brilliant Blue R-250 Roth
DAPI Sigma Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) Penta
DMEM Biosera
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného = Penta
(Na2HPO4-12H-0)
Ethanol 96,8 % Penta
FBS Biosera
Glutamin Biosera
Glycerol
Glycin VWR
Kyselina octova Penta
Methanol Penta
Phalloidin Sigma Aldrich
PEN/STREP Amphotericin B Lonza
Protein MW Marker, Wide Range K494 Amresco
SDS Sigma Aldrich
TRIS Amresco
Triton X-100 Sigma Aldrich
Trypanova modf
Trypsin Biotech
B-merkaptoethanol Roth
2,5 % glutaraldehyd Sigma Aldrich
30 % akryl-bisakrylamid mix Amresco
Tabulka 6: Pouzité roztoky
Metoda Nazev SloZeni Poznamka
PBS 800 ml dH20
8 g NaCl
0,2 gKCl
3,63 g Na2HPO4-12H.0
0,24 ¢ KH2PO4
Roztok pro adsorpci = 50 mg BSA
gz proteintl 1 ml PBS
= g Roztok pro desorpci 1 g SDS
2 & siln¢ vazanych 100 ml PBS
=~ proteint
CBB barvici roztok = 400 ml dH,0
450 ml metanol
100 ml kyselina octova
2,5 g CBB R-250
CBB odbarvovaci = 400 ml dH,0
roztok 450 ml metanol
100 ml kyselina octova
Running buffer 800 ml dH,0
10 g SDS
30,3 g TRIS
144,1 g Glycin
Sample buffer 10 ml 1,5M TRIS-HCI (pH 6,8)

SDS - PAGE

Susici roztok

12 ml 10 % SDS

30 ml glycerol

15 ml B-merkaptoetanol

1,8 mg bromfenolova modf
370 ml dH,0
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450 ml metanol
100 ml kyselina octova
30 ml glycerol
Tris 1,5 M, pH 8,8 18,17 g Tris doplnit do 100 ml dH,0
80 ml dH,0
upraveno pH na hodnotu 8,8 pomoci
HCI

Tris 1,5 M, pH 6,8 18,17 g Tris doplnit do 100 ml dH,0
80 ml dH,0
upraveno pH na hodnotu 6,8 pomoci
HCI
Vzorkovy pufr 10 ml 1,5M Tris (pH 6,8)
6 ml 20 % SDS
30 ml glycerolu
15 ml B-merkaptoetanolu
4 mg bromfenolové modie

5 % gel pro SDS-  5,5mldH,0

PAGE 1,3 ml 30 % akryl-bis akrylamid
1 ml 1,5M TRIS (pH 6,8)
0,08 ml 10 % SDS
0,08 ml ammonium persulfate
0,008 ml TEMED

10 % gel pro SDS- 7,9 ml dH,0

PAGE 6,7 ml 30 % akryl-bis akrylamid
15 ml 1,5M TRIS (pH 8,8)
0,2 ml 10 % SDS
0,2 ml ammonium persulfate
0,008 ml TEMED

10 % SDS 10 g SDS doplnit do 100 ml dH,0
90 ml dH,0
10 % 1gAPS doplnit do 100 ml dH,0
amoniumpersulfat 8 ml dH,0
o DAPI working = fedéni 1: 1000 zasobni roztok 20 mg/ ml
§ solution
% ’A“;’ Kompletni DMEM + 10 % FBS, 1 % glutamin,
Z 3 kultiva¢ni sérum 1 % PEN/STREP Amphotericin B

5.1 Morfologie materiali

Pro hodnoceni morfologie materidli byla zvolena metoda méfeni pruméra vlaken
ze snimku pofizenych na skenovaci elektronovém mikroskopu. Na kovovy tercik byla
pripevnéna oboustranna lepici paska a na ni byl pomoci pinzety umistén vzorek materialu
o pfibliznych rozmérech 5x5 mm. Takto pfipraveny terc¢ik byl vloZen do zlatiCky
(viz obrazek 11), kde byla nanesena tenka vrstva zlata (10 nm). Pozlaceny ter¢ik byl
umistén do komory SEM (skenovaciho elektronového mikroskopu) a néasledné byly
potizeny snimky o riznych zvétSenich (500x, 1000x, 3000x, 5000x) za pouZiti napéti 10-
20 kV. Snimky byly dale zpracovavany v programu NIS Elements, kde byly naméteny

pruméry vlaken. Na fad¢ snimkii od kazdého materidlu bylo naméfeno celkem tfi sta
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nahodnych priméra vlaken, které byly statisticky zpracovavany. Byly zjistovany
prumérné hodnoty velikosti priméra vlaken, Cetnosti dle mnozstvi prauméra vlaken

jednotlivych materialt a doplnény byly dalsi statistické udaje.

Obrazek 11: Komora zlaticky s vlozenym tercikem s vzorkem materialu PCL45

5.2 Smacivost materialu

Dalsi sledovanou charakteristikou material byla sméac¢ivost materialt, kterd byla métena
na mikrotensiometru K12 s cilem zjisténi hmotnostniho ptirGstku vzorku v zavislosti
na Case. Jedna se o princip vzlinani kapaliny do porézniho pevného materidlu. Ptistroj
také umoziiuje métfeni povrchového a mezi povrchového napéti kapalin, kritické
micelarni koncentrace a odhad kontaktniho thlu na pevnych latkach, vlaknech

¢1 prascich.

Pro testovani byly pfipraveny vzorky od vSech materialli o rozmérech 3x4 cm. Vzorek
byl upevnén do cCelisti zatizeni, které byly umistény nad kadinku s kapalinou — v tomto
piipad€ s vodou. Nutné bylo odaretovani vah pfistroje, na nichz byl upevnén testovany
vzorek. Kadinka s tekutinou byla posunuta do vysky co nejblize k testovanému vzorku,
ale zaroven tak, aby nedoSlo k jeho smoceni. Pot¢ mohlo byt na pocitaci zpusténo
samotné méfeni vzlinani kapaliny do kapilar materidlu. Kédinka s vodou se pfiblizovala
ke vzorku, dokud nedoSlo ke smoceni jeho spodni hrany vodou (viz obrazek 12).

V okamziku smoceni se kadinka zastavila a bylo méfeno vzlinani vody do materidlu.
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Zarovenl v programu propojeném s piistrojem vznikal ilustrativni graf zvySujici se
hmotnosti vzorku duasledkem pronikani kapaliny do porézni struktury materidlu

v zavislosti na Case. Data byla déle statisticky zpracovavana.

Obrazek 12: Testovani smdcivosti vzorku vodou na pristroji tensiometr K12: pohled z boku (4) a pohled

z predu (B) pristroje.

5.3 Adsorpce proteini

Koncentrace vazanych proteinli byla zkoumana pomoci adsorpce BSA na povrchu
materidlii. Pro zjisténi mnozstvi adsorbovanych proteini byly analyzovany roztoky slabé
vazanych proteinii ziskanych z oplachu vzorka a silné vazanych proteini ziskanych
pomoci desorpcniho ¢inidla. Pro analyzu adsorbovanych proteini byly pouzity tii
metody. Slabé vazané proteiny byly zkoumdany spektrofotometrickou metodou
podle Bradforda. Tato metoda udava kvantitativni vyhodnoceni mnozstvi slabé vazanych
proteind v testovaném roztoku. Roztoky silné vazanych proteini ziskanych desorpci
pomoci 1 % SDS byly analyzovany separacni metodou SDS-PAGE elektroforézou,
ktera separativné oddéluje jednotlivé molekuly proteinti v zavislosti na jejich velikosti
(molekulové hmotnosti). Dalsi metodou pro zjistovani mnozstvi siln€ vazanych proteini

je fluorescencni metoda Quant-iT protein assay Kkit.
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5.3.1 Priprava roztoku slabé a silné vazanych proteini pro analyzu jejich

adsorpce na materialech

Od kazdého materialu bylo nastiihdno 5 vzorkii o rozmérech 2 x 2 cm a kazdy vzorek byl
nasledné zvazen. Ke 4 vzorkiim od kazdého materialu byl ptfidan 1 ml roztoku BSA v PBS
o koncentraci 50 mg/ ml pro adsorpci proteinli na povrch materialu. K patému vzorku,
slouzicimu jako negativni kontrola, byl pfidan 1 ml cisttho PBS. Vzorky byly
inkubovany po dobu jedné hodiny pti 37 °C. Kazdy vzorek byl nasledné oplachnut v 1 ml
PBS. Tyto roztoky obsahuji proteiny, které jsou na materidlech jen slab&é vazané.
Oplachnuté vzorky byly poté vlozeny do desorpéniho roztoku (s obsahem 1 % SDS
v PBS), ktery na proteiny ptisobi jako denaturacni ¢inidlo, a byly inkubovany jednu
hodinu pfi RT. V tomto roztoku se siln¢ vdzané proteiny desorbuji z povrchu materialu.
Poté byly materialy vyjmuty z desorpéniho roztoku a roztoky slabé a siln¢ vazanych

proteini byly dale analyzovany.

5.3.2 Metoda podle Bradforda

Metoda podle Bradforda spociva v interakci proteini s barvivem CBB v kyselém
prostiedi. Po navéazani barviva na proteiny dochéazi ke zméné barvy roztoku z ¢erveno-
hnédé na modrou. Tim dochazi k posunu absorpéniho maxima CBB z 465 nm na 610 nm,

pricemz idealni vinovou délkou pro méteni je 595 nm.

Pro testovani bylo pouZzito Bradfordovo ¢inidlo a zasobni roztok BSA (50 g/ ml) na objem
1 ml. Ze zésobniho roztoku byly do mikro zkumavek pfipraveny sestupné koncentrace
zasobniho roztoku v PBS (1 mg/ ml, 0,75 mg/ ml, 0,5 mg/ ml, 0,25 mg/ ml a 0 mg/ ml)
pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Do 96 jamkové mikrotitraéni desti¢ky bylo pfidano
250 ul Bradfordova ¢inidla a nésledné 5 pl vzorku. Z roztokl slabé vdzanych proteint
byly analyzovany vzdy 4 vzorky s proteiny a 1 vzorek NC od kazdého materilu.
Nasledn¢ byly vzorky inkubovany po dobu deseti minut pii RT. Poté byla métfena
absorbance jednotlivych jamek na spektrofotometru pti vinové délce 595nm. Data byla
déle statisticky zpracovana. Pomoci vzniklé kalibraéni kiivky a ziskané rovnice kiivky

byly dopocitany koncentrace proteint ve vzorcich jednotlivych materiali.
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5.3.3 SDS-PAGE

Metoda SDS-PAGE elektroforéza je separacni metoda zalozena na principu rozdéleni
smési proteinti na zakladé jejich velikosti v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti SDS.
Jsou tvoreny bandy, jejichz pozice a tlouStka urcuje mnozstvi a molekulovou hmotnost

proteinid v porovnani s pouzitym markerem o znamych molekulovych hmotnostech.

Ke vzorkim byl vzdy ptidan vzorkovy pufr v poméru 1:1, ¢imz doSlo k denaturaci
proteini pii zahtati na 95 °C. Pomoci dvojice skel byl pfipraven polyakrylamidovy gel,
ktery se skladal ze dvou ¢asti zaostfovaciho (horni) 5 % a separacniho (dolni) 10 % gelu
dle tabulky 6, a v ném vytvofeny jamky pomoci hiebinku. Skla s gely byly nasledné
umistény do nddoby pfistroje (viz obrazek 13). Do volnych prostor vani¢ky byl nalit
running buffer (cca 500 ml), tak aby byla elektroda ponotfena. Do jamek gelu bylo piidano
5 ul markeru proteini K494-500ul a po 15 pl vzorkl od kazdého materialu (3 vzorky
s proteiny + 1 NC). Elektrody byly pfipojeny ke zdroji a byla zpusténa samotna
elektroforéza na 15 minut s napétim 80 V po dobu prichodu vzorka skrz separacni gel
a poté bylo napéti zvySeno na 120 V po dobu cca jedné hodiny. Nasledovalo obarveni
proteini v gelech pomoci barviciho roztoku s CBB (viz tabulka 6), do kterého byly gely
umistény a ddny na automatickou michacku do nésledujiciho dne. Z barvici 1lazn¢ byly
gely premistény do odbarvovaciho roztoku (viz tabulka 6). Odbarvovani probihalo,
dokud na gelech nezlstaly obarvené pouze bandy proteind. Poté byly gely nafoceny
pomoci dokumentaéniho piistroje Azure (viz obrazek 14) a ptes noc vlozeny do susiciho

roztoku. Ziskané gely se vzniklymi bandy byly opticky hodnoceny.

Obrazek 13: Snimek zarizeni urceného pro SDS-PAGE elektroforézu.
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Obrazek 14: Pristroj Azure c600 pro dokumentovani gelii z SDS-PAGE.

5.3.4 Quant-iT Protein Assay Kit

Metoda Quant-iT Protein Assay Kit je fluorescencni spektrometrickd metoda, pomoci
které¢ se kvantifikuje koncentrace proteint v testovanych roztocich. Koncentrace jsou
zjisStovany za pomoci pouzité¢ kalibracni kifivky, zjejiz rovnice jsou hodnoty

dopocitavany. Ziskané hodnoty je mozné piepocitat na hmotnost testované¢ho vzorku.

Roztoky se siln€ vazanymi proteiny byly 10x nafedény v PBS pro umoznéni méteni touto
metodou. Poté byl pfipraven pracovni roztok v poméru 1:200 (¢inidlo Quant-iT: pufr).
Do 96 jamkové desticky bylo ptidano po 200 ul pracovniho roztoku a 10 pl jednotlivych
vzorkl (roztoky silné vazanych proteinti) + 1 NC od kazdého materialu. Pro kalibra¢ni
kiivku bylo do desticky dano rovnéz po 200 pl do osmi jamek a vzestupné piidano
po 10 ul raznych koncentraci BSA (0 ng/ ul, 25 ng/ ul, 50 ng/ ul, 100 ng/ pul, 200 ng/ ul,
300 ng/ ul, 400 ng/ ul, 500 ng/ ul). Nasledovalo méteni na spektrofotometru pii vinovych
délkach 470 nm a 570 nm. Z naméfenych dat byla sestrojena kalibrac¢ni kiivka.
Ze ziskanych dat vzorki byly dopocitany koncentrace za pomoci vzniklé rovnice
kalibracni kiivky. Dopocitané vysledné hodnoty koncentraci proteinii byly prepocitany
na 1 g testovanych vzorkti a dale statisticky zpracovany v programu Excel.
(Pozn.: Provedena byla dvé méfeni z tychz vzorkl roztoki po desorpci jednotlivych

materidli, které byly zpracovany do grafii viz ptiloha D).
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5.4 In Vitro testovani

Pro bunécné testovani byla zvolena linie 3T3 (mys$i embryonalni fibroblasty). Testovani
probihalo po dobu 14 dni, pficemz byly 4 odbérové dny — 1., 3., 7. a 14. od nasazeni
bunck na testované materialy. Pro hodnoceni bunééné viability byl zvolen metabolicky
test CCK. Z kazdého odbérového dne byla pofizena fada snimkii pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie a fluorescencni mikroskopie, kdy byla zkoumana proliferace

bunék na materialech.

5.4.1 Priprava materiala pro kultivaci bunék

Z jednotlivych materiala bylo ptipraveno 8 vzorkid - 4 vzorky pro metabolicky test,
2 vzorky pro fluorescenci, 1 vzorek pro SEM + 1 uréeny pro NC (materidl s ¢istym
kultivaénim médiem). Materidly bylo zapotiebi sterilizovat. Sterilizace probihala
za pusobeni ethylenoxidu po dobu 12 hodin pfi teploté 37 °C. Po sterilizaci bylo potieba
material dva tydny odvétrat pro odstranéni toxickych rezidui pti RT. Sterilni materidly
byly vloZeny do 24 jamkovych mikrotitra¢nich destiek, pticemz kazda desticka byla
urcena pro jeden odbérovy den. Materialy byly oplachnuty PBS a zatéZkany sklenénymi
krouzky pro zamezeni pohybu materialu. Sklenéné krouzky byly také vlozeny do jamek

uréenych pro pozitivni kontrolu (buniky nasazené na plastik bez materialu).

5.4.2 Priprava bunééné suspenze a nasazeni bunék na materialy

Bunky byly rozmrazeny z kryogenniho stavu ve vodni lazni pii teplot¢ 37 °C
a resuspendovany v 15 ml kultivaéniho média DMEM, které bylo piedehfdto rovnéz
na 37 °C v kultivacni lahvi. Buiiky s médiem byly umistény do CO» inkubatoru pii 37 °C.
Nasledovalo pasazovani bunék, které probihd pii 70-80 % bunécéné konfluenci dna
kultivacni lahve. Nejprve bylo odsato dosavadni kultivaéni médium od adherovanych
bunék na plastiku. Poté byly buiikky oplachnuty pufrem PBS, oplachnuty trypsinem
a po opétovném piidani trypsinu byla kultivacni lahve inkubovana po dobu 5 minut
v inkubatoru. Pisobenim trypsinu se buiiky uvolnily ode dna kultiva¢ni lahve a nasledné
bylo pfidano 5 ml ¢istého média. Z roztoku bunécné suspenze a trypanové modii

v poméru 1:1 byl spocitan aktualni pocet Zivych bun€k v suspenzi za pomoci automatické
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pocitacky bunék EVE™. Bunééna suspenze byla nasledné ziedéna kultivaénim médiem

na pozadovanou finalni koncentraci 1*10* bunék/ ml.

Do kazd¢ jamky mikrotitracni desticky s materialy, s vyjimkou negativnich kontrol (isté
médium bez bunék), a jamek uréenych pro pozitivni kontrolu bylo pfidano po 1 ml

piipravené bunécné suspenze a desticky byly umistény do CO; inkubatoru pii 37 °C.

5.4.3 Testovani bunééné viability pomoci CCK-8 testu

Pro testovani bunécné viability byla zvolena metoda CCK za pouziti 10 % roztoku CCK
v kultivaénim médiu. Tento roztok obsahuje vysoce rozpustnou tetrazoliovou siil, ktera je
bunikami redukovana za vzniku formazanového barviva zluté barvy, které je rozpustné
ve vodném prostedi. Mnozstvi formazanového barviva, produkovaného aktivitou bunék,
je ptfimo umérné poctu zivych bunék. Citlivost detekce CCK-8 je vyssi nez u ostatnich

tetrazoliovych soli, jako je napt. metabolicky test MTT [Takanezawa, 2016].

Pti kazdém odbérovém dni, 1., 3., 7. a 14. den od nasazeni bunétné suspenze na material,
byly z kultivacnich jamek odebrany zatézkavaci krouzky. Jednotlivé vzorky, pocinaje
negativnimi kontrolami, byly pfemistény do jamek Ccisté mikrotitraéni desticky.
Ke kazdému vzorku a pozitivnim kontroldm bylo pfidano 500 pl ptipraveného roztoku
CCK. Nasledné byly vzorky inkubovany po dobu 3 hodin pii 37 °C v CO; inkubatoru.
Po inkubaci bylo pfeneseno 200 pl roztoku zjamek inkubované desticky do nové
96 jamkové mikrotitraéni desticky (v pfipad¢é potfeby byly vzorky fedény, aby bylo
mozné nameéteni jejich absorbance a hodnoty zpétné ndsobeny dle pouzitého fedéni).
Takto pfipravena desticka byla vlozena do spektrofotometru, kde byla métena absorbance
roztoku pii vlnové délce 450 nm, kterd je piimo umérnd bunécné viabilité
(zivotaschopnosti). Vysledky byly statisticky zpracovany a vyhodnocovany v programu
Excel, kde byly dopocitdvany primérné hodnoty absorbanci testovanych materialt

se smérodatnymi odchylkami v jednotlivych odbérovych dnech.
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5.4.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie umoznuje vizualni pozorovani bunécné adheze a proliferace
na materialech diky jejich obarveni fluorescen¢nimi barvivy. V této praci byly pouzity
barviva Phalloidin a DAPI. Obarvenim je mozné pozorovat rozprostieni bunck

na materialu, jejich shlukovani ¢i tvar bunék.

Z mikrotitracni desticky s buiikami adherovanymi na materidlech bylo odsato médium.
Nasledoval 2x oplach v PBS. Po druhém oplachu PBS byly materialy pfemistény do nové
sterilni desticky a bylo pfidano pfimétené mnozstvi 2,5 % glutaraldehydu (pfiblizné 1 ml)
po dobu 15 minut pfiteploté 4 °C pro docileni fixace bunck. Poté byly vzorky
2x oplachnuty PBS a byl pfidan roztok 0,1 % BSA + 0,1 % Triton X-100 v PBS po dobu
5 minut pfi RT pomoci n¢hoZ byla permeabilizovana bunéénd membrana. Vzorky byly
opét promyty roztokem PBS a barveny roztokem Phalloidinu. Déle byla desticka
inkubovédna za nepfistupu svétla, pro docileni spravného obarveni bunék, po dobu
30 minut pfi RT. Po obarveni byl roztok odsat, vzorky byly promyty roztokem PBS
anésledovalo barveni roztokem DAPI working solution (tabulka 6), které pusobilo
dalSich 5 minut ve tmé pifi RT. Fluorescenéni barvivo DAPI obarvilo bunécna jadra.
Poslednim krokem byl 2x oplach v PBS. Vzorky zistaly ponofeny v dostate¢ném
mnozstvi PBS v jamkach mikrotitracni desti¢ky a na fluorescencnim mikroskopu byly

pofizeny snimky obarvenych bunék.

5.4.5 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie je zaloZena na principu odrazu dopadajicich paprskil
na zkoumany povrch. Vznikly obraz je tvofen sekundarnim signalem svazk elektroni.

Podle charakteru povrchu se méni Groven signalu a je tvofen vysledny obraz.

Od materiala s adherovanymi bunikami bylo odsdto médium a byly dvakrat oplachnuty
PBS. Do nové¢ desticky byly pfemistény materidly a ke kazdému byl ptidan 1 ml 2,5 %
glutaraldehydu, ktery ptsobil 15 minut pii teploté 4 °C. Roztok glutaraldehydu byl odsat,
vzorky byly promyty v PBS a poté byla pouzita vzestupna ethanolova fada pro odvodnéni
100 %). Kazda ethanolova koncentrace piisobila na vzorky 10 minut, pak byla odsata

a priddna koncentrace vyssi. Po plsobeni posledni 100 % koncentrace ethanolu byly
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vzorky premistény z desticky na parafilm. Po uschnuti byly ustiizeny dva malé vzorky
z kazdého kruhového vzorku a pfipevnény (kazdy vzorek jinou stranou pro zamezeni
Spatné¢ho nalepeni a tim nemozZnost vyfoceni bun€k) na oboustrannou lepici pasku,
ktera byla piipevnéna ke kovovému terCiku urcené¢ho pro elektronovou mikroskopii.
Tercik byl s materidlem umistén do komory zlaticky a byla nanesena tenka vrstva zlata
(10 nm). Takto ptfipraveny vzorek byl vlozen do komory elektronového mikroskopu,
kde byla pofizena tada snimka s riznym zvétSenim (500x, 1000x, 3000x, 5000x)
za pouziti napéti 20 kV.
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6 Vysledky a diskuze

Cilem této diplomové prace bylo zjistovani vlivu chemického slozeni a morfologie
polyesterovych vlakennych materidld na adsorpci proteini a bunécnou adhezi
a proliferaci. Pro hodnoceni morfologie materiali byla pouzita metoda méteni praméra
vlaken ze snimki pofizenych skenovaci elektronovou mikroskopii. U adsorpce proteinii
na materialy bylo zjiStovano mnozstvi slab¢ a silné vdzanych proteinii metodami SDS —
PAGE, Quant-iT assay protein kit a metodou podle Bradforda. Pro testovani bunééné
viability na materidlech bylo pouzito testovdni CCK a pro hodnoceni bunééné adheze
a proliferace byla pouzita fluorescenéni mikroskopie a skenovaci elektronova

mikroskopie.

V této praci byly pouzity vldkenné materidly pfipravené zriznych polyesteri
Ing. Andreou Klapstovou a Ing. Kristynou Havlickovou pomoci elektrostatického
zvlaknovani na nanospideru NS 1WS 500U. Pro zvlakiiovani byly pouZity polymery
a jejich blendy viz tabulka 7.

Tabulka 7: Tabulka s pouzitymi polymernimi roztoky pro vyrobu mikro/nano-vldikennych materialii

Polymer Roztok pro zvlaknovani Poznamka
PCLA45 16hm% 8:1:1 (chloroform:
etanol: kyselina octova)
PCL380 10hm% 8:1:1 (chloroform:
PLCL etanol: kyselina octova)
PLA
Blend 1:1 (PCL45: PLCL) Smés polymerii byla misena
Blend 1:1 (PCL80: PLCL) z vySe pripravenych roztoki
Blend 1:3 (PCL80: PLCL) v daném pomeru

Blend 3:1 (PCL80: PLCL)
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6.1 Morfologie materiali

Testované polyesterové vlakenné materidly mély srovnatelnou plosSnou hmotnost.

Vramci zkoumani morfologie vlakennych vrstev byly méfeny priméry vlaken

jednotlivych material (tabulka 8) ze snimkl pofizenych pomoci skenovaciho

elektronového mikroskopu (kapitola 5.1). U nékterych materialti byl rovnéz naméfen

specificky povrch Mgr. Janou Karpiskovou, Ph.D.

Tabulka 8: Testované polyesterové vidkenné materialy

Material
PCL45

PCLS80

PLCL

PLA

Blend 1:1 (PCLA4S)
Blend 1:1 (PCL80)
Blend 1:3 (PCL80)
Blend 3:1 (PCL80)

Priméry vlaken [pm]
0,39 + 0,43

0,99 + 0,48

1,14 £ 0,68

0,5+ 0,39

0,83 + 0,49

0,93 + 0,54

0,74 £ 0,53

0,91 £0,63

Specificky povreh [m*/g]

2,59
1

1,83
1,52
2,17
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Cetnost priaméra vlaken materialu PCL45
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Cetnost primért vldken materialu PLCL
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Cetnost priméra vlaken materialu PLA
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Obrazek 15: Snimky materialii porizené skenovaci elektronovou mikroskopii se zvétsenim 1000x (merztko
50 um) (snimek vievo) a se zvétsenim 5000x (méritko 10 um) (snimek vpravo) a histogramy zndzornujici danou
Cetnost velikosti priiméri viaken materialit A (PCL45), B (PCL80), C(PLCL) a D (PLA).
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Cetnost praméra vlaken materialu Blend 1:1 (PCL45)
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Cetnost primért vldken materialu Blend 1:3 (PCL80)
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Obrazek 16: Snimky materialii povizené skenovaci elektronovou mikroskopii se zvétsenim 1000x (méﬁtko
50 um) (snimek vievo) a se zvétsenim 5000x (méritko 10 um) (snimek vpravo) a histogramy zndzornujici
danou Cetnost velikosti priumeri vlaken materialii A (Blend 1:1 (PCL45)), B (Blendl:1 (PCL80)), C (Blend

1:3 (PCL80)) a D (Blend 3:1 (PCL80)).
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Priméry vlaken testovanych materiala
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Materialy

Velikost priméra vldken [um]

EPCL45 mPCL80 mPLCL mPLA ®mBlend 1:1 (PCL45) ®Blend 1:1 (PCL80) ® Blend 1:3 (PCL45) M Blend 3:1 (PCL45)

Obrazek 17: Krabicovy graf hodnot namérenych priuméri viaken testovanych materialii véetné vyznaceni

priumérnych hodnot priiméri viaken (x), medianu (— (uvnit krabice)) a odlehlych hodnot (°).

Velikosti primért vlaken byly srovnatelné u materiald PCL80, PLCL a vSech blendd,
pricemz jejich primérné hodnoty se pohybovaly od 0,7 um do 1 pm (viz krabicovy graf
na obrazku 17). U materiald PCL45 a PLA je patrnd vyrazné nizs§i pramérna hodnota
praméri vlaken oproti ostatnim materialiim (viz krabicovy graf na obrazku 17) a rovnéz
lze pozorovat uzsi distribuci nejhojnéji se vyskytujicich velikosti priméri vldken
distribuci nejCastéji se vyskytujicich praimért vldken (velikosti vlaken pohybujici se
0od 0,5 pm do 1,7 um) (krabicovy graf na obrazku 17). Z hlediska distribuce vldken je
patrné ze u materidlu PCL45 se vyskytuji, krom¢ velkého mnozstvi nanovlaken,
1 mikrovlakna (histogram materidlu A na obrdzku 15 a krabicovy graf na obrazku 17)
a u materidlu PLCL se vyskytuje vét§i mnozstvi jak mensSich, tak vétSich primért vldken
(histogram materialu C na obrazku 15) a vykazuji tak charakter bimodalniho rozdé¢leni.
Vsechny blendy disponovaly srovnatelnymi praméry vldken (viz obrazek 16), coz je

ziejme 1 z krabicovaho grafu zobrazeném na obrazku 17.

U vybranych materiala byl dale méten specificky povrch vlaken, kdy u materialu PCL80
byla zaznamenana nejvy$Si hodnota specifického povrchu (2,59 m?/g) a nejnizsi
u materialu PLCL (1 m%/g). U blendt se zvySujicim se podilem slozky PCL80 se zaroven

zvySoval 1 specificky povrch vldken (viz tabulka 8). U materidli PCL45, jeho blendu
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a PLA nebylo moZné specificky povrch doméfit kvili ¢asové narocnosti a z divodu

problému se samotnym métenim.

6.2 Charakteristika smacivosti materialu

V ramci charakterizace materiali byla méfena smacivost materidlii zjistovanim jejich
sorpce kapaliny jako doplnujici a orientacni informace s niz mize souviset adsorpce

proteinl a bunécna adheze a proliferace.

Pro méfeni smacivosti materialll byl pouzit mikrotenziometr, kterym byla zjisStovana
sorpce vody do vzorkll materialti po dobu 10 minut. Sorpce kapaliny byla zjistovana
jako hmotnostni pfirtstek v zavislosti na case (kapitola 5.2). Hmotnosti testovanych
vzorkli o velikosti 3 x 4 cm se pohybovaly vrozmezi 0,017 — 0,029 g s drobnymi
odchylkami v zavislosti na tlouStce materidlu. Pfesné hmotnosti testovanych vzork
a grafy smacivosti jednotlivych vzorku testovanych materiala jsou uvedeny v ptiloze A.
Tabulka 9 uvadi primérné hodnoty hmotnosti vzorki jednotlivych materialii a mnozstvi

zadrzené vody po péti minutach méfeni sorpce kapaliny vzorky.

Tabulka 9: Hmotnosti vzorkii testovanych materialii pro méreni smacivosti

Priumérna hodnota PCLA45 PCLS80 PLCL PLA Blend 1:1 Blend 1:1
(PCLA45) (PCL80)
Hmotnost vzorku [g] 0,0193 0,0215 0,0176 0,0232 0,0241 0,0274

ZadrZena voda v 5. minuté 1,2356 14,5751 15,7915 14,7575 14,5054 11,8999
méreni na 1 g vzorku [g]
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Smacivost testovanych vldkennych materiala
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Obrazek 18: Obrazek znazornujici graf priiomérnych namérenych hodnot smacivosti jednotlivych

testovanych materialii

Material PCL45 vykazoval vyrazné nizS§i smacivost ve srovnani s ostatnimi
materidly a to 5-7x méné€ po 10 minutich testovani (graf na obrazku 18). Klesajici
hmotnost méfenych vzorka u materidlu PCL45 (ptfiloha B graf na obrazku B-1) znaci
tendenci nesmacivosti materialu. Nizka ochota vzlinavosti by mohla souviset s tloustkou
vlaken, ktera se také u PCL45 1i8i od ostatnich testovanych materidli, kdy ma material
PCLA45 vyrazné nizsi praméry vlaken (obrazek 15 materidlu A). Oproti tomu PCL80 ma
vyrazné vyS$si nasdkavost s predpokladem stale rostouci kiivky (graf na obrazku 18).
V souvislosti s tloustkou vldken ma PCL80 vyrazn€ vyssi priméry vlaken (obrazek 15
materidlu B) nez PCL45, a to opét koresponduje s jeho smacivosti vodou. PLA ma
srovnatelné¢ priméry vlaken jako PCLA45, ale je smacen vodou nejlépe z materidlu
zvlaknénych z Cistych polymerid, coz by mohlo byt dano jeho chemickou strukturou.
U blendt je moZné pozorovat velmi rychlé vzlinani vody do kapilar materidlu z poc¢atku
meéteni (graf na obrazku 18). Je zde zfejmy synergicky efekt Cistych polymert, z nichZz
jsou blendy zvlaknény. Na kiivkach prabeéhu méfeni vzorki PCL80 (ptiloha B graf
na obrazku B-2) jsou zfetelné nerovnosti pribéhu kiivky, které mohou byt zpiisobeny
vys$$i porozitou v nekterych castech vlaknité struktury materidlu, kterd kratkodobé

zpusobi vyssi nasdkavost vzorku.
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U materiali PCL80, PLA a Blendu 1:1(PCL45) je z grafu na obrazku 10 patrny
staly rist kiivky. Lze tedy piedpokladat narist i po uplynutych 10 minutdch méfeni.
Materialy PCL45, PLCL a Blend 1:1(PCL80) disponuji kiivkami s mirnéjSim prtibé¢hem
po prvni minut¢ testovani, coz by mohlo signalizovat plna nasyceni testovaného vzorku
nebo vyrovnani kapilarnich a gravitacnich sil a tim zastaveni vzlinani kapaliny do kapilar
materidlu. Prestoze PLCL se jevil po PCL45 jako nejméné vzlinavy, pozorujic
hmotnostni ptirtstek vody vztahujici se na hmotnost vzorku nabyva nejvyssi primérné
hodnoty a to 15,7915 g vody na 1 g vzorku, coz by mohlo byt dano jeho odliSnou

morfologii z pohledu velikosti vldken a tim odliSnou porozitou.

Pro dalsi zkoumani souvislosti mezi chemickou strukturou a smacivosti materiala
by bylo vhodné zvysit citlivost pfistroje (zkoumani pocate¢niho vzlinani kapaliny

do materidlu) a testovani vétSich vzorki po delsi dobu.
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6.3 Analyza adsorpce proteinii

Adsorpce proteinli byla testovdna hovézim sérovym albuminem (BSA) pouZitym
s koncentraci 50 mg/ ml na vzorek materidlu o velikosti 2x2 cm. Vzorky vSech
testovanych materialti byly pfedem zvéazené (ptiloha C). Nasledovala inkubace jednu
hodinu pti 37 °C, kdy doslo k adsorpci proteinti. Nasledoval oplach pomoci roztoku PBS,
kdy byly uvolnény slabé vazané proteiny. Poté bylo pouzito denatura¢ni ¢inidlo (1 %
SDS), kdy byly z materialu desorbovany siln¢ vazané proteiny (kapitola 5.3.1). Ziskané
roztoky se slabé a siln¢ vazanymi proteiny byly dale analyzovany. Analyza mnozstvi
desorbovanych siln¢ a slabé vazanych proteinti probihala pomoci separacni metody SDS-
PAGE elektroforézy, fluorimetrii (Quant-iT assay protein kit) a spektrofotometrii

(metoda podle Bradforda), jejichZ postupy jsou popsany v kapitolach 5.3.2, 5.3.3 a 5.3.4.

6.3.1 Analyza slabé vazanych proteinu (soft corona)

Mnozstvi proteinli uvolnénych v ramci oplachu po adsorpci proteind, kdy byly ziskany
roztoky slabé vazanych proteinti, bylo zjistovano za pouziti spektrofotometrické metody
podle Bradforda (dle kapitoly 5.3.2). Graf na obrazku 19 zndzoriiuje dopocitané hodnoty
mnozstvi slabé vazanych proteini BSA ze ziskanych hodnot z méfeni absorbanci

na spektrofotometru.

Mnozstvi slabé vazanych proteint

proteinu/mg vzorku
=
—_—
e
—_

BSA [mg adsorbovaného

PCL45 PCLS80 PLCL PLA BL1:1(45) BLI1:1(80)
Material

Obrazek 19: Graf mnozstvi slabé vazanych proteinii po oplachu PBS mérenych spektrofotometricky
metodou dle Bradforda (pri 595 nm) (pozn. BLI:1(45) = Blendl:1(PCL45), BL1:1(80) = Blend1:1(PCL80))
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Z grafu na obrazku 19 vyplyva, ze materidly z Cistych polymert (PCL a PLA)
nevazi tak dobfe slabé vazané proteiny jako jejich kopolymer PLCL, ktery vaze slabé
vazané proteiny vyrazn¢ vice a nabyva hodnoty BSA nad 0,6 mg na 1 mg vzorku (graf
na obrazku 19). Nasledné nejvice adsorbuji slabé vazané proteiny na material PCLSO.
Materialy PCL80 a PLA maji srovnatelné hodnoty smacivosti a slabé vazané proteiny
vazi srovnatelné. Dale je ztejmy rozdil mezi materialy PCL45 a PCL80, kde 1ze pozorovat
u PCL45 malé priméry vladken, nizkou smacivost a nizkou adsorpci slabé vazanych
proteinl. KdeZto material PCL80 ve srovnani s PCL45 disponuje vy$Simi priméry

vlaken, vys§i smacivosti a Iépe na néj adsorbuji slabé vazané proteiny.

6.3.2 Analyza silné vazanych proteini (hard corona)

Siln€ vazané proteiny byly analyzovany z roztokd po desorpci v roztoku 1 % SDS.
Analyza probihala pomoci SDS-PAGE elektroforézy a fluorometricky (Quant-iT protein
assay kit). Redéni vzorki 10x pro fluorimetrickou analyzu bylo provadéno s ohledem
na desorpcni Cinidlo SDS, které ovliviiuje spektrofotometrické metody. Metodu dle
Bradforda nebylo mozné pro kvantifikaci roztok siln€¢ vazanych proteinli pouzit
z diivodu pfitomnosti desorpéniho Cinidla SDS, kdy se po fedéni vzorka koncentrace
proteind dostavaji pod detekéni limit metody. Proto byly vzorky analyzovany pomoci

fluorescencni spektrofotometrické metody Quant-iT protein assay kit.

Metoda SDS-PAGE elektroforéza hodnoti mnozstvi adsorbovanych silné véazanych
proteini na materidlech za pouziti roztokli siln¢ véazanych proteini po desorpci
aplikovanych do polyakrylamidového gelu a piisobeni elektrického pole. Hodnoceny jsou
vzniklé bandy proteinli ptislusici odpovidajici molekulové hmotnosti podle markeru
o znamych hodnotéach, ktery je na levé strané kazdého gelu (viz obrazek 20). Postup

testovani je popsan v kapitole 5.3.3.
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PCL45 PCL80 PLCL PLA

BLEND1:1(PCL45)
kba Mw_1 2 3 NC

BLEND1:1(PCL80)
1T 2 3 NC

40,0

14,4 |
Obrazek 20: Snimky gelu silné vdazanych proteinii na vzorcich testovanych materialii s vyznacenym

markerem molekulovych hmotnosti ziskanych z SDS-PAGE elektroforézy.

Dalsi pouzitou metodou pro hodnoceni siln¢ vazanych proteind byla Quant-iT protein
assay kit (kapitola 5.3.4), ktera kvantifikuje mnozstvi adsorbovanych proteinii na zakladé
fluorescencni spektrofotometrické analyzy z roztoku silné vazanych proteinti po desorpci

(graf na obrazku 21).
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Mnozstvi siln¢ vazanych proteinu
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Obrazek 21: Graf mnozstvi silné vazanych proteinii na materidlech (priumérné hodnoty) po desorpci
pomoci 1 % SDS metodou Quant- iT protein assay kit (pozn. BL1:1(45) = Blend1:1(PCL45),
BL1:1(80) = Blendl:1(PCL80))

Vysledky testovani Quant-iT protein assay kit potvrzuji vysledky ziskané
metodou SDS-PAGE elektroforézou (snimky geld na obrazky 20 a graf na obrazku 21),
kde je zfejmé nejveétSi mnozstvi siln€ vazanych proteinii adsorbovanych na materialu

PLA.
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Obrazek 22: Graf znazornujici adsorpci slabé vazanych proteinii, silné vazanych proteinii a celkového mnozstvi
adsorbovanych proteinii na jednotlivych testovanych materialech (pozn. BL11(45) = Blend1:1(PCL45),
BL11(80) = Blend]:1(PCL80))

Jak je patrné ze snimki jednotlivych gelt obrazku 20 a grafu na obrazku 21, nejvice silné
vazanych proteinii vaze materidl PLA a nasledné¢ material PCL80. Ostatni materialy
vazou siln¢ vazané proteiny srovnatelné okolo 0,1 mg na 1 mg vzorku. Slabé vazané

proteiny nejvice adsorbuji na material PLCL a nasledné na PLA a PCLS0.

Lze pozorovat urcity trend u adsorpce slab¢ i siln¢ vazanych proteint u materialit PCL45
a PCLS8O0 (graf na obrazku 22), kdy material PCL80 vaZe slabé i siln€ vazané proteiny vic
v porovnani s materidlem PCL45. RovnéZ jejich blendy maji niz8i adsorpci proteinti
jak slab¢, tak siln¢ vazanych (graf na obrazku 22). To by mohlo byt dano kvalitou

adsorpce proteinli na material a jeho denaturaci (Wei et al., 2014).

U materiald PCL80, PLCL a Blendu 1:1(PCL80) je patrny vliv specifického povrchu
na mnozstvi adsorpce siln€ vazanych proteind. Material PCL80 ma hodnotu specifického
povrchu dvakrat vyssi nez PLCL a také vaze vétSi mnozstvi siln€ vazanych proteinti.
Blend 1:1(PCL80) nabyva hodnot mezi obéma polymery jak u specifického povrchu,
tak u adsorpce siln¢ vazanych proteini. U slabé vazanych proteinli se tento trend

nepotvrdil, 1ze v§ak pozorovat jisty vliv chemického slozeni.
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Celkové nejveétsi mnozstvi proteinti adsorbuje na material PLA a nésledné na material
PLCL. Materialy obsahujici PCL slozku vykazuji z provedenych testovani obecné nizsi

hodnotu celkového mnozstvi proteinti adsorbovaného na jednotlivych materialech.

6.4 In vitro testovani s mySimi fibroblasty 3T3

U testovanych materidli byla zjiStovana bunécna adheze a nasledna proliferace
na testovanych vlakennych materidlech. Pro testovani bunécéné viability byla pouzita
bunécnd linie 3T3-SA mysi fibroblasty. Pro testovani byla zvolena koncentrace bunék
v suspenzi 1*10* bungk/ jamku. Testovani probihalo ve ¢tyfech odbérovych dnech (1.,
3.,7.a14. den) za pouziti testu CCK (kapitola 5.4.3), ktery umoznuje hodnoceni bunécné
viability spektrofotometrickou metodou. Déle byla hodnocena bunééné adheze
a proliferace ze snimkl pofizenych na fluorescencnim mikroskopu (kapitola 5.4.4)

a skenovacim elektronovém mikroskopu (kapitola 5.4.5).

Bunécna viabilita na testovanych materialech (CCK testovani)

L

mPCL45

mPCLS80
= mPLCL

PLA

EBLENDI:1 (PCL45)
3 mBLENDI:1 (PCLS80)
o im0 o i- ii

1 3 7 14

Cas [dny]

Absorbance (pfi 540nm)
W E=N W (=)} -~ o0 el

3]

Obrazek 23: Graf znazornujici viabilitu bunék na materialech PCL45, PCL80, PLCL, PLA,
Blend]:1(PCL45), Blendl:1(PCLS80) ve ¢tyrech odbérovych dnech (1., 3., 7. a 14. den) - CCK
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Pro hodnoceni bunécné adheze a proliferace byly potizeny mikroskopické snimky
na skenovacim elektronovém mikroskopu (kapitola 5.4.4, obrazek 24) a fluorescen¢nim
mikroskopu (kapitola 5.4.5, obrazek 25, obrazek 26) pii riiznych zvétSenich. Nevyhodou
mikroskopické analyzy je zachyceni velmi malé ¢asti testovan¢ho vzorku. Buiikky nemusi
homogenné proliferovat na celé¢ ploSe materialu, a proto je hodnoceni snimki spise

subjektivni.
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1.den 3.den 7.den 14.den

PCL80

PLA

Blend 1:1
(PCL45)

Blend 1:1
(PCL80)

Obrazek 24: Snimky z elektronové mikroskopie z 1., 3., 7. a 14. testovaciho dne kultivace bunék na
materidalech PCL45, PCL80, PLCL, PLA, Blend 1:1 (PCL45:LCL), Blend 1:3 (PCL45:PLCL), Blend 3:1
(PCL45:PLCL) pouZzitych pro testovani mikro/nanovlakennych vrstev v interakci s bunikami 3T3-mysimi

fibroblasty se zvétsenim 1000x (méFitko 50um).
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Buiikky na materidlech byly rovnéZ hodnoceny pomoci fluorescencni mikroskopie,
kde byla barvena bunécna jadra (DAPI) (obrazek 25) a aktinova vldkna obsazena
v cytoplazmé buiiky (Phalloidin — FITZ) (obrazek 26), ¢imz byl zfetelny jejich tvar
amohlo byt pozorovano jejich rozlozeni a prosperita na testovanych materidlech

na zékladé¢ jejich morfologie.

1. den 3. den 7. den 14. den

PCL45

PCL80

PLCL

PLA

Blend 1:1
(PCL45)

Blend 1:1
(PCL0)

Obrazek 25:Snimky z fluorescencni mikroskopie obarvenych bunécnych jader pomoci DAPI (modra) na
mikro/nanovldakennych vrstvach materialit PCL 45, PCL 80, PLCL, PLA, Blend 1:1 (PCL45), Blend 1:1
(PCL80) se zvétsenim 10x a méritkem 100um
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Blend 1:1
(PCL45)

Blend 1:1
(PCL45)

Obrazek 26: Snimky z fluorescencni mikroskopie slozenych snimkii obarvenych bunécnych jader pomoci
DAPI (modrad) a celych bunék phalloidin-FITZ (zelend) na mikro/nanovlikennych vrstvach materialii
PCL45, PCL80, PLCL, PLA, Blend 1:1(PCL45), Blend 1:1(PCL80) se zvétsenim 20x a méritkem 100um.

Na snimcich fluorescencni mikroskopie (obrazek 25 a 26) a grafu absorbance (graf
na obrazku 23) z prvniho testovaciho dne lze pozorovat srovnatelnou bunécnou adhezi
na vSech materidlech. Znatelné rozdily jsou viditelné ve tfetim odbérovém dni,
kdy buné¢na viabilita nabyva nejvyssi hodnoty u materialu PLA (graf na obrazku 23).
To potvrzuji také SEM snimky (obrdzek 24). Tento trend pokracuje sedmy i Ctrnacty

vV

odbérovy den, kdy material PLA nabyva nejvysSich hodnot absorbance (resp. viability)
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z testovanych materiald, coZ potvrzuje fluorescencni mikroskopie (obrazek 25).
Na snimcich ze c¢trnactého odbérového dne potfizenych na SEM se bunky jevi
jako konfluentni vrstva a neni moZzné hodnoceni. Ze sloZzenych snimka (obrazek 26)
ve tfetim odbérovém dni je u blendli dobfe viditelnd tendence bunck rozprostirat se
po materialech, coz odpovida vysledkim viability, kde blendové materialy mély nejvyssi
bunécnou viabilitu po PLA (graf na obrazku 23). Nejniz$i viabilita je pozorovana
u material PCL45 a PCL80, coz je patrné sedmy odbérovy den na snimcich bunécnych
jader (obrazek 25) a snimcich ze SEM (obrazek 24). Blendy a materidl PLCL vykazuji

srovnatelnou buné¢nou viabilitu (graf na obrazku 23).

Pro dobrou adsorpci proteint je doporucovan dle studii kontaktni tthel 60-65° a vyssi
(Salmeron-Sanchez a Altankov, 2010, Wei et al., 2014), coz bylo potvrzeno v praci Mgr.
Hany Bidmonové u materidlu PLA, kde se kontaktni uhel pohyboval kolem 60-70°
(Bidmonova, 2009). To koresponduje se ziskanymi vysledky adsorpce proteint
a naslednymi testy bunécné viability, kde nejvice buiiky proliferovaly na materialu PLA.
Zaroven na PLA adsorbuje nejvétsi mnozstvi silné vazanych proteind, hodné slabé
vazanych proteini a celkové na material PLA adsorbuje nejvEétsi mnozstvi proteini
z testovanych materiald (témét 0,8 mgproteini/ mg vzorku). Dale PLA disponuje malymi
praméry vladken a druhou nejvyssi primérnou hodnotou smacivosti. Na materialy PCL45
a PCL80 adsorbuji proteiny srovnatelné jako u jejich blendi, avSak vykazuji nejnizsi
bunécnou viabilitu. To by mohlo byt ddno denaturaci proteint viz literatura (Wei, 2014)
na zéklad¢ jejich chemické struktury (Walkey and Chan, 2012) a naslednou obtiznou
adhezi buné¢k. PLCL disponoval srovnatelnou buné¢nou viabilitou jako blendy. Proteiny
slabé vazané adsorbovaly na materidl PLCL nejlépe a celkové mnozstvi adsorbovanych
proteini bylo nejvyssi po PLA. Je ziejmy vliv PLCL slozky v blendech, kdy blendy
vykazuji dobrou buné€nou viabilitu nésledné po PLA. AvSak proteiny (slabé 1 silné
vazan¢) adsorbuji na blendy malo ve srovnani s ostatnimi materidly, coz by mohla mit
za dusledek obsazena slozka PCL v blendech. Smacivost blendi vodou je srovnatelna

s materialem PLA.

Vliv na bunéénou adhezi by mohla mit také kvalita vazanych proteinli s ohledem
na mnozstvi vazanych proteinta a druh vazanych proteint, jejichz adsorpce na materidlech
se miZe menit v ¢ase v zavislosti na slabé vazanych proteinech (soft corona) a silné
vazanych proteinech (hard corona) (Walkey and Chan, 2012). Kvalita vazanych proteinii

muZe rovnéz souviset s ptipadnou denaturaci (zménou konfigurace) proteinti bez ohledu
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na mnozstvi navazanych proteinii na materidlech. Vhodné by bylo dalsi zkoumani
adsorpce proteinli a jeho vlivu na bunécnou adhezi a proliferaci na polyesterovych

mikro/nanovldkennych materialech.
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Z.avér

V ramci této prace byl studovan vliv morfologie a chemického slozeni polyesterovych

vlakennych materiald na adsorpci proteinli a adhezi a proliferaci bunék.

Pro testovani byly pouzity vlakenné materialy z degradabilnich polyesterti: PCL, PLA,
kopolymer PLCL a blendy PCL a PLCL. Testované materidly mé¢ly srovnatelnou ploSnou
hmotnost a primér vldken se liSil v zavislosti na pouZitém polymeru. Priméry vlaken
pruméry a zaroven nejuz$i distribuci nejhojnéji se vyskytujicich priméra vlaken
disponoval material PCL45 a nasledné PLA, u nichZ se primérnd hodnota nachazela
se od 0,5 do 1,7 um. U ostatnich materialu byly praméry vladken srovnatelné s primérnou
hodnotou kolem 1 um. U materidlu byla dale hodnocena smacivost kapalinou (vodou)
pomoci mikrotenziometru. Z vysledkti métfeni je patrné, ze nejvice smacivy jsou
materidly PLA a blendy. U blendl jsou hodnoty smacivosti vyssi, nez je smacivost
¢istych polymertt PCL a PLCL a je zde zfeymy sinergicky efekt. NejhorSich hodnot
smacivosti nabyval material PCL45, ktery mél nanovlakennou strukturu, a to az o 5-7x
niz8i hodnoty sorbované vody nez u PCL80. Material PLA, ktery nabyval vysokych
hodnot smacivosti, m¢l z pohledu primérii vldken svou morfologii nejblize k materidlu
PCLA45, ktery se jevil jako nejméné sorbujici vodu. To by mohlo souviset s chemickou

strukturou polymert.

V ramci biologického testovani byla studovana adsorpce proteini a bunécna adheze
a proliferace. Adsorpce proteinli byla zkoumana za pouziti modelového proteinu BSA.
Zjistovano bylo mnozstvi slabé (tzv. soft corona) a siln¢ (tzv. hard corona) vazanych
proteini adsorbovanych na materidlech z roztoku slabé vazanych proteinti po oplachu
PBS a z roztoku silné vazanych proteint po desorpci za ptitomnosti 1 % SDS. Celkové
nejvetsi mnozstvi proteinii adsorbovalo na material PLA, kde byly zaroven nejvice
zastoupené siln¢€ vazané. Nejvice slabé vazanych proteint adsorbovalo na material PLCL,
ktery zaroven vazal nejvétsi celkové mnozstvi proteinii po PLA. Nejhiife adsorbovaly
slabé 1 siln¢ vazané proteiny na materialy PCL45 a PCL80 a nasledné na jejich blendy.
V in-vitro testovani s 3T3 mySimi fibroblasty prokéazalo testovani CCK, zamétfené

na buné¢nou viabilitu, nejvyssi hodnotu u materialu PLA, coZ korespondovalo se snimky

cvwr
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materialy PCL (PCL45 a PCL80) a to bez prokazatelného vlivu morfologie materiali.
U blendi je pozorovan synergicky efekt obou slozek polymert. Ze ziskanych vysledki
je patrné, ze adsorpce proteinii a interakce materidlu s bunkami ma urcity trend.
U materiali s velkou adsorpci proteind, zejména siln€ vazanych, je pozorovéana lepsi
bunécna proliferace. Dale je pozorovana u materialti s obsahem PCL, zejména PCL45

a PCL80, nizsi adsorpce proteinti a bunécna proliferace.

Pokracovani této prace vidim ve zkoumani souvislosti interakce proteinli s materialem
s bliz§im zaméfenim na jeho chemickou strukturu. Pro dalsi charakterizaci materiala
z pohledu interakce proteini a adheze a proliferace bunék by bylo vhodné pouzit
kompletni krevni sérum (napf. plazmu) a riizné bunééné linie. Dale by bylo vhodné
studovat charakteristiku materialu z pohledu smacivosti by bylo vhodné zvysit citlivost
méieni pro lepsi zachyceni po¢atku vzlinani kapaliny u blenda a pouzit pro méfeni i jinou
kapalinu nez, jak tomu bylo v tomto piipadé, vodu - napt. glycerin z divodu vyssi
viskozity, ktera by umoznila pomalej$i vzlinavost, a tudiz lepsi zachyceni po¢atku sorpce,

a z diivodu niz$i povrchové energii, nez ma voda.
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Piiloha A: Hmotnosti vzorkii pro testovani smdacivosti materiali

Tabulka A-1: Hmotnosti vzorkii jednotlivych materialii uréenych pro mereni smacivosti materialii

gl PCL45 PCL80 PLCL PLA  Blend 1:1 Blend 1:1
(PCL45)  (PCLS80)
1. vzorek 0,0191  0,0209 00183 0,0200  0,0240 0,0283
2. vzorek 0,0193  0,0209 00190 0,0255  0,0240 0,0288
3. vzorek 0,0184 00216 00168 00236  0,0242 0,0285
4. vzorek 0,0192  0,0223 00170 0,0237  0,0243 0,0240
5. vzorek 0,0207 0,0217 00168 0,0233  0,0239 0,0274
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Piiloha B: Grafy testovani smacivosti materialit pro jednotlivé materialy
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Obrazek B-1: Graf pribéhu smacivosti materialu PCL45
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Piiloha C: Hmotnosti vzorkii pro adsorpci proteinii

Tabulka C-1: Hmotnosti vzorkit materialit pro méreni adsorpce proteinii

[mg] PCL 45 PCL PLCL PLA Blend 1:1 Blend 1:1
80 (PCL 45) (PCL 80)

1. vzorek 8,1 8,8 8,5 7,8 8,9 10,2

2. vzorek 8,2 8,8 8,6 7,7 8,8 10,2

3. vzorek 8,3 8,9 8,6 7,7 8,7 10,2

4. vzorek 8,4 8,6 8,5 7,9 8,6 9,1

NC 8,6 8,4 8,3 8,0 8,6 10,3

Priloha D: Grafy testovdni metodou Quant — iT kit protein assay

Mnozstvi slabé vazanych proteint
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Obrazek D-1: Graf mnozstvi silné vdazanych proteinii na materidalech (1. méreni) po desorpci pomocit

1 % SDS metodou Quant — iT protein assay kit
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Obrazek D-2: Graf mnozstvi silné vdazanych proteinii na materidalech (2. méreni) po desorpci pomocit

1 % SDS metodou Quant —iT protein assay kit
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