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ABSTRAKT

Zvyseni biologické aktivity nanovldkennych materiald strukturné pifipominajicich
extracelularni hmotu uréuje v soucasné dob¢ potencidlni smér vyvoje tkanového
inzenyrstvi. Z hlediska podpory hojeni a regenerace tkani je slibné pouziti plasmy bohaté
na trombocyty, kterd obsahuje stovky biologicky aktivnich latek schopnych podporovat
bunéénou adhezi a proliferaci. Pfedkladana diplomova price se zabyva piipravou
nanovldkennych materidlti zalozenych na PVA s obsahem nativnich trombocytarnich
rustovych faktori, které jsou ¢asem postupné uvolnovany. V teoretické Casti je strucné
popsana vyroba nanovlakennych scaffoldii pomoci stfidavého (AC) a stejnosmérného
(DC) elektrického zvlaknovani, dale jsou kratce charakterizovany trombocytarni riistové
faktory a existujici zplsoby funkcionalizace scaffoldi. V experimentalni c¢asti
byl optimalizovan postup piipravy materiald zejména pomoci AC electrospinningu
ve velkém meéfitku, ktery neovliviiuje aktivitu inkorporovanych proteini ve vysledné
nanovldkenné vrstvé. Uzka distribuce praméra vlaken (260 + 85,74 nm) a maly vyskyt
defektli zajistuji homogenni inkorporaci proteind. Diky pouziti PVA s vysokou
molekulovou hmotnosti (125 000 g/ mol) a s vysokym stupném hydrolyzy (98 — 98,8 %)
bylo dosazeno snizeni rozpustnosti scaffoldii bez nutnosti dodate¢ného kovalentniho
sitovani. Snizeni rozpustnosti PVA zplsobuje pozvolné uvoliovani proteind,
kdy po pocate¢nim rychlém uvolnéni 90 % proteind, je zbyvajicich 10 % postupné
uvoliiovano v pribéhu dal§ich sedmi dnl. Cilem prace bylo také vzajemné porovnani
technologii AC a DC electrospinningu z hlediska procesu vyroby a morfologie
nanovldken, uvolfiovani proteinli, rozpousténi PVA a krystalinity. Piestoze samotné
uvolnovani proteintt ma podobny prubéh, v celé fadé dalSich sledovanych parametrti
se materidly vyrazné li§i. Kromé toho byla studovana moZznost dalSiho zpomaleni
uvolnovani proteinli a stabilizace PVA materiali metodou ,.freeze-thaw®. Na zaklad¢
dosazenych vysledkii je mozné predpokladat potencidlni pouziti materialt
funkcionalizovanych nativnimi proteiny napt. v hojeni velkych a chronickych kozZnich

poranéni.

KLICOVA SLOVA: nanovlakna, PVA, trombocyty, riistové faktory, cilené dodavani 16¢iv



ABSTRACT

The increase in biological activity of nanofibrous materials structurally mimics natural
extracellular matrix, it currently determines the potential direction of development
of tissue engineering. In terms of promoting tissue healing and regeneration, the use
of platelet rich plasma, which contains hundreds of biologically active compounds
capable of promoting cell adhesion and proliferation, is promising. The presented master
thesis deals with the preparation of nanofibrous materials based on PV A containing native
platelet-derived growth factors, which are gradually released. The theoretical part briefly
describes the production of nanofiber scaffolds using alternating (AC) and direct (DC)
current electrospinning, then shortly characterizes platelet-derived growth factors
and existing methods of functionalization of scaffolds. In the experimental part, the large
scale preparation of materials by AC electrospinning was optimized. The process does
not affect the activity of incorporated proteins in the resulting nanofiber layer. The narrow
distribution of fiber diameters (260 + 85.74 nm) and the low incidence of defects ensure
homogeneous protein incorporation. Thanks to the use of PVA with high molecular
weight (125,000 g / mol) and with a high degree of hydrolysis (98-98.8 %), a reduction
in the solubility of scaffolds was achieved without the need for additional covalent
crosslinking. The reduction in the solubility of PVA causes a slow release of proteins,
where after an initial rapid release of 90 % of the proteins, the remaining 10 % is gradually
released over the next seven days. The aim of the work was also a mutual comparison
of AC and DC electrospinning technologies in terms of the production process
and morphology of nanofibers, protein release, PVA dissolution and crystallinity.
Although the release of proteins itself is a similar process, the materials differ
significantly in a number of other monitored parameters. In addition, the possibility
of further slowing the release of proteins and stabilizing PVA materials by the "freeze-
thaw" method was studied. Based on the attained results, it is possible to assume
the potential use of materials functionalized with native proteins, e.g. in the healing

of large and chronic skin wounds.

KEY WORDS: nanofibers, PVA, platelets, growth factors, drug delivery system



ODBSAN ... s 9
SEZNAM ZKIALEK ... 11
UVOG. 1ottt 13
TEORETICKA CAST ...ttt 14
1. Nanovlakenné scaffoldy ve tkanoveém INZENYIStVi...........c.ccoovviiiiieiiieieisisese e 14
1.1 Regenerace mekkych tkani — hojeni koznich defektd.........cooevvieriiiiien s, 14
1.2 Scaffoldy ve tkANOVEM INZENYISTVI ....erviiiiiriiiiiiisieeie sttt et sttt e 17
1.3 Metody vyroby SCaffOLdl ......ccuiiiiiiiiiieiiiec e s 18
1.3.1 Elektrostatické ZvIAKNOVANT ........cccoviiiiiiiicii 20
1.3.1.1 Stejnosmérné elektrické ZvIAKNOVANT...........coriiieiiiieiei e 21
1.3.1.2 Stiidavé elektrické ZvIAKNOVANT .........coviriiiiiiiiiis e 23

1.4 Polymery pouzivané ve tkANOVEM INZENYISIVI......ccciirieeiririeriisresie e 24
1.4.1  PHrodni POLYMETY ..ccccoviiiiiiiiiet e 24
1.4.2  SYNLELICKE POIYMEIY ..o sttt re et besre e 26
1.4.3 Polymery roZpustné V& VOAE ........ccoierieiiiieiiiieiesie et 27
1.4.3.1  POIYVINYIAIKONOL.......c.ooiiiece et e 29

2. Funkcionalizace elektrostaticky zvlaknénych scaffoldii .................ccccooviiiiiiiic 31
2.1  Vyznam rustovych faktor v regenerativni medicing ............ccovoerieiiiiiinnieiics e 33
2.2 Trombocytarni TAStOVE TAKEOTY ......c.eeiiiiiiiiiii e 35
2.2.1 Morfologie a Struktura tromMbBDOCYLU .......ceiveiiiiiiiieie et 36
2.2.2 Trombocytarni ptipravky s obsahem ristovych faktort ........ccoceevviiiiiiiiiiiic e 39
EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 43
K (V- = g T 1A= W 411 (oo Y SRS TORRROPN 43
3.1  Pouzité materidly a ChemiKALIE ..........cceouiiiiiiiiiiee e 43
3.2 POUZItE PIISIIOJE & PIOZTAINY ..eevvreureetieitiesieestressteasteeteesteesteesbeeasseesbeebeesbeesseesnneanbeebeesbeesbeensnas 45
3.3 MEtody @ PrOTOKOIY ....ceiviieieieieeee ettt bbb et 46
3.3.1 Piiprava trombocytarnich LyZatl...........cooveiiiiiiiniice e 46
3.3.2  Priprava roztokl pro elektrické ZVIAKNOVANT .........ccccveiiiiiiiiiiiiieic e 46
3.3.3 Ptiprava vlakennych nosici stejnosmérnym elektrickym zvldkiiovanim ..........cc.cccoevevenene 47
3.3.4 Priprava vlakennych nosi¢u stiidavym elektrickym zvIakiovanim............cccocevveieniciiiennns 48
3.3.5 Elektronova mikroskopie a analyza morfologie materialil ..........cccccervrerirerireisiiseieieas 48

3.3.6  Analyza obsahu proteinti v materidlech a kinetika jejich uvoliiovani, sledovani rozpustnosti
a zmény krystalinity PVA po Zamrazeni............coveiiiiiiniiiecsec e 49



4. VYSIEAKY @ ISKUZE .....oveiiieieeee ettt sttt eneene e 54

4.1 Piiprava nanovlakennych materialli............ccoooiiiiiiiiiii i 55
4.2 Analyza proteinti obsazenych v pfipravenych VIStVACH ........coovviviiiiiiieiine e 64
4.3  Stabilizace PVA Materialll........ccoiiiiiiiiiiiics 69
4.4 BiologiCké in VItr0 tESTOVANT ........ciiiiiiiiiiiiiicicie e 74
ZLAVET ..ttt R R R r e 75
BIDIHOGIATIE ...t 77
PEIIORY . s 83

10



Seznam zkratek

AC — Sttidavy proud

ADP — Adenosindifosfat

ATP — Adenosintrifosfat

BDNF — Z mozku odvozeny neurotroficky faktor (Brain-derived neurotrophic factor)
b-FGF — Bazicky rustovy faktor fibroblastt (Basic fibroblast growth factor)
BSA — Hovézi sérovy albumin (Bovine serum albumin)

CBB — Coomassie Blue Brilliant

DC — Stejnosmérny proud

dH20 — Destilovana voda

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

DSC — Diferencialni skenovaci kalorimetrie

EGF — Epidermalni rastovy faktor (Epidermal growth factor)

FITC — Fluorescein-5-isothiokyanat

FTIR — InfraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

GF — Ristovy faktor (growth factor)

GPC — Gelova permeacni chromatografie

HPL — Lidsky trombocytarni lyzat (Human platelet lysate)

IGF — Rustovy faktor podobny inzulinu (Insulin-like growth factor)
NC — Negativni kontrola

PAGE - Polyakrylamidovéa gelova elektroforéza

PBS - Fosfatovy pufr (Phosphate buffer solution)

PCL — Polykaprolakton
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PDGF — Ristovy faktor odvozeny od trombocyta (Platelet-derived growth factor)
PEG - Polyethylenglykol

PGA - Polyglykolova kyselina

PGS - Polyglycerol sebakat

PLA — Polymlécna kyselina

PRF — Fibrin bohaty na trombocyty (Platelet-rich fibrin)

PRP — Plazma bohaté na trombocyty (Platelet-rich plasma)

PVA — Polyvinylalkohol

PU — Polyuretan

RT — Pokojova teplota

SD — Smérodatna odchylka

SDS — Dodecylsiran sodny

SEM - Skenovaci elektronova mikroskopie

TEMED - Tetramethylethylendiamin

TGF-B — Transformujici ristovy faktor beta (Transforming growth factor beta)
Tris — Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRS — Roztok bohaty na trombocyty

UV — Ultrafialové zateni

VEGF — Vaskuléarni endotelovy rustovy faktor (Vascular endothelial growth factor)
VWF — von Willenbrandav faktor

w / w — Hmotnostni procenta, hmotnost na hmotnost

12



Uvod

Struktura a vlastnosti nanovldkenného scaffoldu se vyrazné zménily od doby,
kdy oficialn¢€ poprvé v roce 1988 byl pouzit termin ,,tkanové inzenyrstvi‘ na workshopu
National Science Foundation. Prvotni myslenkou bylo vytvofit novy védecky obor,
ktery by se zaméfoval na regeneraci tkani z vlastnich bunék pacienta pomoci

biomateriald, scaffoldd a riistovych faktora.

V soucasné dob¢ tkanové inzenyrstvi poskytuje ohromny potencial pro snizovani
potieby transplantaci darcovskych organti. RovnéZz sniZzuje problémy spojené nejen
se Spatnou biokompatibilitou a biofunk¢nosti, ale i s odmitnutim nového organu

imunitnim systémem.

Dnesni technologie a zdokonaleni v tomto oboru ndm umozZiuji vice zkoumat
biomaterialy a parametry, za kterych by se bunky chovaly podobné jako bunky zdravé
tkané. Vytvoreni idedlnich podminek souvisi nejenom s porozuménim mechanickym
vlastnostem tkanového nosic¢e nebo s chemickym prostfedim, ve kterém se buika

péstuje, ale také zavisi na podrobné topografii povrchu vyrobeného scaffoldu.

Cilem této prace je piiprava a charakteristika nanovlakennych tkanovych nosi¢t
s inkorporovanymi trombocytdrnimi rlstovymi faktory. Rozpustnost vyslednych
materiall  zaloZzenych na polyvinylalkoholu je mozné snizovat v zavislosti
na molekulové hmotnosti a stupni hydrolyzy polymeru. Diky tomu je potom zaji$téno
postupné uvolnovani inkorporovanych proteinii do vodného prostfedi. Prace se sklada
ze dvou casti. Teoretickd ¢ast se zaobird ivodem do problematiky nanovldkennych
materialt, elektrostatického zvlakiovani a trombocytarnich lyzat. Stava se tak oporou
pro experimentalni cast, kterd se zabyva pribéhem a podminkami stiidavého
a stejnosmérného  elektrického zvldknovani, a naslednou analyzou pfipravenych
materiall vcetné monitoringu uvolilovani inkorporovanych proteinl. Na zakladé
ziskanych vysledkti bylo provedeno vyhodnoceni celého experimentu a piipravenych
nanovldkennych materidli s nativnimi proteiny, které se postupné uvolinovaly

a stimulovaly buné¢nou proliferaci.
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TEORETICKA CAST

1. Nanovlakenné scaffoldy ve tkanovém inZenyrstvi

V soucasné dobé se elektrostaticky zvlaknéné nanovldkenné materidly intenzivné
zkoumaji diky jejich struktufe vhodné pro pouziti ve tkanovém inzenyrstvi. Polymerni
nanovlakna se vyznaCuji velkym specifickym povrchem, vysokou porozitou
a primérem blizkym vlaknim pfirozené mezibunééné hmoty. (Akter et al., 2016)
Tyto vlastnosti u¢inné podporuji bunécnou adhezi a proliferaci, také umozinuji snadny

pruchod dulezitych latek (zivin a odpadu). (Miguel et al., 2019)

PolymerQ pro vyrobu tkanovych nosicli neni pfili§ mnoho, protoze proces schvaleni
nového materidlu regulacnim organem pro pouziti v lékaiskych aplikacich je dlouhy
anaroény. Proto v zavislosti na budouci medicinské aplikaci vybér spravného
syntetického nebo ptirodniho polymeru nebo smési polymert je velmi zavazny. (Akter
et al., 2016) Pti volbé polymeru je nezbytné brat v potaz fadu dulezitych faktort:
a) polymery a produkty jejich degradace nesmi byt cytotoxické; b) v zavislosti
na pouziti by mély vykazovat biodegradabilitu (rozlozZitelnost in vivo), pii¢emz,
vzhledem k druhu polymeru, geometrii scaffoldu a mistnimu prostiedi, rychlost jejich
rozpadu by méla odpovidat dobé vytvoteni nové tkané od nékolika tydnti do né€kolika
let; ¢) hotovy material musi mit podobnou strukturu a mechanické vlastnosti jako tkan,

kterou nahrazuje. (Tomlins, 2016)

Kromé vyse popsanych vyhod elektrostaticky zvlaknénych nanovldkennych scaffoldi
jesté existuje moznost dlouhodobého a kontrolovaného uvoliiovani inkorporovaného
1é¢iva. V ptipad¢ inkorporace nativnich proteind je nezbytné co nejméné ovliviovat
jejich biologickou aktivitu. To znamend, Ze polymer, technika zapouzdieni a biologicky
aktivni latka musi byt vybrany s maximalnim ohledem na cilovou tkan. (Miguel et al.,
2019; Zhang et al., 2017) Naptiklad pfi 1écbé chronickych ran u pacientli s diabetes
mellitus rastové faktory se jevi jako slibny pfistup k podpofe hojeni ran a regeneraci

mekkych tkani, konkrétné€ koznich poranéni. (Yang et al., 2011)

1.1 Regenerace mékkych tkani — hojeni koZnich defektt

Tkan se obvykle definuje jako soubor morfologicky podobnych bunék vytvéiejicich

organy nebo soustavy orgédnil plnicich urcitou funkci. Mezi m&kké tkané¢, kde stupen
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regenerace po deformaci je desitky az stovky procent, patii: kiize, svalova tkan, tkané
plic a mozku, stény krevnich cév a dychacich cest. Do tvrdych tkani se zafazuji kosti,
zubni sklovina, dentin (zubovina) a zubni cement. Pomoci modifikovanych
nanovlakennych koznich kryth lze urychlit a zlepSit proces hojeni koznich defektt,
proto dale bude struéné rozepsana kozni soustava a faze hojeni ran. (Krafts, 2010;
Watson, 2016)

Kize je organ pokryvajici povrch téla a vytvarejici hranici mezi vnitinim prostfedim
organismu a vn¢jSim prostiedim. Plocha nejvétsiho plosného organu je priblizné 1,2
az 1,8 m?, hmotnost &ini kolem 12 % celkové hmotnosti téla. Funkce kozni soustavy
Ize rozdé€lit na primarni (ochrana pied vstupem cizorodych mikroorganismt a pied
Skodlivym UV zéafenim; pfijem informaci od smyslovych receptori o teploté
nebo poranéni) a sekundarni (tepelnd izolace; skladovani tukd, vody, mineral
a vitamint; vylucovani odpadnich latek a vstfebavani latek rozpustnych v tucich;

esteticka funkce). (Benesova, 2013)

Kuze se skladd ze tii zakladnich vrstev: epidermis (pokozka je tvofena neustale
se délicimi bunkami, které vytlaCuji star$i buiikky nad sebou smérem k povrchu,
kde se postupné rohovati, odumiraji a odlupuji se), dermis (8kara je pruznou, pevnou
vazivovou vrstvou, ktera obsahuje cévy, nervova zakonceni, potni a mazové Zlazy,
vlasove folikuly) a hypodermis (podkozni vazivo je nejhlubsi vrstvou, ktera je tvofena
siti kolagennich a elastickych vldken a kterd v tukovych bunikdch uchovava prebytky

energie). (BeneSova, 2013)

Pii naruSeni celistvosti kiize a poskozeni koZnich cév (v disledku opakovaného
zatézovani nebo jednorazového urazu) télo zahajuje proces hojeni, které se dé€li podle
ruznych kritérii: dle pribéhu hojeni (akutni nebo chronické rany), dle zptisobu hojeni
(sesiti nebo noveé tvorenad tkan), dle mnozstvi choroboplodnych zarodki (aseptické,
kontaminované nebo infikované), dle rozsahu (povrchové, hluboké nebo
komplikované). (Lin et al., 2004)

Na Obrazku 1 je zndzornén prubch hojeni, ktery charakterizuji Ctyfi zékladni féaze:
krvaceni, zanétlivd (Cistici), proliferacni (granulac¢ni) a remodelacni (epitelizacni).
K zanétlivé fazi hojeni dochdzi téméf okamzit€é po poranéni. Povrch se pokryva
fibrinem, nasledné probihd migrace fagocytil, které odstranuji poskozené a odumielé

tkan¢ zhorSujici proces hojeni. Po vyciSténi rdny je vytvofeno idedlni vlhké prostredi

15



pro rast a déleni novych bunék. Cilem prolifera¢ni faze je neoangiogeneze (novotvorba
cév) a tvorba granula¢ni tkané (diky fibroblastim produkujicim kolagen). V posledni
remodelacni fazi z okraji nebo z epitelizacnich ostrivkll rany epitel zacina pokryvat
granulacni tkan novotvotenou kuzi, dochazi zde ke kontrakci a remodelaci. (Lin et al.,

2004)

Fibroblast Fibroblasts zﬁ;rym?aled
proliferating
Macrophage Freshly healed

Blood clot Scab Subcutaneous fat Aarmia

Blood vessel

Bleeding Inflammatory Proliferative = Remodeling

Obrézek 1: Faze hojeni ran; prevzato a upraveno podle

(Stages Of Wound Healing, 2020)

Vzhledem k velkému mnozstvi faktorti ovliviiujicich pomalé hojeni rany existuji rizné
typy koZnich krytl, jako jsou gaza, hydrogely, transparentni filmy, hydrokoloidy,
semipermeabilni pény, alginaty, produkty pfipravené postupy tkanového inzenyrstvi

a nanovlakenné kozni kryty. (Lukas et al., 2008)

Idealni kozZni kryt by mél udrzovat vlhké prostfedi a zaroveit umoznovat pienos plynt,
které se podileji na bunécné integraci. Také by mél odvadét exsudat a souCasné
zamezovat priniku bakterii. Musi byt snadno vymeénitelny bez naruseni hojeni, nesmi
byt poSkozena vytvofend epitelizacni vrstva. DalSimi dileZitymi vlastnostmi jsou
netoxicita, nealergenita, flexibilita a moZnost pfidavani riiznych léCivych piipravki.
Témét vSechny uvedené vlastnosti maji nanovlakenné kozni Kryty, které svou
morfologii napodobuji slozeni mezibunééné hmoty, také maji velky mérny povrch,
vysokou porozitu a vhodné mechanické vlastnosti. Avsak dilezitym faktorem

je moznost jejich funkcionalizace. (Lukas et al., 2008)
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1.2 Scaffoldy ve tkanovém inzenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi jako multidisciplindrni obor vyrdbéjici nové tkané nebo tkanové
nahrady, pfindsi pokrocilé ptistupy k regeneraci a hojeni poskozené tkané€. Principem
tkanového inzenyrstvi je vytvoreni podptrné konstrukce (scaffoldu) pro riast bunék,
které se budou dobie proliferovat ve vhodném prostiedi a formovat postupné novou
tkan. Fyzikalné-chemické, morfologické a mechanické vlastnosti scaffoldt
by mély odpovidat vlastnostem odpovidajici nahrazujici tkané. Biodegradabilita
a biokompatibilita, porovitost a propojenost port, bezpe¢nost metabolitii a mechanicka
stabilita - to v§e musi spliiovat pozadavky pro ruzné strategie regenerativni mediciny.
(Pina et al., 2019)

Pro vyrobu scaffoldi se pouziva cela fada riznych biomateriald: kovovych,

keramickych, polymernich nebo kompozitnich, viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Biomaterialy pouzivané pri vyrobé scaffoldii.

Biomaterial Charakteristika

Mezi kovové materidly patii zlato, stfibro, platina nebo slitiny
zeleza, titanu, kobaltu nebo biodegradovatelného hoic¢iku. Kovy
Kovy diky svym dobrym mechanickym vlastnostem, vysoké pevnosti
a chemické stalosti se pouzivaji jako nahrady kloubt, stenty,
dentalni nebo o¢ni implantaty. (Ratner, 2013)

Keramické materidly maji také dobré mechanické vlastnosti,
vysokou pevnost, chemickou odolnost a biokompatibilitu,
ale zaroven jsou kiehké. Mezi keramické materialy pfipravené

z vychozi surovinové smési slinovanim za vysokych teplot patii
Keramika napiiklad oxidy hliniku a zirkonia, které se aplikuji v dentalnich
implantatech, hlavickdch nahrad kycelniho kloubu nebo jako
soucast ortopedickych implantatd. Dal$imi keramickymi materialy
jsou hydroxyapatit a trikalciumfosfat. To jsou mineraly hlavni
neorganické slozky kosti a zubl urené pro regeneraci kostni
tkané. (Ratner, 2013)

Polymerni materidly se rozdé€luji na pfirodni a syntetické,

podrobnéji kazda skupina bude popsana v Kap. 1.4. Ptirodni
polymery vykazuji lepSi biologické vlastnosti (lepsi interakce
s biologickymi systémy), ale jejich nevyhodou je problematicka
reprodukovatelnost ~ vyroby a riziko pfenosu infekce.
Polymery Tyto nedostatky mohou piekonat syntetické polymery, které
zaroven zvysi pevnost a zlepsi chemickou stabilitu, ale jejich
slabinou je slabsi interakce s buiikami. Polymerni materialy maji
Siroké vyuziti ve tkanovém inzenyrstvi, napiiklad jako Sici nité,
cévni nahrady, implantaty, stenty, kozni nebo anastomotické
kryty, atd. (Ratner, 2013)
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Kromé vyse popsanych biomateriala existuje jest¢ moznost izolace mezibunécné hmoty,
ktera je reprezentovana komplexem strukturalnich proteinti (jako kolagen, elastin)
a také ristovymi faktory a cytokiny, které mohou zlepsit rist a zivotaschopnost bunék.
Decelularizovana kostni, chrupavc€itd, kozni, jaterni nebo mozkova tkan (scaffold)
Vv kombinaci s builkami formuje novy biologicky materidl vyuzitelny ve tkanovém
inzenyrstvi. Kazdy typ scaffoldd ma svoje vyhody a nevyhody, proto v zavislosti
na strategii regenerativni mediciny je potfeba promyslet vSechny aspekty kazdého druhu
biomaterialti, aby se optimalizovala uziteCnost a funk¢énost vysledného scaffoldu.
(Pina et al., 2019; Ratner, 2013)

1.3 Metody vyroby scaffolda

V soucasnosti existuje nékolik metod ptipravy tkanovych nosic¢li, nékteré¢ z nich zatim
jesté jsou v oblasti laboratorni pfipravy, jiné jiz vyvinuli do Urovné pramyslové
produkce. V nasledujicich Tabulkach 2 a 3 jsou uvedeny stru¢né pichledy
nejpouzivanéjsich textilnich a netextilnich technologii vyroby scaffoldi, kde kazda
zmetod muze ovlivnit vysledné strukturni, povrchové, mechanické a biologické
vlastnosti vyrobkd. (Lukas et al., 2008) S piihlédnutim k vlastni experimentalni ¢asti
v dalSich podkapitolach bude prostor vice vénovan stejnosmérmému a stiidavému

elektrickému zvlaknovani.

Tabulka 2: Existujici netextilni metody vyroby tkdnovych nosicii.

Metoda Struény prehled

Jsou to zesitované hydrofilni polymery, které nabobtnaji pii kontaktu
s vodou, kterou absorbuji ve velkém mnozstvi. Predstavuji dtlezitou
skupinu biomaterialti, protoze spolu s vodou do jejich struktury
mohou proniknout bunky a dalsi latky pro tvorbu kone¢ného
Hydrogely implantatu. Mezi vodorozpustné polymery patii alginaty, kyselina
hyaluronova, polyhydroxyethylmethakrylat (PHEMA),
polyethylenglykol (PEG), polyvinylalkohol (PVA). (Lukas et al.,
2008)

Tato metoda vyuziva vysoké napéti jako electrospinning, ale misto

Electrospraying vlaken se tvofi malé kapky nebo Ccastice, jako vysledek zlomu

zelektrizovaného proudu polymeru. (Alghoraibi a Alomari, 2018)
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Solvent casting

Principem je ponoteni formy do polymerniho roztoku, po uplynuti
dostate¢ného ¢asu dojde k vypatovani rozpoustédla a vznikne vrstva
polymerni membrény. Metoda je pomémné jednoducha a levna,
ale nevyhodou je pouziti toxickych rozpoustédel, ktera pozdéji
mohou ovlivnit zivot buiiky denaturaci proteind. Proces odstraiiovani
rozpoustédla je ¢asove naro¢ny. (Lukas et al., 2008)

Particle leaching

Polymer se rozpusti ve vhodném rozpoustédle, potom se piidavaji
porogeny pozadovanych vlastnosti (¢astice soli, voskl nebo cukru).
Dale dochazi k odpateni rozpoustédla, vznika tuhy material slozeny
Z polymeru a ¢astic porogenu. Poslednim krokem je vymyti porogenu
vhodnym rozpoustédlem (napf. voda), tvofi se porézni material.
Tento postup je velmi popularni v tkdnovém inzenyrstvi pro vyrobu
scaffoldd. (Lukas et al., 2008)

Phase separation

Ve fazové separaci dochazi k oddé€leni dvou fyzikaln¢ odlisnych fazi.
Nejprve se rozpusti polymer v rozpoustédle za vzniku homogenni
faze, dale pii teploté gelace dojde ke zgelovaténi. Potom
se rozpoustédlo vymyva vodou, poslednim krokem mrazového suseni
vznika vysoce porézni nanovldkenna struktura s priméry od 50
do 500 nm. Nevyhodou této metody je maly vybér vhodnych
polymerd. (Alghoraibi a Alomari, 2018)

Rapid prototyping
(3D printing)

Je znamo nékolik technik zaloZenych na rapid prototyping, 3D tisk
je jednou z moznosti vyroby scaffoldii. Pomoci pocitace a specialniho
programu se navrhuje model, ktery dale je preveden do tiskarny
pro trojrozmérny  tisk. Vyhodou je rychla vyroba tvarove
komplikovanych scaffoldi a moznost tisknout biologické latky
(napf. suspenze bungk). (Lukas et al., 2008)

Zpénovani

Zpénovani je mozné provadét mechanickym zplsobem nebo plynem.
Mechanickym zpénovanim polymernich roztokd se tvoti tuhd péna
ajejim naslednym vysuSenim vznika porézni scaffold. Cim bude
koncentrace polymeru v roztoku vyssi, tim bude vysledna velikosti
port mensi. Nevyhodou je omezené mnozstvi polymernich roztokl
formujicich stabilni pény bez ptidavki povrchové aktivni latky.
Pii zpéniovani plynem probiha plastifikace (mékceni) polymeru
pomoci vysokého tlaku okolniho plynu (naptf. oxidu uhli¢itého),
zaroven klesa viskozita diky plynu difundujicimu dovnitf. Vyhodou
je préace za normalnich teplot a vysoka vysledna porozita. (Alghoraibi
a Alomari, 2018)

Tabulka 3: Existujici textilni metody vyroby tkdnovych nosicii.

Metoda Struc¢ny prehled
Tkanina je plosnéd textilie vytvofena ze dvou vzdjemné kolmych
soustav niti, navzajem provazanych vazbou tkaniny. Nachazi své
Tkan vyuziti v cévnich nahradach, protoze ma vysokou stabilitu, velkou

tuhost a odolnost proti protrzeni. Nevyhodou je tfepeni konct. Vnitiek
tkané cévy se impregnuje vsttebatelnou modifikovanou Zelatinou, ktera
snizuje pocate¢ni poréznost. (Lukas et al., 2008)

19



Pletenina je plo$na textilie vznikajici z jedné soustavy niti vytvafenim
a proplétanim ocek. Také se pouzivaji na vyrobu cévnich protéz,
Pleteni protoZe jsou pruzné a vhodné pro mensi prifezy, lépe se aplikuji.
Jejich nevyhodou je mensi stabilita. Stejn€ jako u tkanin se provadi
zelatinova impregnace. (Lukas et al., 2008)

V podstaté 1ze fict, Ze je to textilie vyrobend rozfukovanim taveniny
(polymeru). Po vytlaeni z trysek je tavenina undSena horkym
vzduchem a nasledné dlouzena, vznikla vldkna se ukladaji na kolektor.
Melt-blown Zménou procesnich podminek je mozné ménit vlastnosti vyrobku.
Vldkna sprumérem 0,5 — 10 pm se vyznacuji velkym mérnym
povrchem. Nevyhodou je prace pouze s uritymi polymery a celkove
vyroba je drahd. (Alghoraibi a Alomari, 2018)

Diky rotaci duté spinerety s polymernim roztokem vznikaji vlédkna
(pramér cca 400 nm) pomoci odstiedivych hydrodynamickych
Forcespinning a kapilarnich sil. Vlakna jsou déale dlouzena a zachytavana
na kolektorech. Vyhodou je relativné jednoduché zafizeni a velka
produkce. (Stranské, 2018)

Elektrostatické  zvlakiovani je zpusob piipravy nanovlaken
z polymerniho roztoku nebo taveniny pomoci elektrostatickych sil.
Vytvofena vrstva se vyznaCuje velkym specifickym povrchem,
Electrospinning vysokou poérovitosti a malou velikosti port. Prumér vniklych vlaken
kolisa od 10 do 1000 nm. Vyuziti: cévni nahrady, kozni kryty, nahrady
perifernich nervii, implantaty pro 1ébu glaukomu. (Alghoraibi
a Alomari, 2018; Stranska, 2018)

Sablonova syntéza vyuziva specialni membrany s velmi malymi péry,
kterymi je protlacen roztok polymeru do koagulacni lazné.
Tato metoda je pouze laboratorni, jeji vyhodou je moznost fizeni

Vvoow

prumért vlaken, bézné kolem 100 nm. (Alghoraibi a Alomari, 2018)

Template synthesis

Pii dlouZeni je vlakno vytahovano z povrchu malé kapky prekurzoru
konstantni  rychlosti pomoci mikropipety a mikromanipulatoru.
Drawing Obvykle vznikaji vlakna s primérem od 2 do 100 nm. Vyhodou této
laboratorni technologie je moznost vyroby orientované struktury.
(Strnadova et al. 2019)

1.3.1 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlakniovani (electrospinning) je zpusob ptipravy ultrajemnych vlaken
z polymerniho roztoku nebo taveniny. (Filatov et al., 2007) Prvnim, kdo tento jev
objevil, byl anglicky fyzik a filozof William Gilbert (1544-1603). Ve své praci
,De Magnete“ Gilbert popisoval, jak se méni povrch kulové kapky vody do kénického
tvaru pii priloZeni kusu jantaru nabitého tfenim. Ve skutecnosti je povrch kapalinového
télesa destabilizovan silnym elektrostatickym polem s cilem vytvofit vlakna diametralné
pod 1 um (obvykle kolem 200 — 600 nm). Pii dosazeni kritické hodnoty intenzity
elektrického pole dochazi k ptekonani kapilarniho tlaku tlakem elektrickym, vznikaji

charakteristické Taylorovy kuzely. Naslednou samoorganizaci prvotni slozky
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se vytvareji elektricky nabité trysky z polymerniho roztoku nebo taveniny, které
dale jsou pritahovany vlivem elektrického potencialu. Po odpateni rozpoustédla vlakna
prochézejici atmosférou ztuhnou a vytvoti vlakennou vrstvu na povrchu kolektoru.
(Filatov et al., 2007; Lukas et al., 2008)

Electrospinningem lze vyrab&t materialy s velkym specifickym povrchem, vysokou
porovitosti, malou velikosti port pro velké mnozstvi aplikaci, jako jsou filtry, tepelné
a zvukové izolatory, obvazy na rany, tkadnové nosice nebo systémy dodavani 1éCiv.
Ve tkanovém inzenyrstvi diky podobnosti s extracelularnim matrixem nanovlakna
nabizeji velké vyhody, mezi které patii biokompatibilita, biodegradabilita
a mnohostranné chemické a mechanické vlastnosti. Dalsi vyhodou je moznost
funkcionalizace nanovlakenného nosice bioaktivnimi latkami, které zlepsi bunécnou

interakci a proliferaci. (Jasikova, 2011)

1.3.1.1 Stejnosmérné elektrické zvlaknovani

Historicky stejnosmérny proud (DC — direct current) byl prvnim pouZivanym druhem
proudu, pii némz elektricky naboj proudi pouze jednim smérem (Stranskd, 2018),
viz Obrazek 2.
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Obréazek 2: Stejnosmérny proud (DC). Svisla osa ukazuje proud nebo napéti
a vodorovnd osa méri cas; prevzato a upraveno podle (Alternating Current versus
Direct Current, 2020)

Elektrostatické¢ zvldknovani lze rozde€lit na jehlové a bezjehlové, kde jehlové miize
obsahovat jednu nebo vice jehel v rizném uspofddani (linedrnim, c¢tvercovém,
trojuhelnikovém) a bezjehlové zvldknovani z polymerni hladiny mtze probihat pomoci
oto¢ného vodorovného vélce, spiraly, diskli, kuzele nebo struny. V soucasné dobé

zvlaknovani ze struny je nejvice vyuzivanou technikou. (Sultan Lipol a Rahman, 2016)
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Technologie Nanospider™, vyvinuta spole¢nosti Elmarco, je unikatnim zplsobem
prumyslové vyroby netkanych textilii tvofenych nanovlakny. Pomoci strunové
elektrody a stejnosmérného napéti probihd zvlaknovani vodou nerozpustnych
a rozpustnych polymeru, viz Obrdzek 3. Proces zvlaknovani je mozné rozd¢lit do Ctyf
po sobé jdoucich krokii: a) nabiti kapicky kapaliny a vytvofeni Taylorova kuZzele;
b) prodlouzeni nabitého rovného segmentu; c) ztenCeni paprsku v piitomnosti
elektrického pole a narust nestability elektrického ohybu; d) ztuhnuti a shromazdéni

paprskt jako pevnych vlaken na uzemnéném kolektoru. (Sultan Lipol a Rahman, 2016)

Uzemnény kolektor

Podkladovy
material
Nanovlikna
Strunovia elektroda
4>
Cartridge

Obrazek 3: Zvldkiiovani ze struny (Nanospider™); pievzato a upraveno podle
(Elektroformirovanie nanovolokn NANOSPIDER™, 2017)

Pii zvlaknovani jakoukoli technologii je nutné znat jak materialové, tak i procesni
parametry, které hraji klicovou roli v samotném procesu. Procesnimi parametry jsou
okolni teplota a vlhkost, nastavené napé€ti, vzdalenost od kolektoru a elektrické
vlastnosti podkladového materialu. Materidlovymi podminkami jsou druh a molekulova
hmotnost polymeru (n€kolik desitek az stovky tisic), koncentrace a viskozita roztoku,
jeho elektrickd vodivost a povrchové napéti, pouZité rozpoustédlo a aditiva. Pfi ristu
viskozity polymerniho roztoku, roste postupné jeho koncentrace, primeér vznikajicich
nanovldken a vykon zafizeni. Krom¢ toho s vé&t§i viskozitou vznikd véEtsi tlumeni

kapilarnich sil, které maji tendenci rozbijet proudy kapaliny. (Xue et al., 2019)

Nevyhodou DC electrospinningu je pifitomnost elektricky aktivniho kolektoru, ktery
zté¢zuje kombinaci této metody s dalSimi technologiemi. Hlavnim problémem je vysoka

hodnota intenzity elektrického pole uvnitt celé zvlaknovaci zony. (Xue et al., 2019)
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1.3.1.2 Stfidavé elektrické zvlaknovani

AC (alternating current) je termin oznacujici elektricky proud, u kterého se smér v case
meéni, diky ¢emu napéti v obvodech stfidavého proudu se také periodicky méni (Lukas

et al., 2009), viz Obrazek 4.

Y

Lo

Obrazek 4: Stridavy proud (AC). Svisld osa ukazuje proud nebo napéti v zavislosti
na case pri frekvenci 60 Hz; prevzato a upraveno podle (Alternating Current versus
Direct Current, 2020)

AC je mozné produkovat pomoci alternatoru — elektrického generatoru, ktery méni
to¢ivou mechanickou energii na stfidavy elektricky proud. Smycka dratu se pravidelné
to¢i uvniti magnetického pole, a kdyZ vstoupi na jinou magnetickou polaritu, na dratu

se vystiida napéti a proud. (Lukas et al., 2009)

Zatizeni pro AC electrospinning se sklada z kovové tyce (zvlakiovaci elektrody),
kde jeji kandlem v ose tec¢e polymer, ktery je na vrchol elektrody pumpovan infuzni
pumpou. DalSim krokem je nastaveni frekvence stfidavého napéti pro dany konkrétni
material, protoZze pokud frekvence bude hodn¢ vysok4, pienos naboji nebude
dostatecné rychly. Naopak pifi velmi nizkych frekvencich proud elektrostatického
zvlaknovani uz se nebude skladat z periodickych pozitivnich a negativnich naboju,
ale bude obsahovat pouze né&jaky jeden z naboju. Po zapnuti stiidavého elektrického
pole na povrchu zvlakinovaciho roztoku vznikaji polymerni trysky, ze kterych
je intenzivné odpafovano rozpoustédlo, tvoii se pevna nanovldkna rozptylena
ve vzduchu do cylindrického utvaru. Vznikla nanovlakna rychle stoupaji

pry¢ od zvlaknovaci elektrody diky ptisobeni elektrického vétru. (Lukas et al., 2009)

AC electrospinning je jest¢ mladou technologii vyroby nanovlaken. Vznikajici vlakna
maji jak kladny, tak i zdporny naboj, viz Obrazek 5. Naslednou vzajemnou interakci

se tvofi neutralni svazek, ktery se do urcité miry dokaze formovat ve volném prostoru.
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Vyhodou AC zvlakinovani je to, Ze neni poticbha mit uzemnény kolektor

nebo protielektrodu. (Technologie. Stiidavé zvlakinovani, 2015)
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Obrézek 5: lustrace AC electrospinningu; prevzato a upraveno podle (Alternating
Current (AC) Electrospinning, 2020)

Produktivita vyroby nanovldken AC electrospinningem je obvykle vyss§i ve srovnani
s technologiemi DC electrospinningu. Pfi pouziti stejného polymeru priméry vldken
z AC i DC zvlaknovani se mohou liit, pfi¢inou tohoto jevu by mohlo byt potlaceni

nestability proudu kapaliny pfi stfikani stfidavym proudem. (Lukas et al., 2009)

V soucasn¢ dobé se metoda sttidavého elektrického zvldknovani uspé$né pouziva
pii vyrobé jadrovych 1 bezjadrovych pfizi, které davaji velké nadé€je v biomedicinské

oblasti fizeného uvoliiovani 1éCiv. (Technologie. Stfidavé zvlaknovani, 2015)

1.4 Polymery pouzivané ve tkanovém inzenyrstvi

Nanovldkna se vyrabé&ji z polymert, které se obvykle déli podle ptivodu na piirodni
a syntetické. Ve tkdnovém inZenyrstvi 1ze polymery jesté dale rozdé€lit na degradabilni
anedegradabilni, na bioinertni (neovliviiuyjici biologicky systém) a bioaktivni

(vyvolavajici kontrolovanou biologickou aktivitu). (Tomlins, 2016)

1.4.1 Ptirodni polymery

Ptirodni polymery jsou produkovany pfirozenymi procesy a zaloZeny pievazné
na polysacharidech (celul6za, dextran, chitin) a proteinech (kolagen, elastin).

V Tabulce 4 jsou uvedeny piirodni polymery bézné pouzivané ve tkafiovém inzenyrstvi.
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Tabulka 4: Prirodni polymery pouzivané ve tkanovém inzenyrstvi.

Polymer

Charakteristika

Celuloza a
jeji derivaty

Nanovlakna z celulozy lze pfipravit tfemi zakladnimi zpusoby: bakterialni
syntézou, oxidac¢ni hydrolyzou dfeva a elektrostatickym zvlaknovanim. Diky
velmi silnym intramolekularnim vodikovym vazbadm celul6za je nerozpustna
v béznych rozpoustédlech. Znamym rozpoustédlem je Kkyselina trifluoroctova,
ktera je velmi toxické, proto ji nelze aplikovat ve tkanovém inzenyrstvi. Kromé
toho celuléza je nerozlozitelnd v lidskych tkanich, proto je potieba zaclenit
enzymy celulazy do celulézovych scaffoldl, které ji zdegraduji na glukozu,
piirozenou zivinu pro buiky. (Petras et al., 2009)

Mén€ naronym postupem je nahrazeni piirodni celuldzy jejimi derivaty, které
jsou lépe rozpustné a netoxické. NejpouzivanéjSim derivatem je acetat celuldzy
(CA), ktery je biokompatibilni a biologicky odbouratelny ve fyziologickém
prostfedi. Nanovlakna ptipravend z acetatu celulézy se mohou pouzivat jako
kryti vné&jSich poranéni nebo oSetfeni vnitinich ran pti chirurgickych zékrocich.
(Bacakova et al., 2019)

Chitin a
chitosan

Chitin je linearni polysacharid, méalo rozpustny ve vod¢, spi§ ve fluorovanych
alkoholech nebo acetonu, biologicky odbouratelny a kompatibilni. Je zakladni
strukturalni slozkou exoskeletu bezobratlych zivocicht (krabi, krevet) a bunééné
stény nékterych mikroorganismt (hub, kvasinek). Elektrostaticky zvlaknéna
chitinovd vladkna maji dobré vlastnosti a vynikajici adhezi k epidermalnim
fibroblastim. (Petras et al., 2009)

Chitosan je deacetylovany chitin, ktery uz je rozpustny ve vodnych roztocich
kyselin,  je biokompatibilni,  biologicky  rozlozitelny  polymer, ktery
ma antimikrobialni vlastnosti. V lidském organismu je rozlozen lysozymem
(enzymem piitomnym v riznych sekrecich) na glukosamin a sacharid, které
Ize v t€le metabolizovat nebo wulozit jako proteoglykany. Kvuli nizké
produktivité elektrostatického zvlakiovani ¢isty chitosan se mize sméSovat
S jinymi pfirodnimi nebo syntetickymi polymery, jako kolagen, Zelatina,
polykaprolakton, kyselina polymlééna, atd. (Kadajji a Betageri, 2011)

Dextran

Dextran muze byt produkovan napiiklad nékterymi bakteriemi mlé¢ného kvaseni
ze sacharOzy. Jeho glykosidovd vazba je rozlozitelnd enzymem, ktery
je produkovan hlavné bakteriemi a houbami, ale také byl detekovan v lidskych
tkanich, konkrétné v jatrech a slezing. Obvykle se pouziva jako soucast obvazi
ran na bazi nanovladkennych polyuretani, ve kterych dextran podporuje
neovaskularizaci. Kromé toho pfitomnost dextranu dodava polyuretanovému

wrvr

Kolagen

Kolagen je nejpouzivangj$im ptirodnim proteinem pro tvorbu nanovlakennych
nosi¢d ve tkanovém inzenyrstvi. To je extracelularni, ve vodé nerozpustna
fibrilarni bilkovina, kterd je zakladni stavebni hmotou pojivovych tkani.
Kolagenni nanovldkna se ptipravuji elektrostatickym zvlaknovanim, vSak finalni
produkt je mechanicky slaby, proto se obvykle déla zesiténi nebo smichani
kolagenu s jinymi polymery. (Bacakova et al., 2019) B&Zné pouzivana k zesiténi
¢inidla jsou toxicka (napiiklad glutaraldehyd), proto se vétSinou kolagen
kombinuje s pfirodnimi nebo syntetickymi polymery, jako chitosan,
polykaprolakton nebo kopolymer kyseliny polymlééné a polyglykolové. (Petras
et al., 2009)
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Elastin je nerozpustny skleroprotein, ktery se nachazi v extracelularnim matrixu
audrzuje jeho elasticitu. Je to druha hlavni proteinova slozka. Pfitomnost
Elastin elastinu v kompozitnich nanovlakennych scaffoldech muze snizit rychlost
degradace, krom¢ toho podpofit proliferaci lidskych fibroblasti. (Bacakova
etal., 2019)

Keratin je stavebni nerozpustna ve vod¢ a organickych rozpoustédlech bilkovina,
vldknity strukturni protein, ktery je za&kladni slozkou vlast, chlupl, nehtd
a vnéjsi vrstvy epidermisu. VétSinou se keratin kombinuje s jinymi polymery,
Keratin aby se zlepsila jeho zvlaknitelnost nebo se zvysila biologicka aktivita ptidanych
kopolymerti. Pfidani keratinu se vyrazné zvySuje hydrofilnost vysledného
vldkna, ktera zlepSuje adhezi a proliferaci lidskych mezenchymalnich
kmenovych bunék. (Bacakova et al., 2019)

1.4.2  Syntetické polymery

Syntetické polymery byly poprvé zavedeny do mediciny na konci 60. let, od té doby
mnozstvi pouzitelnych polymera se vyrazné zvysilo. (Guo a Ma, 2014) V Tabulce 5
jsou uvedeny nejvice pouzitelné syntetické polymery, které byly vybrany a vyvinuty

pro lékaiské aplikace z toho diivodu, Ze jsou inertni za biologickych podminek in vivo.

Tabulka 5: Syntetické polymery pouzivané ve tkanovém inZenyrstvi.

Polymer Charakteristika

Polyethylenglykol (PEG) je ve vod¢ rozpustny synteticky polyether,
ktery miize zlepsit zvlaknitelnost nekterych polymerii. Podrobnéji 0 PEG
bude popséno v Kap. 1.4.3. Ve tkafiovém inzenyrstvi se pouZzivaji jako
scaffoldy se tizenym uvoliiovanim 1é¢iv. (Zhu, 2010)

Polyvinylalkohol (PVA) je vodorozpustny, degradabilni polymer, ktery
nachazi své biomedicinské vyuziti jako kontaktni ¢ocky, membrany

Polyethylenglykol

Polyvinylalkohol | doledvin a slinivky bfisni, implantat menisku v kolennim kloubu
a chrupavky, aplikace pro podavani 1éku. Podrobné&ji PVA bude
rozepsan v Kap. 1.4.3.1. (Ben Halima, 2016)

Polyanhydridy jsou polymerni slouceniny tvofené z karboxylovych
kyselin (sebakové). Jsou to biokompatibilni polymery, které maji
hydrofobni charakter a vysokou krystalinitu (vice nez 50 %). Rozkladaji
se in vivo na netoxické vedlej$i produkty, které lze z téla vyloucit jako

Polyanhydridy

metabolity. V mediciné jsou urceny pro systémy dodavani 1éciv. (Guo
a Ma, 2014)
Polyueratny (PU) =zlstavaji jednou 2z nejpopularnéjSich skupin

biomateriala diky své univerzalnosti, ktera spoc¢iva v jejich chemické
struktufe tvofené stfidavé mékkym a tvrdym segmentem v rGznych
Polyueratny pomérech a délkach. PU se tradi¢né pouzivaji jako biostabilni a inertni
materidly v srdeCnich chlopnich, vaskularnich Stépech, katétrech
a protézach. (Guo a Ma, 2014) Biodegradabilni PU lze syntetizovat
zaclenénim hydrolyzovatelnych segmentil do jejich patetnich fetézct.
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Alifatické polyestery jsou nejvice pouzivanymi syntetickymi
biokompatibilnimi a biodegradabilnimi polymery pii regeneraci tkani.
Vyroba nanovlaken se uskutecnuje elektrostatickym zvlakiovanim,
a to bud’ z roztokd, nebo z taveniny. Degradace téchto polymerd obvykle
je zpusobena hydrolyzou esterovych skupin v jejich fetézcich. (Guo
a Ma, 2014)

PGA (kyselina polyglykolovd) je jednim z nejpouzivanéjSich polymerii
pro vyrobu scaffoldi. Diky své fetézové-strukturalni pravidelnosti
je vysoce krystalicky, ve vodnych roztocich rychle degraduje a ztraci
svou mechanickou integritu béhem prvnich dvou az Ctyf tydnd,
v zavislosti na molekulové hmotnosti a podminkach degradace.
(Guo a Ma, 2014)

PLA (kyselina polymlééna) je také Siroce pouzivanym polymerem kvili
jeho biologické rozlozitelnosti. Degradace trva mésice az roky, nez PLA
ztrati mechanickou integritu in vivo. Je vice hydrofobni nez PGA, diky
obsahu methylové skupiny v opakujicich se jednotkach PLA.

Alifaticke (Guo a Ma, 2014)

olyester
Poly y Rychlost degradace kopolymeru PLGA je mozné ovliviiovat ménicim

se pomérem laktidu ku glykolidu. Nanovlakenné produkty z téchto
polyesterti se pouzivaji jako kryty ran s fizenym uvolnovanim 1éCiv.
(Pavelkova, 2012)

Poly(e-kaprolakton) (PCL) je semikrystalicky polyester s velmi nizkou
teplotou skelného piechodu -60 °C a nizkym bodem tani 60 °C.
Chemicky i vlastnostmi je podobny PLA a PGA, také se pouziva
v biomedicinskych aplikacich. Degradace muze  probihat
za fyziologickych teplot bud hydrolyticky, nebo enzymaticky, nebo
intracelularnimi mechanismy, ale i pfesto je mnohem pomalejsi
nezUPLA, PGA nebo PLGA. (Guo a Ma, 2014) Nanovlakna
se pfipravuji elektrostatickym zvlakfiovdnim. Je mozZné provadét
zvlaknovani vice vrstev (napiiklad PCL a PLA), kdy se vyuzije rGzné
rychlosti biodegradability pfifizeném uvolnovani 1éCiva. Findlni
materialy maji vysokou permeabilitu a jsou atraktivné&jsi pro dlouhodobé

pouzivani implantatd. (Pavelkova, 2012)

1.4.3 Polymery rozpustné ve vode

Z vodorozpustnych polymerti se typicky pfipravuji hydrogely (zesiténé hydrofilni
polymery), které pro tkanové inzenyrstvi poskytuji vysoce nabobtnané trojrozmérné
prostiedi podobné mékkym tkanim, a které umoznuji difizi Zivin a bunééného odpadu
prostiednictvim elastickych siti. (Guo a Ma, 2014) Dale budou stru¢né popsany
nejpopularnéjsi ve tkanovém inzenyrstvi vodorozpustné polymery, které lze rozdélit
podle plvodu na pfirodni (zelatina, kyselina hyaluronovd) a syntetické

(polyethylenglykol (PEG), polyvinylalkohol (PVA), polyfosfazeny). (Pavelkova, 2012)
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» Zelatina

Zelatina je piirozenym, degradabilnim, netoxickym biopolymerem, ktery se pfipravuje
bud’ tepelnou denaturaci trojité spirdlové struktury kolagenu, nebo jeho kyselou,
alkalickou hydrolyzou. Biologicke, fyzikalni a chemické vlastnosti Zelatiny zalezi
na ptivodnich vlastnostech kolagenu. Ale i1 pfesto vysledna zelatina ma zasadné jiné
vlastnosti nez kolagen. Stava se rozpustnou v fadé béznych rozpoustédel (voda, ziedéné
organické kyseliny) a ztraci mechanické vlastnosti kolagenu. K piipravé zelatinovych
nanovldken se vyuziva -elektrostatického zvldknovani v kombinaci s rlznymi
syntetickymi a pfirodnimi polymery. Vzhledem k biokompatibilité¢ a biodegradabilité
ma tento polymer velké vyhody nejen v regenerativni medicing, ale také v kosmetice,

farmacii a potravinach. (Bacakova et al., 2019; Petras et al., 2009)
» Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronové je glykosaminoglykan neboli linedrni polysacharid o vysoké
molekulové hmotnosti. Je netoxickd, biokompatibilni a biologicky odbouratelna latka.
Elektrostatické zvldknovéani cisté kyseliny hyaluronové je naro¢né kviili snadné
rozpustnosti tohoto polymeru ve vod¢, proto jednim z moznych feSeni
je jeji zvlakiovani s vhodnym, ve vodé rozpustnym polymerem, napiiklad
polyvinylalkoholem nebo polyethylenglykolem. (Bacakova et al., 2019) Kyselina
hyaluronova je soucasti pojivovych, epitelidlnich a nervovych tkani, v¢etné kiiZe, proto

se Siroce pouziva ve tkanovém inZenyrstvi pro hojeni ran. (Kadajji a Betageri, 2011)

» Polyfosfazeny

vvvvv

obvykle vysokou molekulovou hmotnost a anorganicky patef sttidavych atomt fosforu
a dusiku se dvéma postrannimi organickymi skupinami pfipojenymi ke kazdému atomu
fosforu. Je znamo vice nez 700 rozdilnych makromolekul, které odpovidaji
této struktufe s rlznymi postrannimi skupinami. Vedlejsi skupiny maji velky vliv
na findlni vlastnosti produktu, naptiklad odolnost proti zafeni nebo poZarni odolnost,
hydrofobnost nebo hydrofilnost, uzitecné biologické vlastnosti (biodegradace). Nekteré
ve vodé rozpustné polyfosfazeny pomalu hydrolyzuji na témét neutrdlni pufrovany
roztok aminokyseliny, etanolu, fosfatu a amonného iontu. Nanovldkna z téchto
polymeri napomahaji replikaci osteoblastli a urychluji opravu kosti, také se aplikuji

V systémech s fizenym uvoliovanim léCiva. (Guo a Ma, 2014)
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» Polyethylenglykol

Polyethylenglykol je nejpouzivanéj§im polymerem ze syntetickych hydrogelti, ma jak
linearni, tak rozvétvené struktury. PEG poskytuje 3D Sablony ve vodnim prostiedi
pro regeneraci tkan¢, ale jeho biologicka aktivita, v dusledku neadhezivni povahy
fetézcu, je obvykle minimalni. Hydrogely z PEG nejsou degradovatelné, proto jednim
ze zpusobu, jak docilit rozkladu, je polymerace PLA nebo PGA v ptfitomnosti PEG
a katalyzatorti. DalSim zplsobem je zavedeni enzymu, které zdegraduji vazby v patefi
polymeru. PEG se pouziva k opravé a podpoie regenerace riznych tkani, jako endotel,

chrupavka a kost, diky vynikajici biokompatibilité a neimunogenité. (Zhu, 2010)

1.43.1 Polyvinylalkohol

V roce 1924 byl poprvé objeven Hermannem a Haehnelem polyvinylalkohol (PVA),
ato zmydelnénim polyvinylesteru roztokem hydroxidu sodného. Polyvinylalkohol
je synteticky, biologicky rozlozitelny za aerobnich i anaerobnich podminek, rozpustny
ve vod¢é polymer, ktery se pfipravuje hydrolyzou polyvinylacetatu, viz Obréazek 6.
(Ben Halima, 2016)
+H.:0
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Obrazek 6: Schéma vyroby PVA hydrolyzou polyvinylacetatu; prevzato a upraveno

podle (Polimeranalogichnyie prevrascheniya, 2020)

Polyvinylalkohol je bila praskovita hmota krystalického charakteru, kterou Ize rozpustit
pouze ve velmi polarnich rozpoustédlech, jako jsou voda, dimethyl sulfoxid (DMSO),
acetamid, glykoly, dimethyl formamid (DMFM). (Alves et al., 2011)

Fyzikalni vlastnosti hydrofilntho PVA ovliviiuje polymeracni stupenn a stupeit
hydrolyzy. Cim bude vétsi stupen polymerace a hydrolyzy, tim se hiif bude rozpoustst
polymer ve vod€. Rozpustnost se snizuje v dasledku proplétani fetézcl, tim padem
rozpoustédlo mnohem pomaleji pronikd dovnitt molekuly. Zaroven se zvySujici
se molekulovou hmotnosti a stupném hydrolyzy velmi vyrazné roste i krystalinita
polymeru. Obrazek 7 znédzoriiuje stupeit hydrolyzy, ktery ma vliv pii reesterifikaci,

protoze zcela hydrolyzovany polyvinylalkohol poskytuje viskoznéjsi roztoky
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nez Caste¢né hydrolyzovany. (Ben Halima, 2016) PVA je k dispozici v Siroké skale
stupnitt hydrolyzy, vSak pro medicinské ucely jsou Casto vyuzivany zejména polymery
$88% a 98-99,8% hydrolyzou. Pomoci téchto Mowiolii (obchodni nazev pro plné
I ¢astecné hydrolyzovany PVA) se pfipravuji nejenom hydrogely s dobrou pro buiky
porovitosti a 3D strukturou, kterd je schopna zadrzet velké mnozstvi vody, ale také
elektrostaticky zvlaknéna nanovldkna, ktera se napodobuji pfirozené mezibunécné

hmot¢. (Alves et al., 2011)

(A) ®)
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Obrazek 7: PVA zcela hydrolyzovany (A) a éastecne hydrolyzovany (B);

prevzato a upraveno podle (Ben Halima, 2016)

Uplné hydrolyzovany PVA ma teplotu skelného piechodu 85 °C a bod tani 228 °C.
Polyvinylalkohol ma mnoho univerzalnich fyzikalné-chemickych vlastnosti, protoze
je termostabilni, flexibilni, lepivy a vykazuje toleranci vuci rozpoustédlam. Naptiklad
filmy z PVA maji vysokou pevnost v tahu, odolnost proti odéru a dobré bariérové

vlastnosti proti kysliku. (Ben Halima, 2016)

PVA pfedstavuje slibnou tfidu syntetického polymeru pouzivaného v rlznych
primyslovych odvétvich: chemickém, stavebnim, textilnim, farmaceutickém,
potravindiském a biomedicinském. V poslednim desetileti PVA zacali pouzZivat
jako hydrogel v biomedicinskych aplikacich, protoze je biokompatibilni, ma nizkou
cytotoxicitu a za uritych podminek muze byt biodegradabilni. (Ben Halima, 2016)
PVA je velmi Spatné absorbovan z gastrointestinalniho traktu a pfi perordlnim podani
se v téle nehromadi, také nevykazuje Zadnou mutagenni aktivitu v Amesove testu.
Proto se PVA hydrogely uplatituji v systémech dodavani 1é¢iv, v enkapsulaci bunék,
V obvazech na rany, ve vaskuldrnich Stépech a v jednorazovych kontaktnich ¢ockach,
diky vysoke retenci vlhkosti, vysoké propustnosti kysliku, optické ¢irosti, poddajnosti
a mékkosti. (Alves et al., 2011)

Naptiklad v cileném transportu 1é¢iv neni vyhodna dobra rozpustnost, proto se PVA

Casto sit'uje chemicky (kyselinou boritou, glutaraldehydem, formaldehydem), fyzikaIné

30



(zmrazenim a rozmrazenim), zafenim (UV svétlem, gama zafenim, elektronovym
paprskem) nebo se kombinuje s jinymi nerozpustnymi polymery. Hydrogely vyrobené
chemickym zplisobem vSak mohou mit toxicky uc¢inek kviili vyluhovani zbytkovych
zesitujicich cCinidel z gelt. Zatimco hydrogely vyrobené fyzikilné nebo radiacné

vykazuji velmi nizkou cytotoxicitu. (Ben Halima, 2016; Alves et al., 2011)

Vyrobit tkdnovy nosi¢ z PVA lze napiiklad pomoci elektrostatického zvlakiovani,
kde velkou vyhodou pro biomedicinu je pouziti vodného polymerniho roztoku,

coz znamena za podminek nedenaturujicich za¢lenéné proteiny. (Alves et al., 2011)

2. Funkcionalizace elektrostaticky zvlaknénych scaffoldi

Elektrostaticky zvlaknéné scaffoldy lze funkcionalizovat pomoci Siroké Skaly
biologicky aktivnich latek (proteint, nukleovych kyselin). Aby scaffold mohl uvoliiovat
léky po delsi dobu, mély by 1é¢iva vykazovat podobné fyzikalné — chemicke vlastnosti
jako jejich polymerni nosi¢e. (Tomlins, 2016) Regenerace poskozenych tkani muze
trvat n€kolik tydni nebo mésicl, proto je dulezit¢ dosdhnout optimdlni terapeutické
ucinnosti. Nanovldkna s systémem fizeného dodavani 1é¢iv je mozné vytvaret nékolika
zpisoby: povrchovou upravou, smésnym, koaxialnim nebo emulznim zvldknovanim.
(Zhang et al., 2017) Obrazek 8 popisuje rizné metody funkcionalizace, které ovliviuji

kinetiku uvolfiovani 1é¢iva a vyslednou strukturu vlakna.
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Obréazek 8: Metody funkcionalizace a zpiisoby uvoliiovani lé¢iva z polymernich nanovldken;
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(d) Emulzni zvidkniovani; prevzato a upraveno podle (Zhang et al., 2017)



» Povrchova Uprava

Povrchy nanovldken lze chemicky a fyzikalné¢ modifikovat fadou bioaktivnich molekul,
které¢ ovSem nemusi prochazet elektrospinningem, a tim padem riziko deaktivace
bioaktivni latky je minimalni. Dalsi vyhodou povrchové modifikace je moznost
pouzivani nékterych makromolekul (naptiklad heparinu), které jsou Spatn¢ rozpustné
V polymernich  roztocich béhem konvenéniho elektrostatick¢ého zvlaknovani.
Biomolekuly se mohou navazat na povrch bud’ trvale pomoci kovalentnich vazeb,
nebo mize dojit k rychlému wuvoliovani kvali nestabilni fyzikalni adsorpci.
Tento zpiisob biofunkcionalizace povrchi poméha morfologicky a biologicky napodobit
nanovldkna pfirozené mezibunééné hmoté, ¢imz se zvySi adheze, proliferace
a diferenciace bunék. AvSak nékterda onemocnéni vyzaduji mnohem dlouhodobé&jsi

puasobeni 1ékd, proto byly vyvinuty dalsi techniky. (Zhang et al., 2017)
» Zvlaknovani ze smési polymeru a biologicky aktivni latky

Pii sméSovani jsou lé¢iva enkapsulovany pfimym rozpusténim v roztoku polymeru
pred elektrostatickym  zvlakiiovanim. UGinnost, rozlozeni a kinetika uvoliiovani
zapouzdieného 1é¢iva jsou dany interakci polymer — 1é¢ivo a fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi polymeru i inkorporované latky. Spatna rozpustnost bioaktivni latky mtize
ovliviiovat nerovnomérnou distribuci 1é¢iva v polymernim roztoku a také jeho migraci
na povrch vldkna, proto je nezbytné vybrat 1é€ivo a polymer s podobnymi fyzikalnimi
vlastnostmi. Timto zplsobem pfimichana lé¢iva se budou uvoliovat kratkodobé,
Vv piipadé potieby vice prodlouzeného ucinku se pouzivaji koaxialni a emulzni procesy
nebo sit'ovani. (Zhang et al., 2016; Zhang et al., 2017)

> Koaxialni elektrostatické zvlakiovani

Principem koaxidlniho elektrického zvldknovani je to, Ze biologicky aktivni latka
je umisténa ve vnitini ¢asti (v jadie) a roztok polymeru ve vnéjsi ¢asti (v obalu) trysky.
Vyhodou této metody je ochrana a zachovani biologické aktivity latek pred vlivy
vnéjSiho prostfedi a moznost inkorporace do jadra obtizné zvlaknitelnych biomolekul,
jako jsou antibiotika nebo antioxida¢ni 1éCiva. Koaxialni metoda poskytuje
nanovldknim se strukturou jadro — plast delsi dobu uvoliiovani 1é¢iva. (Amiruddin

Fadzli Zaini et al., 2014)
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» Emulzni elektrostatické zvlakiiovani

V podstaté se jedna o kapky molekul 1é¢iva, které se disperguji v roztoku polymeru
pied elektrostatickym zvlakinovanim. Na rozdil od smésného zvldknovani, emulzni
nevyzaduje beézné rozpousStédlo pro léCivo a polymer, proto roztok obsahujici
terapeutickd Cinidla a polymery s odliSnymi vlastnostmi muize byt snadno
elektrostaticky zvlaknén pfidanim povrchové aktivni latky nebo zaclenénim 1éciva
do mikrosfér. Doba uvoliiovani 1é¢iva u emulzniho a koaxialniho elektrického
zvlaknovani muze trvat az 60 dni, protoze vznikld vnéj$i vrstva obalu pisobi

jako fyzicka bariéra proti difuzi zapouzdieného 1é¢iva. (Hu et al., 2015)

Vyse popsané zékladni techniky enkapsulace 1é¢iv je mozné vzajemné kombinovat
scilem pfipravy scaffoldd s pozadovanymi vlastnostmi. Pro pfipravu scaffoldu
funkcionalizovaného bilogicky aktivni latkou je nezbytné dobré porozuméni
mechanismum uvolfiovani latek. Existuji tfi hlavni mechanismy: desorpce biomolekul
Z povrchu, difuze 1é¢iva pres matrici a degradace vldkna s néslednym uvoliiovanim
biologické latky do okolniho média. VSechny tfi mechanismy mohou existovat soucasné
a vyznamné ovliviiovat kinetiku uvoliiovdni 1é¢iva po celou dobu aplikace

funkcionalizovaného scaffoldu. (Zhang et al., 2017)

2.1 Vyznam rustovych faktort v regenerativni medicing

Nedavné pokroky v proteomice vedly k objevu velkého mnozstvi potencidlné
uzite¢nych biologickych latek — signalnich molekul, které maji rizné chemické povahy
a které se déli na lipofilni (naptiklad steroidni a thyroidni hormony, vitamin D)
a na lipofobni (naptiklad rustové faktory, hormony insulin a glukagon, aminokyseliny
a jejich derivaty, nukleotidy). Jednou z nejvétsich vyzev dneska v odvétvi tkanového
inZenyrstvi je zvySeni lécebného ucinku a zéroven snizeni vedlejSiho wcCinku
integrovanim buné€k, scaffoldii, signalnich molekul nebo rlstovych faktori.

(Vokurka, 2012)

Rastové faktory (Growth Factors, GF) jsou skupinou bioaktivnich proteina
syntetizovanych bunkami mezenchymdalniho pavodu, které se specificky vazi
na receptory bunéénych membran a uplatiiuji se pifi reparaci a regeneraci poskozenych

tkani. GF mohou pisobit autokrinné, parakrinn¢ i endokrinné, diky ¢emuz maji Siroké
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spektrum  pouzitelnosti vhodné pii 1écbé hematologickych, onkologickych
a kardiovaskularnich problému. (Frei et al.,, 2008) V Tabulce 6 jsou uvedeny
nejznaméjsi rustové faktory pouzivané v regenerativni medicing, pficemz nekteré z nich
jsou univerzalni (dokazi stimulovat vice bunéénych typl), jiné jsou pfisné specifické

pro buiky urcitych tkani.

Tabulka 6: Prehled populdrnich ristovych faktori, jejich zdroju a hlavnich funkci.
(Frei et al., 2008)

Rustové faktory Hlavni zdroje Hlavni funkce

Regulace ristu, proliferace

EGF (epitelovy rastovy | Submaxilarni slinna zlaza, mezenchymélnich a epitelialnich

faktor) Brunnerova zlaza bunck
EPO (erytropoetin) Ledviny Podporaproliferace a difrenciac
FGF (fibroblastovy S 1 y Podpora proliferace Sirokého
rustovy faktor) Siroké spektrum bunék spektra bun¢k
L Podpora proliferace mnoha
IGF-1 (insulin-like Priméarné jatra bun&nych typi a inhibice bun&tné
growth factor) apoptézy

NGF (nervovy rustovy Podpora ristu a proliferace

Neurony resp. neurity

faktor) nervovych bunék
PDGEF (desti¢kovy Trombocyty, endotelialni Embryonalrll Vyvol, podpora} y
riistovy faktor) buitky, placenta proliferace a ristu pojivové tkdné

a bun¢k hladkého svalstva
Chemotaxe fibroblastt a eozinofili,
T-, B-lymfocyty proliferace embryonalnich
kmenovych bunék

TGF-a (transformujici
rustovy faktor)

TGF-RB (transformujici
rustovy faktor)

Podpora hojeni ran, antiprolifera¢ni

Aktivované NK-buiiky faktor pro epitelialni buiiky

VEGF (ristovy faktor | Pericyty, neurony, retinalni Podpora proliferace, migrace
cévniho endotelu) pigmentovy epitel a rustu endotelovych bunék

V procesu regenerace pojivovych tkani se nejvice uplatiiuji destickovy ristovy faktor
(Platelet-derived growth factor, PDGF), epitelovy rustovy faktor (Epithelial growth
factor, EGF) a ristovy faktor cévniho endotelu (Vascular endothelial growth factor,
VEGF). ProtoZe pfi hojeni ran tyto GF stimuluji proliferaci, reguluji proteosyntézu,
angiogenezi, migraci a diferenciaci bunek, syntetizuji mezibunécnou hmotu. (Frei et al.,
2008) Proto z vySe zminénych diivodi ma pouziti rastovych faktorii velky potencial
ve tkanovém inzenyrstvi. Lze s vyhodou pouzivat trombocytarni riistové faktory, jejichz

zdrojem jsou snadno dostupné trombocyty.
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2.2 Trombocytarni rastové faktory

V soucasné dobé se krevni derivaty Siroce uplatituji pti hojeni mekkych tkani, jako jsou
kozni defekty, prolezeniny, Slachy nebo vazy. Proces hojeni ran se obecné rozdéluje
do ¢tyf fazi: krvaceni, zanétliva faze, granulace a epitelizace, viz Kap. 1.1. DneSni
tkaniové inzenyrstvi se zaméfuje na vyrobu 3D scaffoldd, které by spolu s ristovymi
faktory lokaln¢ urychlovaly tvorbu granulac¢ni tkdné a zkvalitiiovaly hojeni ran.

(Sramek, 2009)

Koncentrace GF a pocet receptorii na povrchu bun¢k ovliviiuji jejich finalni ucinek.
Mezi buiky, které obsahuji receptory pro trombocytarni ristové faktory, patii:
mesenchymalni kmenové buriky, fibroblasty, osteoblasty, endotelidlni a epidermalni
bunky. K aktivni sekreci trombocytarnich rustovych faktorti z a-granuli (podrobnéji
bude popsano v Kap. 2.2.1) obvykle dochazi béhem prvnich 10 minut po aktivaci
koagulace a béhem jedné hodiny je uvolnéno zhruba 95 % GF z trombocytl, které
se okamzité navazou na receptory bunék obsazenych v misté defektu. (Sovkova, 2019;
Slapnicka, 2009) Na Obrazku 9 je znazornén typicky obsah bilkovin a rastovych faktort
v lidskych trombocytarnich lyzatech (HPL).

Total protein mg/mL 55-65
Albumin mg/mL 35-40
Proteiny z plazmy | - Immunoglobulin G mg/mL 8-12
Mrazeni — rozmrazeni Fibrinogen mg/mL 153
/ CaCl, aktivace
IGF-1 ng/mL 50-200
& PDGF-AB ng/mL 50-300
Trombocytarni lyzit v PDGF-BB ng/mL 1030
plazmatické tekutiné
PDGF-AA ng/mL 1-10
TGF-B1 ng/mL 50-300
Proteiny TGF-B2 ng/mL ~05
z trombocytu BDNF ng/mL 10-50
VEGF ng/mL 5-10
EGF ng/mL 05-10
HGF ng/mL 0.1-2
b-FGF ng/mL 1-5

Obrazek 9: Obsah bilkovin a ristovych faktorii v HPL, prevzato a upraveno
podle (Burnouf et al., 2016)
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2.2.1 Morfologie a struktura trombocytti

Trombocyty (krevni desticky) jsou nejmensim typem bunck v cirkulujici krvi o praméru
2 — 4 pm a tloustce 0,5 um. (White, 2007) Krevni desti¢ky savct vznikaji fragmentaci
z velkych mnohojadernych bunc¢k kostni difené — megakaryocytlh. Z jedné bunky
megakaryocytu miize vzniknout az 5000 desticek, které se budou v krevnim tecisti
vyskytovat 9 — 11 dnl. Trombocyty, stejné jako erytrocyty, nemaji jadro, proto se fadi
mezi tzv. neuplné bunky diskovitého tvaru. (Shaz et al., 2013) Pocet krevnich desti¢ek
vl mm? krve je pfiblizné 200 — 300 tisic. Podili se na procesu zastavy krvéaceni
(hemostaze) a srazeni krve. Pfi hemostdze dochazi k zizeni cév v misté¢ poranéni,
k shlukovani krevnich desti¢ek a srazeni krve. Podstatou srazeni krve je pfeména
rozpustné bilkoviny fibrinogenu na nerozpustny vlaknity fibrin, jehoz vldkna tvofii
prostorovou sit, uéinkem enzymu trombinu. (Cihak et al., 2004) Na Obrazku 10

je znazornéna struktura krevni desti¢ky, o které bude podrobné;ji feceno nize.

Mikrotubuly

Denzni tubuly

Otevieny kanalkovy ~
systém

Plazmaticky
obal

Glykogen

Mitochondrie

o-granule

Denzni granule
Obrazek 10: Prehled struktury krevnich desticek; prevzato
a upraveno podle (Trombocyty, 2018)

Podle funkci a biochemickych struktur je mozné krevni desticku rozdélit na Ctyfi

oblasti: periferni, oblast sol — gel, oblast organel a membranové systémy. (White, 2007)

1) Periferni oblast se sklada z membranové a submembranové struktury. V této oblasti
se uskuteciiuji procesy interakce desticky s mimobunéénym prostiedim na molekularni

arovni. (White, 2007)
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> Relativné hladka plazmaticka membrana desticek ma tloustku 6 — 10 nm a hluboké
vchlipeniny do nitra desticky (otevieny kanalkovy systém), které zvétSuji povrch
a urychluji membrénovy transport. (Shaz et al., 2013) Zéakladnim stavebnim
kamenem membrany je lipidovd dvojvrstva, kterd ma na vnéjSim povrchu
zaClenény sacharid (glykokalyx), ktery dodava zevnimu plasti mnohem silnéjsi
vlastnosti nez u jinych krevnich télisek. Glykokalyx je ochranny plast povrchu
buniky, ktery je slozen z glykoproteini a jinych proteoglykand, které jsou
nezbytnymi slozkami pro usnadnéni adheze desticek na poSkozeny povrch. Avsak
hlavni funkci glykokalyxu je ochrana povrchu buiky pifed mechanickym
a chemickym poskozenim. (White, 2007) Glykalylyxy jsou pokryty hlavnimi
a vedlejsimi glykoproteinovymi (GP) receptory skupiny GPIlb-IX a GPllb-llla,
pohyblivost kterych je nesmirné dulezita pii hemostaze. Dalsi slozkou plazmatické
membrany je cholesterol, ktery ovliviiuje pruznost membran a jejich propustnost.
V zevni ¢asti jeho koncentrace je dvakrat vyssi, nez ve vnitini. (Pecka, 2006)

» Submembranova oblast se nachazi tésné¢ pod membranou, obsahuje pravidelny
systém kratkych aktinovych vlaken, ktera jsou spojena s plazmatickou membranou.
Dutlezitou funkci vlaken je udrzeni tvaru destiCky v neaktivni fazi a zména tvaru

s translokaci receptori pii jeji aktivaci. (Pecka, 2006)

2) Oblast sol — gel je tvofena piedev§im z fibrilovych molekul proteind, které tvoii
zakladni jednotku desti¢kového kontraktilniho systému. Jde o viskdzni matrix, ktery
podle morfologie a podle zastoupeni zakladnich proteind se d¢li na zakladni strukturalni

(mikrotubuly) a funkéni komponenty (mikrofilamenty). (White, 2007)

» Mikrotubuly je cytoskeletalni podptrny systém, ktery se sklada ze skupiny 8 — 24
kruhovych profili o priméru 25 nm. Z&kladni stavebni jednotkou je protein
tubulin, ktery se polymerizuje do tvaru trubicek a udrzuje diskoidni tvar trombocytu
prstencem mikrotubulii. V neaktivni fazi mikrotubuly jsou vzdy lehce oddéleny
od sebe a ulozeny tésn¢ pod plazmatickou membranou, ke které jsou zafixovany
aktinovymi  vldkny. Pfi aktivaci krevni desticky dochdzi k naruSeni
mikrotubulového prstence a k presuniim granuli. (White, 2007; Pecka, 2006)

» Mikrofilamenty jsou aktinomyosinovym komplexem, ktery je zodpovédny
za zménu tvaru a vnitini transformace desticky. V neaktivovanych trombocytech
aktin je v monomerni form¢ a slouZzi jako matrice, na kterou jsou vSechny organely

suspendovany a udrzovany oddélen¢ od sebe. Po aktivaci bunky aktin
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se polymeruje a na kontrakci mikrofilamentozni sité¢ se jesté¢ podili myozin.
K dal§im proteinim mikrofilamentarni struktury krevnich desti¢ek patii spektrin,

gelsolin, tropomyozin a talin. (White, 2007; Pecka, 2006)

3) Do oblasti organel patii denzni téliska, mén¢ husta téliska (a-granula, lysozomy,
peroxizomy) a dal$i bunétné organely (mitochondrie, ribozomy, Golgiho aparat).

Hlavni funkci je zajisténi metabolickych procesi v trombocytech. (White, 2007)

» Husta t¢liska nebo denzni téliska jsou mensi nez a-granule, jejich pocet se pohybuje
v rozmezi 3 az 8 granuli o priméru 80 — 150 nm v jedné desticce, maji vysokou
morfologickou variabilitu, kvili vldknim vy¢nivajicim z hustého vnitiniho jadra
k uzaviraci membrané¢. Kromé toho jesté obsahuji vapnik, hoic¢ik, serotonin,
histamin, adenosindifosfat (ADP), adenosintrifosfat (ATP), anorganicky fosfét,
které ptejimaji z extracelularniho prostoru. Jejich hlavnim cilem je ucast
V hemostaze a tvorbé& srazeniny. (White, 2007; Shaz et al., 2013)

» a-granule jsou nejpocetnéjSim typem granuli, jejich mnozstvi zavisi na velikosti
trombocytu, ale obvykle existuje 40 az 80 o-granuli o praméru 200 — 500 nm
na jednu krevni desticku. (White, 2007) V neaktivovaném trombocytu jsou granule
voln€ rozmistény a zUstdvaji se od sebe oddé€leny, ale pii aktivaci se zacinaji
spojovat Vv centralni ¢asti krevni desti¢ky. V granulich jsou uskladnény Cetné cenné
latky, které se uvolfiuji pti aktivaci do prostiedi. (Shaz et al., 2013) Mezi cenné
latky patii: adhezivni a integralni membranové proteiny (fibrinogen, albumin,
imunoglobulin (IgG), vitronektin a von Willebrandiv faktor (vWF) se tucastni
vV hemostatickém procesu tvorby trombu), rustové faktory (EGF (epidermalni
rastovy faktor), IGF (insulin-like growth factor) podporuji hojeni poranéné cévni
stény), cytokiny (PF4 — destickovy faktor 4 je malym cytokinem patiici do rodiny
chemokinii CXC, jejichz hlavni funkci je regulace zanétu), angiogenni faktory
(VEGF — vaskularni endotelialni rastovy faktor, PDGF — desti¢kovy rustovy faktor
podporuji rast novych krevnich cév) a inhibitory angiogeneze (faktory, které
pronikaly Iépe). (White, 2007; Pecka, 2006)

» Lysozomt o priméru 175 — 250 nm lidské krevni desticky maji velmi malo
(obvykle ti). Lysozomy obsahuji degrada¢ni hydrolytické enzymy a mohou slouzit
jako endozomalni travici komora v krevnich destickach, ackoli vyznam

této organely jesté neni moc jasny. (Pecka, 2006)



> Peroxizomy obsahuji enzym katalazy (glutathionperoxidazu), ktery reaguje
s peroxidem vodiku vznikajicim pfi antioxidacnich mechanismech za ucelem
jeho odstranéni. (Pecka, 2006)

» Mitochondrie zaujimaji asi 3 % z celkového objemu krevni desticky, vyznamné
prispivaji k energetickému metabolismu bunky. Energii pro ¢innost bunky ziskavaji
oxidativnimi fosforylacemi, jimiz se syntetizuje ATP (adenosintrifosfat) z ADP

(adenosindifosfatu). (White, 2007; Pecka, 2006)

4) Mezi membranové systémy patii otevieny kandlkovy systém a denzni tubularni

systém. (White, 2007)

» Otevieny kanalkovy systém pomaha obsahu a-granuli se dostat na povrch buiiky,
dale zvétsuje mnohonasobné povrch desticky, pomoci kterého je mozné zachytavat
tekuté latky a ¢astice z okoli. (White, 2007)

» Funkci denzniho tubulérniho systému je vytvofeni sité¢ tizkych kanalk a zasoba
Ca?". Také jsou zde uloZeny né&které enzymy nezbytné k syntéze prostaglandini
(latek odvozenych od kyseliny arachidonové, které¢ ovlivnuji prokrveni, srazeni
krve, imunitni a zanétlivé procesy), TXA2 (tromboxanu A2 stimulujiciho aktivaci
a zvySujiciho agregaci novych desti¢ek) a nékterych bilkovin. (White, 2007;
Pecka, 2006)

2.2.2 Trombocytarni pfipravky s obsahem ristovych faktort

Trombocytarni koncentrat obsahuje vysoké mnozstvi trombocytti a obvykle se podava
pacientiim pii jejich nedostatku, vétSinou jsou to lidé v celkové tézkém zdravotnim
stavu. Tyto koncentraty mohou byt pfipraveny bud’ z antikoagulované plné krve
odebrané pii standardnim darcovském odbéru (z ,,buffy coatu”) nebo technikou
hemaferézy (trombocyty z krve darce se separuji, ale plazma, erytrocyty a leukocyty
se vraceji zpét do ob¢hu darce). (Greening et al., 2011) ,,Buffy coat“ je odborny ndzev
pro bilou, neprihlednou mezivrstvu, ktera obsahuje leukocyty a trombocyty vyskytujici
se v prostoru mezi plazmou a erytrocyty v dusledku centrifugace zkumavky s cerstvou
krvi obsahujici antikoagulant, viz Obrazek 11. Po separaci se jesté dale redukuje obsah
leukocytii a vysledkem je deleukotizovany trombocytarni koncentrat. (Buffy Coat:

Definition, Composition, Preparation and Uses, 2020)
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| _Krevni plazma
(55 % objemu Krve)

- Bauffy coat:
1 leukocyty, trombocyty
(<1 % objemu krve) Foriiovaiié
— Erytrocyty elementy

Odbér Krve Centrifugace (45 % objemu krve)

Obrazek 11: Priprava krevni plazmy a buffy coat, prevzato a upraveno podle
(Blood Plasma and Buffy Coat, 2020)

Z trombocytarnich koncentratii je mozné ziskat Cistou plazmu bohatou na trombocyty
(PRP — platelet-rich plasma), plazmu bohatou na trombocyty a leukocyty (L-PRP —
leukocyte- and platelet-rich plasma), ¢isty fibrin bohaty na trombocyty (PRF — platelet-
rich fibrin), fibrin bohaty na trombocyty a leukocyty (L-PRF — leukocyte- and platelet-
rich fibrin) nebo trombocytarni lidsky lyzat (HPL - human platelet lysate).
(Sovkova, 2019)

a) PRP je Siroce pouzivana k urychleni 1éCebnych procesit hojeni ran, protoze
koncentrace obsazenych rustovych faktoru je tfi az pétkrat vyssi nez v plné krvi. PRP
se produkuje pouze z antikoagulované krve, protoZze trombocyty jsou soucasti krevni

srazeniny. (Burnouf et al., 2016)

b) PRF ma né¢kolik vyhod oproti PRP, napfiklad vyroba probiha zcela piirozené,
tzn.bez pouziti antikoagulantd, po odbéru krve je zkumavka hned stocena.
Jako i pti vyrobé PRP vespodu se oddéluji erytrocyty, nahofe je bezbunétna plazma,
ale uprostied je uz PRF. Dalsi vyhodou je eliminace vyuziti trombinu, ktery podporoval
preménu fibrinogenu na fibrin v PRP. V PRF tato pfeména probiha pomalu, protoze
v samotné krvi trombinu je malo. Tato pomald polymerizace je velmi vyhovujici

pii hojeni ran, rlstu a zrani kosti, stabilizaci $tépu. (Greening et al., 2011)

c) Dalsim produktem je trombocytarni lyzat, ktery se muze pfipravovat riznymi
metodami: opakovanymi cykly mrazeni a rozmrazeni (,,freeze-thaw*), pfimou aktivaci
desti¢ek nebo sonikaci. VSechny metody vyroby HPL naznacuje schematicky Obrazek
12. Avsak pted lyzou je vzdycky potieba brat v tvahu individualni variability
trombocytérnich koncentratl a jednou z moznosti, jak je eliminovat, je miseni TRS

(Thrombocyte Rich Solution) od riznych darct. (Sovkova, 2019; Burnouf et al., 2016)



lyzat HPL

/ Trombocytz’um

Rozmrazeni  (P¥idavny mrazici
37°C krok)

-30°C
Prvni mrazeni >24 hodln

nebo

v

Aktivace trombocyti (nebo sonikace nebo S/D o$eti‘eni)

Trombocytarni
koncentraty

]
Trombin nebo CaCl, J

Miseni

/ Rozdéleni Mrazeni / Rozmrazeni

150 mL

Centrifugace
4,000 x g

15 min, 4 °C 'i'\ % Fragmenty

HPL allkvoty
\ 590 % 150 L, tr ombocytu
Obréazek 12: Priprava lidského trombocytarniho lyzdtu, prevzato a upraveno
podle (Burnouf et al., 2016)

» Opakované cykly mrazeni / rozmrazeni: tato metoda je nejbéznéjsi a nejjednodussi,
ale také i nejefektivnéjsi pii vyrobé HPL. Trombocytarni koncentrat se obvykle
zmrazi Sokem pii -30 °C nebo -80 °C a pozdé&ji rozmrzne pii 37 °C, aby se desti¢ky
fragmentovaly. Dale nasleduje centrifugace, diky které rustové faktory pak jsou
Vv supernatantu a nerozpustné zbytky z trombocyt jsou v sedimentu. Pocet cykld
se miize pohybovat od jednoho do péti diky nemeénici biologické aktivite
trombocytt pti opakovaném mrazeni a rozmrazeni. (Burnouf et al., 2016)

> Piima aktivace destiek: v pfitomnosti Ca?* iontd (obvykle roztok soli CaCl,)
se pfeméni protrombin na endogenni trombin, ktery dale transformuje fibrinogen
na fibrin a nakonec dojde k degranulaci trombocytu. Nevyhodou této metody jsou
cizi latky, které aktivuji trombin a také mohou komplikovat pouziti HPL v bunécné

terapii. (Burnouf et al., 2016)
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» Sonikace: je rychla, efektivni, ultrazvukova metoda k dosazeni degranuace desti¢ek
(po dobu 30 minut pii frekvenci 20 kHz). Nékdy se provadi v kombinaci s cykly

mrazeni / rozmrazeni. (Burnouf et al., 2016)

Také v kombinaci s vySe popsanymi metodami se nékdy déla oSetieni rozpoustédlem
/ detergentem (S / D). Tento proces byl vyvinut v New York Blood Center a je zatim
nejrozsifenéjsi metodou 100% inaktivace vird, kterd se pouziva prevazné v hematologii.
Tento proces je ucinny pouze u vira s lipidovym obalem, protoze pouzity detergent
(obvykle Triton X-100) pieruSuje interakce mezi molekulami lipidd. VéEtSina vird
je hned znicena kvili poruseni jejich lipidového obalu, mala skupina piezivsich
virti uz nejsou schopny se rozmnozovat. Rozpoustédlo vytvari prostiedi, ve kterém
dochazi Kk rychlejsi agregacni reakci mezi lipidovym povlakem a detergentem.
Vyhodou je to, Ze detergenty ovliviiuji pouze lipidy a derivaty lipidd,
takze k denaturacim proteini nedojde. Nevyhodou vsak je to, Ze tato ¢inidla musi byt
Z findlniho produktu odstranéna, coz by vyzadovalo dal$i ndro¢né kroky procesu.

(Greening et al., 2011; Burnouf et al., 2016)
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EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace byla pfiprava a naslednd charakteristika nanovldkenného scaffoldu
zalozeného na polyvinylalkoholu s vysokou molekulovou hmotnosti a vysokym
stupném hydrolyzy, ktery byl funkcionalizovan trombocytarnimi ristovymi faktory.
Pro pfipravu materialu, ktery by diky své struktufe a svym biologickym vlastnostem
napodoboval extracelularni hmotu, bylo pouzito AC a DC elektrostatické zvlaknovani.
Vysledné nanovlakenne vrstvy byly charakterizovany z hlediska morfologie, distribuce

a uvolnovani proteint, rozpousténi PVA.

3. Materialy a metody

3.1 Pouzité materidly a chemikalie

V nésledujicich Tabulkédch 7 a 8 jsou vypsany vSechny chemikalie a roztoky, které

byly pouzity v této diplomové préci.

Tabulka 7. Pouzité materidly a chemikalie.

Chemikalie Firma

PVA Mowiol: 125 000 g / mol, stupeii
hydrolyzy 98 — 98,8 %

Sigma — Aldrich, Némecko

TRS (Thrombocyte Rich Solution):

(735 - 741) - 105/ ml Transfuzni oddéleni KNL, Ceska republika

Priprava
polymernich roztoki

Ethanol 96 % (C,HsOH) Penta, Ceska republika

Destilovana voda (dH20) -

Chlorid sodny (NaCl) Analytika Praha, s.r.o., Ceska republika
Chlorid draselny (KCI) Analytika Praha, s.r.0., Ceska republika

Hydrogenfosfore¢nan disodny
dodekahydrat (Na;HPO, - 12H,0)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny

Analytika Praha, s.r.o., Ceska republika

Analytika Praha, s.r.o., Ceska republika

Priprava pufru PBS s 0,02%
azidem sodnym

(KH2PO4)

Azid sodny (NaNs) Sigma — Aldrich, Némecko
Kyselina chlorovodikova (HCI) Penta, Ceska republika

pH standardy 4.01; 7.00; 10.01 Hamilton Bonaduz AG, SV}'/carsko
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Analyza
proteint

BSA (hovézi sérovy albumin)

VWR International, Ceska republika

Bradford Reagent

Merck KGaA, Némecko

Piiprava SDS-PAGE

30% akryl-bisakrylamid mix

VWR International, Ceska republika

Amonium persulfat

Lach-ner, s.r.0., Ceska republika

Bromfenolova modf

VWR International, Ceska republika

CBB (Coomassie Brilliant Blue)
R-250

Roth, Némecko

Glycerol

Roth, Némecko

Glycin

VWR International, Ceska republika

Kyselina octova

Penta, Ceské republika

Methanol

Penta, Ceska republika

B-mercaptoethanol

Roth, Némecko

Blue Protein Ladder, CEB-P-0110-250

Central European Biosystems, Mad’arsko

SDS (Dodecylsiran sodny)

Sigma — Aldrich, Némecko

Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-
propan-1,3-diol)

VWR International, Ceska republika

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Sigma — Aldrich, Némecko

Tabulka 8: Pouzité roztoky.

Roztok

Pufr PBS + 0,02% azid
sodny (2000 ml)

SloZeni
dH,0 1800 ml
NaCl 169
KCI 04¢9
Na,HPO, - 12H,0 7,264
KH,PO, 0,48¢g
NaN3 0449

Upravit pH roztoku pomoci HCI na hodnotu 7,4. Poté doplnit
objem vodou do 2000 ml a prefiltrovat jej ptes filtraéni papir.

dH20 7,9 ml
30% akryl-bisakrylamid mix 6,7 ml
10% polyakrylamidovy 1,5M Tris (pH 8,8) 5ml
rozdélovaci gel (20 ml) 10% SDS 0,2ml
10% Amonium persulfat 0,2 ml
TEMED 0,008 ml
dH,0 5,5 ml
30% akryl-bisakrylamid mix 1,3ml
5% zaostiovaci gel (8 ml) 1,5M12)-0r/:,ss(|?)g 6.8) 0 %)E;nrlnl
10% Amonium persulfat 0,08 ml
TEMED 0,008 ml
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dH20 800 ml
Tri 1
10x SDS-PAGE pufr SDS 30039
(1000 ml) X > d
Glycin 1441 ¢g
Objem doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.
dH.0 30ml
1,5M Tris (pH 6,8) 10 ml
0,
2x SDS-PAGE vzorkovy 10% SDS 12ml
fr (100 ml Glycerol 30 ml
pufr (100 mi) -mercaptoethanol 15 ml
Bromfenolova modf 1,8 mg
Objem doplnit destilovanou vodou do 100 ml.
dH.0 80 ml
Methanol 90 ml
CBB barvici roztok (200 ml) Kyselina octova 20 ml
CBB R-250 059
Objem doplnit destilovanou vodou do 200 ml.
. dH20 225 ml
B odbarvovacroz(ok Methanol 225 m
Kyselina octova 50 ml
dH.0 21 ml
v Methanol 22,5 ml
Susici roztok (30 ml) Kyselina octova 5ml
Glycerol 1,5ml
3.2 Pouzité piistroje a programy
Tabulka 9: Pouzité pristroje a programy.
Seznam piistroji a programu Vyrobce
Nanospider ™ NS 1WS500U Elmarco
Elektronovy mikroskop Vega 3sem Tescan

Analytické vahy ATL124-1 Analytical Scale Acculab Sartorius Group
Chromatograf Dionex UltiMate 3000 HPLC Thermo Scientific
pH metr pH 700 Eutech Instruments
Sterilizator AN 74i Anprolene
Hlubokomrazici box MDF-U53V SANYO Electric Co.
Biological Thermostat BT 120 Laboratorni pfistroje Praha
CO> inkubator NB-203XL N-Biotek
Zlatici pfistroj Quorum Q150R ES Quorum Technologies
Spektrofotometr Spark Tecan
Fluorescencni mikroskop Eclipse Ti-E Nikon
SDS-PAGE Mini-PROTEAN Bio-Rad Laboratories, Inc.
Centrifuga Z36HK Hermle Labortechnik
Cirkulovana digitalni LCB-11D Labtech

vodni lazen

Software pro analyzu
obrazii

NIS Elements AR 4.30.00

Nikon Instruments

Software pro tvorbu

GraphPad Prism 8.0.1

GraphPad Software

grafil, tabulek

Microsoft Office Standard 2013

Microsoft Corporation
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3.3 Metody a protokoly

V nasledujicich podkapitolach budou podrobné popsany vSechny postupy a metodiky,
které se pouzivaly pro pfipravu a analyzu nanovldkennych materiall zalozenych

na polyvinylalkoholu a funkcionalizovanych trombocytarnim lyzatem.

3.3.1 Piiprava trombocytarnich lyzati

Trombocyty ve formé¢ trombocytdrniho koncentratu (TRS) byly pfipravovany
transfiznim oddé€lenim Krajské nemocnice v Liberci. Jedna se o smésny piipravek
vyrobeny z tzv. ,buffy coatu® od ¢tyt darcii. Koncentrace trombocytd se pohybovala
vrozmezi 735 — 741 - 10° / ml. Z téchto koncentratii metodou opakovaného mrazeni
a rozmrazovani (,,freeze-thaw*) byly ptipraveny trombocytarni lyzaty (viz Kap. 2.2.2).
Cerstvé TRS byly nejdiiv rozalikvotovany po 15 a 50 ml, potom byly zamraZeny
pfi -80 °C. Den pted pouzitim byly rozmrazeny pii 4 °C pies noc. Vysledny lyzat
byl nasledné centrifugovan (2800 x g, 30 minut) a vytvofeny supernatant s obsahem

rustovych faktorti byl do pouziti skladovan pti 4 °C.

3.3.2 Pftiprava roztoku pro elektrické zvldkinovani

Pro kazdy z pouzitych druh@ zvlaknovani (stfidavé a stejnosmérné elektrické
zvlaknovani) byl pro pfipravu zvldknovaciho roztoku pouZit jiny rozpoustédlovy
systém. Byly pfipravovéany roztoky z cist¢tho PVA a dale z PVA s pfidavkem lidskych

trombocytarnich lyzat.
Priprava roztoku pro AC spinning:

Pro ptipravu 100 g 10% PVA (98 % hydrolyzy, MW 125 000) bylo nutné ptidat 10 g
PVA a 90 g destilované vody. Poté se tento roztok michal na magnetickém michadle
volejove lazni pii 90 °C do uplného rozpusténi polymeru (4 — 6 hodin).

Takto ptipraveny roztok je mozné skladovat pii pokojové teploté do pouziti.
Priprava roztoku pro DC spinning:

Pro pfipravu 100 g 10% PVA (98 % hydrolyzy, MW 125 000) byl pouzit
rozpoustédlovy systém voda : ethanol v pomérech 8§ : 2. Proto 10 g PVA
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byly rozpustény v 18 g ethanolu a 72 g destilované vody. Roztok dale byl michan
na magnetickém michadle v olejové lazni pii 90 °C do tGplného rozpusténi polymeru
(4— 6 hodin). Takto pfipraveny roztok je mozné skladovat pii pokojové teploté

do pouziti.
Priprava roztoku cisteho PVA dle dvou ruznych postupui s pridavkem HPL:

Z ptedchozich pokusii v diplomové praci Ing. Barbory Koptivové (Koptivova, 2018)
bylo zjisténo, Ze jako idedlni koncentrace trombocytarnich lyzati v roztoku je 10 %.
Toto mnozstvi se zapocitava jako vodni slozka rozpoustédla, proto pro piipravu 100 g
roztoku 10% PVA s 10% HPL bylo nejprve 10 g PVA rozmichano v 80 g rozpoustédla
dle pouzité technologie (pii 90 °C, 4 — 6 hodin). Po vychlazeni na pokojovou teplotu
bylo ptidano 10 g trombocytarniho lyzéatu a po dikladném promichéni na magnetickém
michadle (30 minut, RT) byl roztok pouzit pro zvlakinovani. Takto pfipraveny roztok

neni mozné skladovat, pfipravuje se vzdycky Cerstvy tésné pred zvlakinovanim.

3.3.3 Piiprava vlakennych nosicu stejnosmérnym elektrickym zvlakiiovanim

Elektrostatické zvlakiiovani probihalo na pfistroji Nanospider™ typu NS 1WS500U
od firmy Elmarco. Zvlakinovani pfipravenych roztokd probihalo postupné. Nejprve
byl zpracovan cisty 10% PVA (98 % hydrolyzy, MW 125 000) rozpustény v systému
voda : ethanol v poméru 8 : 2. Poté po vyc¢isténi zasobniku a struny se zvlaknoval roztok
10% PVA s10% HPL. Zvlaknovani zpravidla probihalo za podminek uvedenych
v Tabulce 10.

Tabulka 10: Parametry a primérné hodnoty pro DC zvldkiovani.

Parametr Hodnota
Vzdalenost kolektoru 140 - 160 mm
Odtah textilie 6 - 10 mm / min
Odtah struny 13-20
Napéti -10/ +40 kV
Velikost pravlaku 0,7 mm
Rychlost cartridge (ddvkovani) | 150 - 250 mm / sec
Produktivita vyroby nanovlaken 35-8g/h
Teplota 22-23°C
VIhkost 35-50 %

47



3.3.4 Piiprava vlakennych nosici stfidavym elektrickym zvlakinovanim

Zatizeni sestrojené na Technické univerzit¢ v Liberci pro stfidavé elektrické
zvlaknovani se sklada ze ctyf hlavnich Casti: vysokonapétového zesilovace TREK
Model 50/12, regula¢niho transformatoru, pumpy davkujici polymerni roztok nahoru
a ze 170 mm dlouhé kovové ty¢ové elektrody o praméru 6 mm. Po zapnuti stéidavého
elektrického pole a po uplynuti charakteristického ¢asu na povrchu elektrody se objevuji
polymerni trysky, ze kterych se intenzivné vypaiuje rozpoustédlo, coz vede ke vzniku
nanovlaken vzajemné provazanych mezi sebou uvniti a rozptylenych ve vzduchu
do cylindrického dtvaru. Jednou z moznosti, jak ovlivnit strukturu nanovlaken,
byl vybér vhodného kolektoru (otaéejici buben, nit, digestof s podtlakem) a priub&hu
signalu stfidavého proudu (sinusovy, obdélnikovy, trojuhelnikovy). V této diplomové
praci se bude pouzivat obdélnikovy pribeh signdlu a digestof s podtlakem

jako kolektor, v§echny zvlaknovaci parametry jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11: Parametry a prumérné hodnoty pro AC zvlakiiovani.

Parametry Hodnoty
Napéti 20 kV
Frekvence 40 - 50 Hz
Otacky pumpy 500 - 550 ot / min

Vzdalenost kolektoru 255 mm
Produktivita pro 10% PVA 8-12g/h
Produktivita pro 10% PVA s 10% HPL 2-35g/h
Teplota 21-23°C

Vlhkost 45 - 60 %

3.3.5 Elektronova mikroskopie a analyza morfologie materialt

Morfologie pfipravenych materiald byla prozkoumana pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM) Vega Tescan 3 pfti riznych zvétSenich (1000%, 3000x
a 5000x) a pii riaznych napétich (10 — 20 kV). Pfiprava vzorka spocivala v ustfihnuti
malé ¢asti vrstvy, nalepeni pomoci oboustranné lepici pasky na kovovy ter¢ a pokoveni
10 nm vrstvou zlata na piistroji Quorum Q150R ES. Dale pomoci obrazové analyzy
v programu NIS Elements AR 4.30.00 byly stanoveny praméry vlaken (vzdy
100 nadhodné zmétenych hodnot prumért vldken kazdého materidlu pii zvétSeni S000x).
Data byla nasledné charakterizovana jako stfedni hodnota + smérodatna odchylka (SD)

a vynesena do grafu za pouziti programu GraphPad Prism 8.0.1.
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3.3.6 Analyza obsahu proteini v materidlech a kinetika jejich uvolnovani, sledovani
rozpustnosti a zmény krystalinity PVA po zamrazeni

V rédmci analyzy uvoliiovani proteini z vldkennych materialdi byla pomoci

spektrofotometrie a SDS-PAGE naméifena koncentrace proteind ve vodnych roztocich.

Obsah proteint pfimo v materialech a homogenita jejich rozprostieni byly prozkoumany

pomoci fluorescenéni mikroskopie a infracervené spektroskopie (FTIR). Dale byly

nanovlakenné vrstvy charakterizovany z hlediska rozpousténi PVA pomoci

chromatografie a UV-VIS spektroskopie.

Priprava vzorki pro testovani.

Kazdy vzorek byl pfipraven tak, aby vazil 30 = 0,1 mg. Pro sedm testovacich dnt
byly ptipraveny 4 vzorky od kazdého materialu, které byly ptedem vysterilizované
ethylenoxidem (pifi pokojové teploté, béhem 12 hodin). Potom byly vSechny vzorky
vlozeny do 5 ml mikrozkumavek a k tomu bylo pfidano 3 ml roztoku PBS + 0,02%
azidu sodného. Déle byly vzorky umistény do inkubatoru pii 37 °C, odkud se odebiraly
ve stanovenych €asech po 600 pl. Pficemz stejny objem pufru se pokazdé vracel zpatky
do zkumavky. Odebrané alikvotni vzorky se pak hned zamrazovaly pii -20 °C
pro nasledné analyzy zaméfené na kinetiku uvolovani proteini a na sledovani

rozpousténi polyvinylalkoholu.

Analyza obsahu proteinii pomoci infracervené spektroskopie (FTIR):

Strukturni charakterizace materiali byla provedena pomoci infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR) na pfistroji Nicolet iZ10 od firmy Thermo Fisher
Scientific, USA. Tato spektroskopickd metoda je zaloZzena na absorpci
elektromagnetického zatfeni interagujictho s latkou pfi riznych vlnovych délkéch.
PfiCemz energie tohoto zafeni staci na to, aby doslo k energetickym zménam rotac¢nich
nebo vibracnich stavii spojenych se zménami dipolovych momenti molekul.
Velkou vyhodou infracervené spektroskopie je moznost méfeni analyzovanych vzorkt

ve velmi malém mnozstvi (nékolik mg) a ve vSech skupenskych stavech.

Vzorky pro analyzu byly umistény na diamantovy krystal ATR (attenuated total

reflection), nasledné byla provedena identifikace organickych sloucenin v oblasti
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spektra v rozsahu vInoétl 400 - 4000 cm™. Odhad funkénich skupin nebo typickych

pro organické latky vazeb O-H, N-H a C-H probiha postupné¢ pomoci vino¢tl smérem

R4

Analyza proteinu pomoci SDS-PAGE:

Elektroforéza je separa¢ni metoda, kterd izoluje molekuly s rozdilnou hmotnosti
nebo s odlisnym elektrickym nabojem a vyuziva jejich riznou pohyblivost
Vv elektrickém poli. Pro separaci proteinii se vétSinou pouziva gelova elektroforéza,
kde molekuly bilkovin prochazeji hustou trojrozmérnou siti polyakrylamidoveho gelu.
Diky denaturaénimu u¢inku dodecylsiranu sodného (SDS) a pB-mercaptoethanolu
proteiny ziskavaji zaporny naboj a v zdsaditém prostiedi se pohybuji od katody k anodg¢.
Jejich pohyblivost je zavislA na molekulové hmotnosti polypeptidovych Fetézcu.
V této diplomové praci pro analyzu proteini byla pouzita vertikalni elektroforéza

v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti SDS.

Nejprve bylo nutné pfipravit polyakrylamidovy gel, ktery byl sloZzen ze dvou vrstev:
10% rozdélovaciho gelu a z 5% zaostfovaciho gelu. Polymeriza¢ni reakce jednotlivych
vrstev trvala zhruba 20 minut. Déle byly pfipraveny vzorky smichanim 20 pl alikvot
po uvoliiovani s 2x SDS-PAGE vzorkovym pufrem v poméru objemu 1 : 1,
které se nasledné nechaly denaturovat pii 95 °C po dobu 10 minut. Potom takto
pfipravené vzorky byly naneseny na gely, které jiz byly vlozeny do elektroforetické
vany a zality 1x SDS-PAGE elektroforetickym pufrem, ktery byl pfedem nafedén z 10x
SDS-PAGE pufru. Spolu se vzorky stejnou technikou byl jesté pfipraven standard
molekulovych hmotnosti proteinovy marker Blue Protein Ladder CEB-P-0110-250.
Po zapnuti aparatu elektroforéza bézela 20 minut pii 70 V, pak pii 120 V do momentu,
kdy vodorovna linie dosahla spodni ¢asti gelu. Poslednim krokem bylo barveni gela
v CBB barvicim roztoku ptfes noc a nasledné¢ odbarvovani slabé navazané barvy CBB
odbarvovacim roztokem také pies noc. Z vyslednych gelt byly pofizeny fotografie,
po vyfoceni byly gely ponofeny do suSiciho roztoku a po prosyceni timto roztokem
vloZeny do félie a vysuSeny pii pokojové teplote v digestoti. Navod na ptipravu vSech

vyse pouzitych v této metod¢ roztoki je uveden v Tabulce 8.

50



Analyza koncentrace proteinit metodou dle Bradforda:

,,Bradford protein assay“ je metoda, kterd byla vyvinuta a poprvé popsana americkym
védcem Marionem Bradfordem v roce 1976. Tato metoda umoznuje rychlé a presné
kolorimetrické stanoveni koncentrace proteint v roztoku. Metoda je zalozena na vazbé
CBB obsazeném v reakénim ¢inidle s proteiny se vyskytujicimi v testovacich vzorcich.
Po navazani CBB na protein probihd barevna zména (z hnédé na modrou), pti které
se posouva absorpéni maximum barviva z vlnové délky 456 nm na 610 nm.
Déle pomoci spektrofotometru se kvantifikuje koncentrace proteini pfi idealni vinové

délce pro méfeni 595 nm.

Koncentrace proteinti v roztoku se spocitd ze smérnice kalibra¢ni kfivky, k sestrojeni
které se pouziva kalibra¢ni fada (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.75 a 1 mg/ml) pfipravena

z hovéziho sérového albuminu (BSA) rozpusténého v dH20, viz Graf 1.
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Graf'1: Kalibracni kiivka BSA (zavislost absorbance pri 595nm na koncentraci BSA)

Méfené roztoky pro tuto experimentalni c¢ast byly pfipraveny v 96-jamkové
mikrotitraéni desti¢ce smichanim 5 pl vzorku s 250 pl ¢inidla Bradford a néslednym
inkubovanim pii pokojové teploté po dobu 5 minut. Po zméfeni hodnot absorbanci
byl proveden vypocet koncentraci proteini v kazdém vzorku, a to tak, Ze nejdiiv byla
spoCitana stfedni hodnota a smérodatna odchylka (SD) absorbance vSech negativnich
kontrol (tzn. nanovldkennych materiali bez obsahu proteinu). Pak ta stfedni hodnota
byla odeftena od hodnot absorbance jednotlivych vzorkl (tzn. nanovladkennych
materiald  obsahujicich trombocytarni lyzat). Nasledné ze ziskané hodnoty
byla spocitana koncentrace HPL dle kalibra¢ni kiivky s BSA. A z koncentrace bylo

vypocitano mnozstvi proteinti vztazené na 1 g pivodniho nanovlakenného materiélu.
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Analyza rozpustnosti PVA pomoci kapalinové chromatografie:

Gelova permeacni chromatografie (GPC) je nejbéznéjs$i separacni technikou, ktera
se pouziva pro analyzu smeési polymertt a pro stanoveni jejich molarnich hmotnosti.
Polymerni vzorek prochazi chromatografickou kolonou, kterda je naplnéna poréznim
gelovym materidlem (stacionarni faze) a rozpoustédlem v prostoru mezi péry riznych
rozmérd (mobilni faze). Ztedény roztok vzorku obsahujici n€kolik slozek je postupné
vymyvan mobilni fazi, dochdzi k rozd€leni analyzované latky na frakce. Separace
pomoci GPC zavisi pouze na velikosti molekul. Kolonu nejprve opoustéji velké
molekuly, protoze nejsou schopné difundovat do wvnitiniho prostoru gelu,

kdezto nejmensi molekuly difunduji hloubéji a jsou zadrzovany v kolon¢ nejdéle.

PVA byl kvantifikovan na zakladé plochy piku signalu rozptylu svétla pod uhlem 90°.
Pro zjisténi mnozstvi polyvinylalkoholu v alikvétach byly pouzity kalibraéni roztoky
PVA o koncentracich 1, 2,5a 10 g/ |, viz Graf 2.

Kalibraéni kiivka PVA
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Graf 2: Kalibracni kiivka PVA (zavislost intenzity na koncentraci PVA)

Pro chromatografickou analyzu bylo 240 pl kazdého alikvotniho vzorku zfedéno
v 960 ul rozpoustédla s pH 6,8 (100 mM NazHPOs, 100 mM NaCl a 0,03 % NaN3).
Déle byly roztoky prefiltrovany pies nylonové injekéni filtry (pramér 13 mm, velikost
pord 045 um) od firmy Chromservis, CR. Pouzitd kolona Superdex 200
Increase (GE Healthcare, USA) méla délku 300 mm a vnitini pramér 3,2 mm.
Stanoveni molekulové hmotnosti vzorku probihalo pomoci detektoru rozptylu svétla
1260 Infinity II GPC/SEC MDS (Agilent, USA), ktery je pfi dopadu rozptylovan
rozpusténymi polymernimi ¢asticemi. Intenzita rozptyleného svétla je imérna velikosti
castic, které rozptyl zpusobuji. Meéfeni na pristroji Dionex UltiMate 3000 HPLC

probihalo pii pokojové teploté s priitokem mobilni faze 0,12 ml / min.
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Analyza rozpustnosti PVA pomoci UV-VIS:

UV-VIS spektroskopie patii mezi klasické spektroskopické metody v analytické chemii.
Principem této metody je sledovani absorpce ultrafialového a viditelného zafeni
vintervalu od 200 do 800 nm pii prichodu vzorkem. Rada materidla ma své
charakteristické spektrum, diky kterému lze identifikovat nezndmé latky a stanovit

koncentrace zndmych latek v roztoku.

Nejprve byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky PVA o znamych koncentracich 0.01, 0.05,
0.1,0.2,0.5,1a2 g/ | (viz Graf 3), které stejné jako alikvotni vzorky se musely fedit
10x% destilovanou vodou pied vlastnim méfenim absorbance na spektrometru Cintra 202
od firmy GBC Scientific, USA.

Kalibraéni kiivka PVA
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Graf 3: Kalibracni kiiivka PVA (zavislost absorbance pri 630 nm na koncentraci PVA)

Meétené roztoky po ziedéni se piipravovaly v mikrozkumavkach smichanim 200 pl
vzorku se 750 pl kyseliny borité (HsBOs, 40 g / 1) a 150 pl jodu (l2, 0.05 mol / ).
Po intenzivnim promichani byla sledovana barevna reakce vSech polyvinylalkoholovych
roztokd pomoci absorpcnich spekter. Absorbance byla métena pifi vinové délce 630 nm

v laboratornich podminkéach (22 °C).

Analyza krystalinity PVA slozky pomoci DSC:

Diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) je nejpouzivanéjsi termickou analyzou
pro sledovani restrukturalizace materialu. Pfi méfeni krystalinity referencni a testovaci
vzorek se ohfivaji nebo ochlazuji konstantni rychlosti, pfiCemz se pozoruje mnoZzstvi

tepla potiebné k udrzeni izotermnich podminek mezi vzorky. Z vysledné DSC kiivky
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polymeru lze stanovit teplotu skelného prechodu, exotermicky moment krystalizace
(Tc) a endotermické tani materialu (Tm). Pi1 teploté tani dochazi k roztaveni vétSiny
krystali, takhle na zaklad¢ fazovych piechodii se provadi identifikace polymert.
Vyhodou DSC je moznost testovani jak pevnych, tak i kapalnych vzorki o malém

mnozstvi (10 — 300 mg) v Sirokém rozmezi teplot.

PVA materidly byly navazovany v malém mnozstvi 6 — 10 mg a dale rozprostieny
na dn¢ hlinikového kelimku o objemu 25 pl. Po navéazeni byly kelimky hermeticky
uzavieny vickem a vzorky zalisovany pfed méfenim na DSC 1 / 700 od firmy Mettler
Toledo, Svycarsko. Ohfev probihal od 0 °C do 300 °C v inertni atmosféte dusiku

s rychlosti pratoku plynu 50 ml / min a rychlosti ohfevu 10 °C / min.

4. Vysledky a diskuze

Predklddand diplomova prace je zaméfena na piipravu a charakteristiku PVA
vlakennych materialt, které byly vyrobeny stejnosmérnym (DC) a sttidavym (AC)
elektrickym zvlédknovanim. Stabilita PVA ve vodném prostfedi se zvySuje nékolika
zpusoby: dodateénym sitovanim, modifikaci postrannich hydroxylovych skupin
nebo aplikaci PVA s vysokym stupném hydrolyzy. Prvni dva zpisoby zpravidla
vyzaduji pouziti nizkomolekuldrnich nebo sitovacich ¢inidel, které casto negativné
ovlivituji aktivitu inkorporovanych proteini nebo zplisobuji cytotoxicytu materiald.
Proto se pii této praci pouzival pro piipravu materiald PVA s vysokou hydrolyzou
(98 %, 125 000 g / mol), kde se diky tvorbé fyzikalni sit¢ mezi molekulami PVA
sniZovala rozpustnost vyslednych materialit ve vodé a zaroven nedochazelo ke ztraté
aktivity spolu zvlaknénych proteini. Nanovlakenné vrstvy z PVA obsahujici lidské
trombocytarni lyzaty vyrobené z TRS ((735 — 741) - 10° trombocyti / ml)
byly podrobeny analyzam zaméfenym na morfologii, stanoveni homogenity
inkorporovanych proteintl, sledovani rozpustnosti vyslednych materialti a na monitoring

uvoliovani inkorporovanych nativnich proteinit do vodného prostiedi.
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4.1 Ptiprava nanovlakennych materialt

Pro pfipravu vldkennych vrstev byly pouzity dvé technologie: stejnosmérné (DC)
a sttidavé (AC) elektrické zvladknovani. Zatimco pro DC zvlakiovani byl pouzit
jiz diive vyvinuty postup (Kopiivova, 2018) popsany v Kap. 3.3.3, tak AC zvlaknovani
bylo nutné v této diplomové préci zcela optimalizovat (viz Kap. 3.3.4). Vyhodou
AC electrospinningu  je to, zezvlaknovani probiha z roztokli obsahujicich
jako rozpoustédlo pouze destilovanou vodu (zachova se aktivita proteind) a Ze stiidavé
elektrické zvlaknovani ma vyss$i produktivitu nez stejnosmérné. DC electrospinning
byl provadén ve spolupraci s Ing. Barborou Koptivovou, AC electrospinning
ve spolupréci s Ing. Janem Valterou, Ph.D.

Stejnosmérné elektrické zvlaknovani (DC electrospinning):

Elektrostatické zvlaknovani probihalo na pfistroji Nanospider™ typu NS 1WS500U
od firmy Elmarco. Nejprve byl ptfipraven ¢isty 10% PVA rozpustény v systému voda :
ethanol v poméru 8 : 2, pak se zvlaknioval roztok 10% PVA s pfidavkem 10% HPL.
Zvlaknovani DC electrospinningem probihalo dobfe pfedevsim u roztoku s pridavkem
10% HPL, cisty samotny 10% PVA se nékdy zvldknoval huf, z makroskopického
pohledu vznikala spi§ transparentni kiehka vrstva. Bylo patrné, Ze ptridavek HPL
do zvlaknovaciho roztoku ma vyrazné pozitivni vliv na kontinualni proces zvlaknovani
i charakter vysledného homogenniho materialu bez viditelnych defektd, rovnéz ma vliv
1 na zvyseni produktivity. Zatimco zvlaknovani ¢istétho PVA je €asto provazeno tvorbou
kapek a prodlouZenym relaxacnim casem. Tento problém byl individudlné feSen
pro kazdy konkrétni piipad tGpravou klimatiza¢nich a strojovych podminek.
Take, aby vznikla kompaktni vrstva s dostatecné velkou plosnou hmotnosti, byl kazdy

materidl nazvlaknén dvakrét (na prvni vrstvu nanesena druhd).

Morfologie jednotlivych materialti (zejména primery vldken) byla hodnocena pomoci
snimkli pofizenych z rastrovaciho elektronového mikroskopu. Priméry vlaken
jsou u materialu z cisttho PVA (0,39 = 0,12 pym) a u PVA s ptidavkem HPL
(0,43 £ 0,13 pum) srovnatelné (viz Tabulka 12). Ptidani 10% HPL nema vliv na praméry

vlaken ani na tvorbu defekti v hotovém materialu (viz Obrazek 13).
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Tabulka 12: Stredni prumeéry vilaken a plosné hmotnosti materialii z DC

electrospinningu (SD — smérodatnd odchylka).

., Stiredni prumér o
Material vlaken + SD PloSna hmotnost + SD
10% PVA 125 98 0,39 £0,12 um 29,72 + 3,58 g/ m?
10% PVA 125 98 + 10% HPL 0,43+0,13 um 20,45+ 2,83 g/ m?

DC electrospinning
10% PVA 125 98
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Obrazek 13: SEM snimky PVA materialii pripravenych stejnosmérnym elektrickym
zvlaknovanim (zvétseni 5000%, meritko 10 um; (A) - 10% PVA 125 98, (B) - 10% PVA
125 98 + 10% HPL) a histogramy distribuce prumerii vidken
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Stridavé elektrické zvlaknovani (AC electrospinning):

Na rozdil od stejnosmérného elektrického zvlaknovani, kde ptfiprava roztoki PVA
se uskutecnovala v rozpoustédlovém systému voda : ethanol, u roztokii pro AC
electrospinning se jako rozpoustédlo objevovala pouze destilovana voda, ktera neovlivni
aktivitu inkorporovanych proteinii a cytotoxicitu vyslednych materidld. V ramci
optimalizace zvldknovani pomoci AC electrospinningu byly testovany nésledujici
parametry zvlaknovani: napéti (15 — 30 kV), frekvence (10-80 Hz), prub¢h signalu
sttidavého proudu (sinusovy, obdélnikovy, trojuhelnikovy), vzdalenost kolektoru (185 —
255 mm) a druh kolektoru (otacejici buben a digestot s podtlakem). Byly sledovany
priabéh a produktivita procesu zvlaknovani pti riznych hodnotach uvedenych vyse
parametrt. Nalezené vhodné podminky pro vznik nanovldkenné vlecky jsou znédzornény

v Tabulce 13 (viz Kap. 3.3.4).

Tabulka 13: Parametry a prumérné hodnoty pro AC zvidknovani.

Parametry Hodnoty
Napéti 20 kv
Frekvence 40 -50 Hz
Otacky pumpy 500 - 550 ot / min
Vzdalenost kolektoru 255 mm
Teplota 21-23°C
Vlhkost 45 -60 %

Také u AC electrospinningu byl prozkouman vliv kolektori na vyslednou vrstvu.
Nejprve byl testovan jako kolektor otacejici se buben (viz Obrazek 16), vytvorené
vrstvy byly pfili§ nadychané, coz by znesnadiiovalo naslednou manipulaci s takovymi
materidly (viz Obrézek 14). Na rozdil od kolektoru typu digestof s podtlakem,
kde se s vyrobenymi vrstvami jiz lépe manipulovalo, kromé& toho materidly byly
mnohem kompaktnéj$i a s mensSim poctem defektl. Tato zmeéna kolektorti také
zpusobila zGzeni distribuce vlakennych pramérd u materialt funkcionalizovanych HPL
(viz Obrazek 15). Vrstva PVA s ptidavkem HPL nazvlaknéna pomoci kolektoru typu
buben ma vétsi sttedni pramér vldken (0,35 + 0,09 pm) nez stejny material zvldknény
prostfednictvim digestofe s podtlakem (0,24 £ 0,05 um), avSak priméry materiali

bez HPL byly stejné u obou typt kolektort, viz Tabulka 14.
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Tabulka 14: Stredni priuméry vidken a plosné hmotnosti materiali z AC

electrospinningu (SD — smérodatnd odchylka).

. Stir‘edni pramér .
Material vlaken + SD Plo$na hmotnost + SD
0 2
Kolektor typu | 10%PVA 12598 | 0,29+009 um 12,32 £0,67 g/ m
0,
buben HOWPNALE | 03520,00 um 2,93+ 0,36 g/ m?
Kolektor typu | 10% PVA 125 98 | 0,28 +0,07 um 11,71 £ 1,57 g/ m?
digestof' s 7005 PVA 125_98
podtlakem 4 10% HPL 0,23 £0,05 um 2,33+0,45 9/ m?

AC electrospinning buben
10% PVA 125_98
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Obrazek 14: SEM snimky PVA materialii pripravenych stiidavym elektrickym
zvlaknovanim, kde jako kolektor se pouzival buben (zvétseni 5000 %, méritko 10 um;
(A) - 10% PVA 125_98, (B) - 10% PVA 125 98 + 10% HPL) a histogramy

distribuce priimeri vliaken
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AC electrospinning digestor
10% PVA 125 98
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Obrazek 15: SEM snimky PVA materialii pripravenych stiidavym elektrickym

zvlaknovanim, kde jako kolektor se pouzivala digestor s podtlakem (zvétseni 5000 %,
meéritko 10 um,; (A) - 10% PVA 125_98, (B) - 10% PVA 125_98 + 10% HPL)

a histogramy distribuce priimérii vlaken
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Kolektor typu
digestof s podtlakem

Kolektor typu buben

Nanovlikenna vlecka

Zvlakiiovaci hlava

Elektroda

It

Obrazek 16: Kolektory pro AC electrospinning
(A — otacejici buben, B — digestor s podtlakem)

Zatimco v ptipadé DC electrospinningu piidavek HPL do roztoku proces zvlaknovani
vyrazn¢ usnadnoval, v ptipadé AC electrospinningu dochazelo naopak k jeho zpomaleni
i ptes snahu korigovani procesnich podminek. Kdezto pii AC zvlaknovani ¢istého 10%
PVA vznikal dobry polymerni rukavec s pevnymi a kvalitnimi vldkny. Je také zfejmé,
ze na rozdil od DC u AC electrospinningu s kolektorem typu digestoi s podtlakem
celkové pruméry vldken jsou mensi. Kromé nastaveni procesu zvlakinovani také hraji
role i okolni podminky (teplota, vihkost vzduchu), které zatim u AC electrospinningu

jesté€ neni mozné regulovat.

AC zvidknovani roztokii PVA obsahujicich BSA o riiznych koncentracich:

V rédmci optimalizace byl také testovan vliv mnozstvi ptidavanych proteint
na zvlaknovani a vyslednou morfologii vldken (viz Obrazek 17). Vzdycky
byl ptidavan 10% alikvot vodné faze, ale lisila se koncentrace BSA v pouzitém roztoku
(1, 5,10 mg / ml).
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AC electrospinning
10% PVA 125_98 + 10% BSA (1 mg / ml)
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Obrazek 17: SEM snimky PVA materialii pripravenych stiidavym elektrickym
zvldaknovanim, kde jako kolektor se pouzivala digestor s podtlakem (zvétseni 5000 %,
meritko 10 um; (A) - 10% PVA 125 98 + 10% BSA (1 mg/ml), (B) - 10% PVA 125 98
+ 10% BSA (5 mg/ml), (C) - 10% PVA 125 98 + 10% BSA (10 mg/ml)) a histogramy

distribuce primeéru Vlaken
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Ptiprava roztokli pro zvlakiovani a samotné zvlaknovéani probihalo za stejnych
podminek jako v piipadé¢ ptfidavku HPL, jako kolektor byla pouzita digestor
s podtlakem (viz Kap. 3.3.2 a 3.3.4).

Tabulka 15: Stredni priiméry vidken materialii z AC electrospinningu (SD — smérodatna
odchylka).

Material Stjg}?g np;l‘isrgér

10% PVA 125 98 0,26 + 0,07 um

10% PVA 125 98 + 10% BSA (1 mg / ml) 0,21 £0,05 um
10% PVA 125 98 + 10% BSA (5 mg / ml) 0,21 £ 0,06 um
10% PVA 125 98 + 10% BSA (10 mg / ml) 0,21 £ 0,06 um

Z morfologické analyzy je patrné, ze se zvétSujici se koncentraci proteintt velikost
vlakennych primérti se neméni (viz Tabulka 15). Mnozstvi inkorporovaného BSA
neovliviiuje morfologii materiald. Kromé toho vyroba téchto materidlt AC
electrospinningem potvrdila ten fakt, Ze se s pfidavkem proteint snizuje stfedni primér

vléken oproti materiélu z ¢istého PVA.

AC zvlaknovani roztokit PVA v PBS:

Déle byl proveden pokus, kde byla sledovdna moznost pouziti roztoku PBS
pro rozpousténi PVA namisto dH.O (PBS by Iépe zajistil ve srovnani s vodou iontovou
silu a stabilni pH). Cilem bylo zjistit, jak soli obsazené v pufru budou ovliviiovat pribéh
zvlaknovani AC electrospinningem a morfologii vyslednych materiald, viz Obrazek 18.
Piiprava roztokli pro zvldkilovani a samotné zvldknovani probihalo za stejnych
podminek jako v ptipadé¢ pifidavku HPL, jako kolektor byla pouzita digestor
s podtlakem (viz Kap. 3.3.2 a2 3.3.4).

Samotné zvlaknovani vSak mélo zcela jiny prub&h. Na zacatku tvorba nanovlaken
probihala velmi §patné, nanovlakenna vlecka se téméf netvotila, dochazelo k ,,praskani«
kapek polymeru, nepomohlo ani korigovani strojovych parametri. Pii navratu
do ptivodnich podminek (viz Tabulka 13) bylo zjisténo, ze pro rozb&hnuti procesu
zvlaknovani a pro vytvoreni velmi jemnych vldken je potfeba delSi relaxacni Cas.

Ovsem zvlaknovani roztokid PVA v destilované vodé bylo mnohem produktivné;si.
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AC electrospinning digestor
10% PVA 125 _98 (v PBS)
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Obréazek 18: SEM snimky PVA materialii pripravenych stiidavym elektrickym
zvldaknovanim, kde jako kolektor se pouzivala digestor s podtlakem (zvétseni 5000 %,
meéritko 10 um,; (A) - 10% PVA 125 _98 (v PBS), (B) - 10% PVA 125 98 (v PBS) + 10%

BSA (1 mg/ml)) a histogramy distribuce prizmerii vlidken

Tabulka 16: Stredni priiméry vidken materialii z AC electrospinningu (SD — smérodatna
odchylka).

.. Stiredni priamér
Material vlaken + SD
10% PVA 125_98 (v PBS) 0,20 £ 0,05 um
10% PVA 125 98 (v PBS) + 10% BSA (5 mg / ml) 0,20 £ 0,04 um

Z Tabulky 16 je ziejmé, Ze vlakna z Cistého roztoku PVA v PBS maji mensi stfedni
prumér vlaken (0,20 + 0,04 um) nez vlakna z roztoku PVA v dH>O (0,28 + 0,07 um).

Nicméné ze SEM snimk je také patrné, ze roztok PBS ovliviiuje morfologii materialu.
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Jsou vidét mista, kde pravdépodobné doslo k vysrazeni soli rozpusténych v PBS,
coz je divodem pro nedoporuceni pouzivani PBS. Zaroven vzhledem k nizké
produktivité, dlouhému relaxaénimu Casu a vznikajicim defektim pii zvlakiovani
roztoki PVA v PBS vSechny dal$i materialy pro nasledujici analyzy byly pfipravovany

z roztoku PV A v destilované vodé.

4.2 Analyza proteinti obsazenych v ptipravenych vrstvach

Ptipravené materialy byly charakterizovany z hlediska obsahu proteinii a homogenity
jejich distribuce, dale bylo sledovano jejich postupné uvoliiovani. Nejprve byla
hodnocena homogenita distribuce inkorporovanych proteini pomoci fluorescenéni
mikroskopie a infraervené spektroskopie, pak bylo zjis§téno mnozstvi inkorporovanych
proteind a prozkoumano jejich uvoliiovani z piipravenych vrstev pomoci elektroforézy

a spektrofotometrie.

Sledovani homogenity distribuovanych proteinii:

Homogenita distribuce proteinii byla sledovana pomoci inkorporace fluorescencné
zna¢eného BSA fluorescein-5-isothiokyandtem (FITC). Material byl piipraven
zroztoku PVA s HTL, kde do HTL byl jeste pfidan BSA-FITC o koncentraci
10 mg / ml (celkem do 5 mg BSA na 100 g roztoku bylo pfidano 500 pl FITC), pak pied
zvlaknénim bylo to cel¢ smichano s PVA. Z vysledkli nésledné fluorescenc¢ni
mikroskopie (viz Obrazek 19) je patrné, ze proteiny jsou v materialu distribuovany
homogenng, nicméné ziejmé dochazi ke tvorbé agregéath (shlukid). OvSem pokud
srovname snimky z elektronové mikroskopie (Obréazek 13 a 15), ve srovnani s negativni
kontrolou (Cist¢é PVA) nejsou patrné zadné defekty odpovidajici t€émto shluktm.

Jedna se tedy pravdépodobné o shluky uvniti vlaken.

64



100 pm

Obrazek 19: Snimky z fluorescencniho mikroskopu (zvétseni 200%, méritko 100 um;
A-10% PVA 125 98, B - 10% PVA 125 98 + 10% HPL spolu s BSA-FITC)

Déle pomoci FTIR analyzy byly prozkoumany materidly obsahujici 10% BSA

o riznych koncentracich (1, 5, 10 mg / ml), vyrobené stfidavym elektrickym

zvlakiovanim. Ugelem bylo udélat kontrolni pokus vedouci k ovéfeni, jaka oblast

spektra odpovida proteinim a zda je mozné vidét rozdil v mnozstvi inkorporovanych

proteinti. Z vysledki na Obrazku 20 je vidét, Zze absorpéni pds u proteint

inkorporovanych do PVA vlikennych materiali je mezi 1600 a 1690 cm,

krom¢ toho je patrny rozdil v mnozstvi inkorporovanych proteinti. O tom svéd¢i piky

BSA, které postupné narustaji se zv€tSujici se koncentraci proteind.
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Obrazek 20: FTIR analyza nanovlakennych materidlii 10% PVA 125 98 + 10% BSA

(0 koncentracich 1, 5, 10 mg / ml) a cistého 10% PVA 125 98;

Sipkou je oznacen absorpcni pik BSA
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Nasledn¢ byla sledovana pomoci FTIR homogenita distribuce proteini z HTL,
byla provedena analyza materialu na deseti riznych mistech. Na Obrazku 21 spektrum
PVA ukazalo své charakteristické piky pfi 3299 cm™ (O—H stretching), 2917 cm™ (C-H
stretching z —CHp-), 1427 cm?® (C-H deformace) a 1085cm™ (C-O stretching).
Intenzivni absorpéni pas pti 1600 - 1690 cm™ patii amidovym vazbam v proteinech,

které ovsem mohou absorbovat zafeni ve vice oblastech. (Jackson a Mantsch, 1995)

PVA_PL_1
| PVA_PL_3
| PVA_PL_4
| PVA_PL 5

| PVA_PL_7
| PVA_PL_8
| PVA_PL_9

PvA_PL_10
+ pure PVA

L ~—— __—__/VL_

‘3500 3000 2500 2000 "1500
Wavenumbers (cm-1)

Obrézek 21: FTIR analyza spekter z 10 riiznych mist nanovidkenného materialii 10%
PVA 125 98 + 10% HPL (pojmenovany jako PVA_PL) a cistého 10% PVA 125 98

(pojmenovén jako pure_PVA) vyrobenych DC electrospinningem, Sipkou je oznacen

i\ /!

\

Absorbance

1000

absorpcni pik zpusobeny amidovymi vazbami v proteinech

Z vysledkii je jasné, Ze provedené mefeni prokazalo stejnou intenzitu signalu
odpovidajici proteinové slozce z celkem deseti riznych c¢asti materidlu. Na zaklad¢
vysledkit z obou analyz lze konstatovat, ze distribuce inkorporovanych proteind

Vv pfipravenych materidlech je homogenni.

Analyza uvoliiovani proteinii:

Déale byly ptipravené materialy testovany z hlediska uvolnovani inkorporovanych
proteinli. Pro sedm testovacich dnd byly pfipraveny 4 vzorky od kazdého materidlu,
tj. od Cistého 10% PVA a od 10% PVA s ptidavkem 10% HPL zvlaknénych AC a DC
electrospinningem. Samotné uvoliiovani proteinti probihalo do roztoku PBS + 0,02%
azidu sodného po umisténi do inkubatoru (viz Kap. 3.3.6). Vzorky se odebiraly
ve stanovenych ¢asech (1, 2, 4, 6, 8 hodin a 1, 3, 7 dni) po 600 pl. Pficemz stejny objem
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pufru se pokazdé vracel zpatky do zkumavky. Odebrané alikvotni vzorky se nasledné

pouzivaly na analyzu uvoliiovani proteini pomoci spektrofotometrie a elektroforézy.

Nejprve byly vzorky analyzovany spektrofotometricky metodou podle Bradforda, ktera
umoznila kvantifikaci proteind a stanoveni jejich koncentrace (viz Kap. 3.3.6).
Pted zacatkem meéfeni alikvotnich vzorkd byla pfipravena fedici fada trombocytarnich
lyzath, pomoci které bylo mozné urcit celkovy obsah proteinti v jednom mililitru HPL.
Po zméfeni trombocytarnich lyzati z TRS (o koncentraci 735-108 trombocytt / ml)
celkové mnozstvi proteinli se rovnalo 16,74 mg / ml, po piepoctu vychazi teoretické
mnozstvi proteinti 16,46 mg na jeden gram vrstvy PVA pro 10% HPL a protein loading
efficiency je 1,64 % (w / w).

Nasledné byly stanoveny koncentrace inkorporovanych proteini, které se uvoliiovaly
pti 37 °C do PBS pufru béhem jednoho tydne. Déle bylo z téchto koncentraci stanoveno
mnozstvi uvolnénych proteinli za urcéitou casovou jednotku, pficemz kazdé nové
mnozstvi proteinii se pricitalo k jiz spocitané predchozi hodnoté. Testovani vzorki
zriznych Casti materiald se vzdycky provadélo v tripletech. Na Obrazku 22 jsou
pfedstaveny pribéhy uvoliiovani HPL =z materidld piipravenych technologiemi
sttidavého a stejnosmérného elektrického zvlakniovani. Kumulativni uvoliiovani
proteini je uvadéno v procentech, kde 100 % znamend maximalni uvolnéné mnozstvi
v posledni den méfeni. Je patrné, Ze dochazi k postupnému uvoliovani HPL jak u AC,
tak u DC electrospinningu. Béhem jiz prvni hodiny u obou technologii se uvolnilo 50 %
HPL, 90% ubytek proteini nastal u AC aDC electrospinningu zhruba kolem
12. hodiny. Pfi¢inou tohoto jevu by mohlo byt umisténi proteini v blizkosti
nebo na povrchu vlakna. S ohledem na pouzité technologie (zvlaknovani ze smési)
je pro vzniklé typy materiali charakteristické rychlé uvolnovani latky v prvnich
hodinach, tzv. ,,burst release®. (Del Gaudio et al., 2013; Xie et al., 2013) Zbyvajicich
10 % se pomalu uvoliiovalo po dobu nasledujicich sedmi dnd, coz je vysledkem difuze
proteini a jejich interakce s PVA. Kromé toho neni patrny u obou technologii rozdil
VvV uvolnovani, lze se tedy domnivat, ze samotna technologie nema vliv na interakci
a charakter inkorporace proteinii do PVA, nebot’ se uvoliuji témét podobnou rychlosti

a s podobnym pritbé¢hem.
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AC electrospinning DC electrospinning
10% PVA 125 98 + 10% HPL 10% PVA 125 98 + 10% HPL
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Obrézek 22: Kumulativni uvoliiovani proteinii stanovené spektrofotometrii z vrstev
10% PVA 125 98 + 10% HPL vyrobenych AC a DC electrospinningem

Také bylo zjisténo, ze spocitand vyse teoretickd koncentrace proteinii v materidlu
na jeden gram odpovida naméfené koncentraci po testovacich 168 hodinach (7. dnech)
a ¢ini 16,13 mg proteinil na jeden gram vrstvy PVA (skute¢ny protein loading efficiency
je 1,61 % (w / w)). Zatimco Y. Yang ve své publikaci (Yang et al., 2011) popisoval
material s0,08% (0,8 mg / g) efektivitou inkorporovaneho bFGF (basic fibroblast
growth factor) a J. Zhao uvadél protein loading efficiency 7,2:10% % (7,2 ug / g)
Vv pfipravenych materialech obsahujicich bFGF. (Zhao et al., 2014) Rozdily v loadinzich
jsou dény predevsim sloZzenim zvldknovacich roztokii a pouzitou technologii.
V této praci je dosazené procento loadingu (1,61 %) velmi vysoké na rozdil od vyse

popsanych publikaci.

V porovnani se studiemi s koaxialnimi vlakny (Zhao et al., 2014) a enkapsulovanymi
nanocasticemi (Xie et al., 2013) s obsahem rustovych faktord se jedna o srovnatelné
mnozstvi postupné uvolnénych proteini. Vzhledem k vysokému obsahu proteinti
vV pivodnim dobfe rozpustném materidlu je moZzné predpokladat podporu hojeni
ran béhem prvniho tydne. Rychlé uvolnéni velkého mnoZzstvi HPL na zacatku procesu
by podporovalo ¢asné faze hojeni ran, kdyz pomalu uvoliujici se zbytek by napomahal

nasledné bunécné proliferace béhem dalsich fazi hojeni (viz Kap. 1.1).

U alikvotnich vzorkt s uvolnénymi proteiny byla rovnéz provedena SDS-PAGE analyza
(viz Kap. 3.3.6), pomoci které byla potvrzena pfitomnost proteinti v piipravenych
jednotlivych materidlech (viz Obrazek 23). Je patrné, Zze velikost vétSiny
inkorporovanych proteinti se pohybovala mezi 48 — 75 kDa s dominantnim zastoupenim

lidského sérového albuminu (HSA) o velikosti 65,5 kDa. Po celou dobu experimentu
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klesala ve zkumavkach koncentrace kumulujicich se proteint, a to z diivodu neustalého

odebirani alikvot a zaroven pomalejSiho uvoliiovani novych proteint.

AC electrospinning
10% PVA 125 98 + 10% HPL

NC 1h 2h 4h 6h 8h 1d 3d 7d

63kDa s G —— ———— i i o

. 7
Qo | ,
| DC electrosi)inning

10% PVA 125 98 +10% HPL

M NC 1h 2h 4h 6h 8h 1d 3d 7d

w e o s P e o g T

Obrézek 23: Detekce proteinii pomoci SDS-PAGE U materialii 10% PVA 125 98 (NC)
a u10% PVA 125 98 + 10% HPL vyrobenych AC a DC electrospinningem

4.3 Stabilizace PV A materiala

Proces postupného uvoliovani inkorporovanych trombocytarnich lyzati pfimo souvisi
s rozpustnosti PVA. Tak naptiklad v tomto experimentu pouzity PVA s molekulovou
hmotnosti 125 000 g / mol a se stupném hydrolyzy 98 % obsahuje ve svém fetézci 98 %
hydroxylovych skupin, které zapfi¢ini tvorbu silnych mezimolekularnich sil
(vodikovych mustkll). Ve vodném prostfedi tyto interakce snizuji rozpustnost PVA,
kterda ovliviiuje (zpomaluje) i1 nasledné uvolilovani inkorporovanych proteind.
Proto cilem nasledujicich experimentii bylo testovani rozpustnosti hotovych PVA
material zvldknénych ze smési polymeru a biologicky aktivni latky (viz Kap. 2).
Takové materidly obvykle vykazuji velmi rychlé uvolnovani inkorporované latky
(Zhang et al., 2016), na rozdil od materiald vyrobenych technologii jadro-plast,
kde inkorporovana latka je umisténa v jadfe, (Zhao et al., 2014) a technologii

inkorporace nanocastic s biologicky aktivni latkou do vlaken. (Xie et al., 2013)

Koncentrace rozpusténého PVA v odebranych alikvotnich vzorcich byla stanovovana
chromatograficky (GPC) a pomoci UV-VIS spektroskopie (viz Kap. 3.3.6), pficemz

za 100% rozpustnost se vzdy povazovala pivodni hmotnost vzorkli pied zacatkem
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experimentu (30 mg). Z vysledkii chromatografie (viz Obrazek 24) je zfejmé, ze u obou
materidltt z DC electrospinningu dochézi k rychlému rozpusténi slabé vazanych PVA
molekul. Material bez piidavku HPL se rozpustil pouze na 60 %, stabilni zbytek
ve form¢ transparentniho filmu uz se neménil po dobu nékolika mésicti. Rozpustnost
PVA materialu s inkorporovanymi proteiny byla cca o 10 % vyssi, viditelny zbytek
se jiz také nerozpoustél. Pric¢inou toho, ze dochéazi k netplnému rozpousténi PVA, jsou

silné nevazebné interakce (vodikové mustky) mezi PVA fetézci. (Alves et al., 2011)

DC electrospinning
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Obrazek 24: Chromatograficky stanovena rozpustnost 10% PVA 125 98 a 10% PVA
125 98 + 10% HPL vyrobenych DC electrospinningem

Z méteni UV-VIS spektroskopie (viz Obrazek 25) je patrné, ze pribeh rozpousténi PVA
je u materidlt pfipravenych AC electrospinningem velmi podobny, ale celkové vyssi
rozpustnost byla pozorovana u €istého PVA materidlu (96,5 %) nez u PVA s ptidavkem
HPL (91 %). Ve srovnani s materialy z DC electrospinningu je vidét opacna situace,
Co se ty¢e rozpustnosti Cistétho PVA a PVA s proteiny. Vrstva PVA s inkorporovanymi
proteiny z AC electrospinningu se rozpousti pomaleji (do mensi miry) nez Cista PVA
vrstva. Pfi¢ina tohoto jevu neni zatim jesté uplné jasnd, ale pravdépodobné to spociva
ve vzajemnych interakcich proteind a PVA jednak ve zvldkiovacich roztocich, jednak

v hotovych materiélech.

Také na Obrazku 25 je ukéazana kiivka rozpustnosti vrstvyy PVA s HPL z DC
electrospinningu. Je patrné, Ze se vysledky z chromatografie (viz Obrazek 24) a z UV-

VIS spektroskopie shoduji, a ze rozpustnost PVA vrstvy s inkorporovanymi lidskymi

trombocytarnimi lyzaty je na arovni 70 %.

70



100
90

80

=

I-T-[IH

)
i 70
<«
Z 60
-9
‘g 501
£
4 407 -8 AC electrospinning 10% PVA125 98
2 304 AC clectrospinning 10% PVA125 98
=2 204 +10% HPL
DC clectrospinning 10% PVAI25 98
10- & 0% HPL
0 1 L T L L] L] 1 T T ] T ] T 1

ARG I A RS S O I A RN

Cas [hodiny]

Obrazek 25: Spektroskopicky stanovena rozpustnost 10% PVA 125 98 a 10% PVA
125 98 + 10% HPL vyrobenych AC a DC electrospinningem

V budoucich experimentech by bylo vhodné ziskat dal$i data a prokazat ptipadny
vliv pouzité technologie (AC a DC -electrospinningti)) na rozpustnost vysledného

nanovlakenného PVA materialu.

Analyza materialii po pouziti metody ,, freeze-thaw “:

Dalsi myslenkou bylo, jak jest¢ vic snizit rozpustnost PVA materidlli (zéroven
prodlouzit dobu uvoliiovani proteinll) a stabilizovat pfipravené vladkenné materialy
s inkorporovanymi proteiny na del$i dobu, nebot’ pti 4 °C skladovani dochazi
K postupné ztraté aktivity proteint (Koptivova, 2018). Jednou z moznosti je posileni
fyzikalniho sitovani PVA metodou ,,freeze-thaw*. Tato metoda spociva v zamrazeni
anasledném rozmrazeni PVA, které vede k tvorbé dalSich silnych nevazebnych
interakci mezi molekulami PVA (Alves et al., 2011), diky ¢emuz se zpomaluje
rozpousténi PVA a zarovenn uvolfiovani inkorporovanych proteini. Cykly je mozZné
provadét i nékolikrat za sebou, pii rdznych teplotich mrazeni a rozmrazovani.
V této praci byl proveden pouze prvotni experiment, kdy byly vSechny nanovlakenné
vrstvy umistény do hlubokomraziciho boxu pii -80 °C a pak rozmrazeny pii RT.
Nasledn¢ byly vzorky analyzovany s ohledem na zménu krystalinity PVA a uvoliovani

proteind.
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Krystalinita polymeru roste s tvorbou pravidelnych nevazebnych interakci. V této préaci
byla méfena krystalinita PVA materidli zvladknénych technologiemi AC i1 DC
electrospinnningi a materiali nasledné podrobenych jednomu cyklu ,,freeze-thaw*.
Nanovlédkenné vrstvy byly zméteny s pomoci Ing. Lubose Béhalka, Ph.D. Vysledky
krystalinit jednotlivych vrstev jsou znazornény v Grafu 4 a na Obrazku 26. Je ziejmé,
ze u Cistych vlakennych PVA materidl bez HPL z AC a DC electrospinningu je vidét
pozitivni vliv (zvySeni krystalinity) zhruba o 1 %, pfiCemz materidly zvlaknéné AC
electrospinningem maji celkové vyssi krystalinitu (ve vSech variantach) oproti DC
electrospinningu. AvSak u materiald s inkorporovanymi proteiny je vliv naopak
negativni (snizeni krystalinity), krom¢& toho vSechny materidly s HPL maji vzdy nizsi
krystalinitu. Pfi¢inou by mohlo byt to, Ze trombocytarni lyzat brani fyzikalnimu

zesitovani fetézcu PVA.
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V.

STUPEN KRYSTALINITY [%]

Graf 4: Vysledky méreni krystalinity pomoci DSC metody pro PVA slozku

Z Obrazku 26 je rovnéz patrné, ze u materiali s inkorporovanymi proteiny dochazi
K rychlejsi degradaci PVA (vzestup kiivek pfi teplotach nad 230 °C svéd¢i o degradaci
polymeru). Negativni kontroly (¢ist¢ PVA) jsou v tomto sméru stabilné;si (k degradaci

nedochazi tak rychle).
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Obrazek 26: DSC krivky vsech testovanych materialii

Déle materidly po ,freeze-thaw* byly také zanalyzovany z hlediska uvoliovani
proteint. Vysledky z uvoliiovani proteinti (viz Obrazky 27 a 28) rozdil v uvolnovani
oproti materialim nepodrobenym ,,freeze-thaw* (viz Obrdzky 22 a 23) neprokézaly.
Nicméné vzhledem k tomu, Ze u vSech testovanych materialii po zamrazeni vzrostla
krystalinita, je namisté se touto metodou nadale zabyvat a provéfit, zda navySeni poctu
cykli a zména teploty zamrazovani / rozmrazovani ovlivni stupen krystalinity PVA

do takové miry, ze dojde i k podstatnému zpomaleni uvolfiovani proteinti.
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Obrézek 27: Kumulativni uvoliiovani proteinii z vrstev 10% PVA 125 98 + 10% HPL
vyrobenych AC a DC electrospinningem po ,, freeze-thaw *

AC electrospinning
10% PVA 125_98 + 10% HPL
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[78kDa . :
B. . i
Obréazek 28: SDS-PAGE analyza materialii 10% PVA 125 98 (NC) a 10% PVA 125_98
+ 10% HPL vyrobenych AC electrospinningem po ,, freeze-thaw
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4.4 Biologické in vitro testovani

Nanovlédkenné PVA materidly s inkorporovanymi proteiny po sterilizaci ethylenoxidem
byly testovany ve spolupraci s Fyziologickym tstavem Akademie véd Ceské republiky
(skupina Mgr. Eleny Filové, Ph.D.) s ohledem na aktivitu inkorporovanych rastovych

faktorq.

V ramci konference ,,Biomaterialy a jejich povrchy XII* byly prezentovany vysledky
Invitro testt, které prokazuji pozitivni efekt inkorporovanych proteinii na bunécnou
adhezi a néslednou proliferaci (viz Obrazek A 1 uvedeny v pfilohach).
Polyvinylalkoholové nanovladkenné vrstvy s inkorporovanymi trombocytarnimi lyzaty
byly hodnoceny pomoci bunéénych linii lidskych keratinocyti (HaCat), lidskych
endotelidlnich bunék z vény safény (HSVEC) a fibroblasta (3T3). Z vysledka
bylo patrné, ze obsah HPL opravdu podporoval adhezi a proliferaci bunék v prvnich
dnech testovani (zejména u 3T3) a ze bioaktivni nanovlakna mohou byt slibna pfi 1é¢bé
chronickych ran. (Suchy et al., 2019) Vysledky z tohoto rozséhlého biologického

testovani jsou v soucasné dobé predmétem pripravované publikace.
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Zavér

ZvySeni biologické aktivity nanovldkennych materidld strukturné pfipominajicich
extracelularni hmotu uréuje v soucasné dob¢ potencidlni smér vyvoje tkanového
inZzenyrstvi. Z hlediska podpory hojeni a regenerace tkani je slibné pouziti plasmy
bohaté na trombocyty, ktera obsahuje stovky biologicky aktivnich latek schopnych
podporovat adhezi a proliferaci bunék. V ramci této diplomové prace byla
optimalizovana pfiprava PVA nanovlakennych materidli s obsahem nativnich
trombocytarnich rastovych faktorti, které jsou ¢asem postupné uvolnovany. Postupného
uvoliiovani proteinli je dosazeno zejména diky pouziti PVA s vysokou molekulovou
hmotnosti (125 000 g / mol) a s vysokym stupném hydrolyzy (98 — 98,8 %). U vrstev
pfipravenych stiidavym (AC) a stejnosmérnym (DC) elektrickym zvldknovanim
byla hodnocena morfologie vlaken, obsah a distribuce inkorporovanych proteint,
kinetika uvolfiovani proteinli, rozpustnost vyslednych PVA materidli a rovnéz byla

studovana moznost dalsi stabilizace vyrobenych materialti.

V réamci optimalizace pfipravy materiali pomoci AC electrospinningu byly nalezeny
vhodné procesni parametry jak pro pfipravu vlaken z 10% vodného roztoku PVA,
tak z roztoku 10% PVA s piidavkem proteini (HPL, BSA). Vyskyt defektd
Ize redukovat pouzitim kolektoru typu digestot s podtlakem. Produktivita zvlakinovani
z Cistého roztoku PVA je vyrazné vyssi (8 — 12 g / h) nez z roztoku PVA obsahujiciho
proteiny (2 — 3,5 g / h). Opacna situace byla v piipadé DC electrospinningu, kde

produktivita zvlaknovani z roztoku 10% PVA s ptidavkem proteinii byla naopak vyssi.

TaktéZz se liSi morfologie pfipravenych materiali s ohledem na pouzitou technologii
zvladknovani. Stfedni primeéry vldken u materidli z AC electrospinningu jsou nizsi
(pro 10% PVA je 0,28 + 0,07 um, pro 10% PVA s 10% HPL je 0,23 + 0,05 um)
nez U materialil vyrobenych DC electrospinningem (pro 10% PVA je 0,39 + 0,12 pum,
pro 10% PVA s 10% HPL je 0,43 + 0,13 um). Nicméné u zaddné z technologii nebyl
pozorovan vliv pfidavku proteint do zvldkiovaciho roztoku na priméry vlaken

vyslednych materialti (vZdy byly srovnatelné s priméry vldken ¢istého PVA materiali).

Provedend FTIR analyza i mikroskopie vrstev s inkorporovanymi fluorescencné
znaCenymi proteiny prokazala homogenni distribuci proteinit ve vyrobenych vrstvach.
Mnozstvi inkorporovanych proteint (v zéavislosti na pouzitém trombocytarnim lyzatu)

bylo 16,13 mg na gram vyrobeného materialu, jedna se tedy o loading efficiency 1,61%.
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Z hlediska kinetiky uvoliiovani inkorporovanych proteinti ve vodném prosttedi nebyl
pozorovan rozdil u materiali pfipravenych riznymi technologiemi. Ve fazi tzv. ,,burst
release® bylo v prvni hodiné uvolnéno 50 % proteinti a v pribéhu prvnich 12 hodin
seuvolnilo az 90 % proteintl, zbyvajicich 10 % se pomalu uvolilovalo po dobu
nasledujicich sedmi dni. S ohledem na velmi vysokou efektivitu loadingu
je toto mnozstvi uvolnénych proteini ve srovnani s vysledky publikovanymi v literatuie

stale velmi vysoké.

Studium aktivity inkorporovanych proteinii nebylo soucasti této prace, nicméné v ramci
spoluprace s Fyziologickym tstavem AVCR byly materialy in vitro testovany pomoci
bunécnych linii lidskych keratinocytt (HaCat), lidskych endotelidlnich bunék (HSVEC)
a fibroblastd (3T3). Vysledky z biologického testovani prokazaly pozitivni vliv

inkorporovanych proteinti na bunéénou adhezi a naslednou proliferaci (zejména u 3T3).

PtestoZze nebyl pozorovan rozdil v kinetice uvoliiovani proteinli u materialti s ohledem
na pouzitou technologii vyroby, rozpustnost PVA se lisila vyrazné. U obou materialii
dochazi k rychlému rozpousténi slabé vazanych PVA molekul, nicméné v ptipadé
¢istého materidlu z DC electrospinningu doslo k rozpusténi pouze 60 % PV A, zatimco
u PVA vrstvy z AC electrospinningu doslo k rozpusténi 96,5 %. Odli$na je 1 rozpustnost
PVA u materidll s inkorporovanymi proteiny. V piipad€é vrstvy piipravené DC
zvldknovanim se rozpustnost PVA zvySuje cca o 10 %, zatimco u vrstvy z AC
zvlaknovani se rozpustnost PVA naopak o 5 % snizuje. Pfi¢ina tohoto chovani neni

zatim Uplné€ zfejma. Oba druhy materiala se 1i8i 1 z hlediska stupné krystalinity PVA.

V zavéru préace byl proveden prvotni experiment zaméfeny na dalsi sniZzeni rozpustnosti
PVA s cilem zpomalit rychlost uvoliiovani inkorporovanych proteinli. Vysledky analyzy
po jednom cyklu ,,freeze-thaw* sice neprokazaly vliv na uvoliiovani proteinti, nicméné

byl pozorovan pozitivni vliv na krystalinitu Cistych vlakennych PV A materiali.

Na =zaklad¢ ziskanych vysledkti je moZzné predpokladat, ze PVA materialy
funkcionalizované trombocytarnimi rastovymi faktory maji vysoky potenciél
pro pouziti ve tkanovém inZenyrstvi, napf. pfi hojeni velkych a chronickych koZnich
poranéni. V budoucich experimentech by bylo vhodné pokracovat s optimalizaci AC
a DC elektrického zvlaknovani z roztoku PVA s ptidavkem HPL pro ziskani materiali
sjest¢ pozvolnéjSim rozpousténim PVA slozky a s pomalejSim uvoliiovanim

inkorporovanych proteint.
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Chronic, non-healing wounds are a major medical problem connected especially with diabetic
patients. A lack of growth factors and cytokines have been described in these wounds [1].
Supplementation wounds with growth factors and other bioactive molecules, which are present
in platelet lysate, could stimulate growth, migration and differentiation of (epi-)dermal cells, and
enhance wound healing. Controlled release of bioactive molecules from polyvinylalcohol (PVA)
nanofibers can prolong their effect. In the present study, PVA nanofibers with incorporated human
platelet lysate (PL) have been prepared and evaluated /7 vifro with human keratinocyte cell line
HaCat, human saphenous endothelial cells (HSVEC) and with 3T3 fibroblasts. The cells were
cultured with PL, PMA meshes or with PVA nanofiber meshes with incorporated PL (PVA_PL).
Maximum metabaolic activity was observed at 1% of PL in medium with 3T3 fibroblast, 2.5% of
PL with HaCat and 5% of PL with HSVEC. PV¥A_PL mesh added into medium stimulated metabolic
activity of HaCat cells, fibroblasts, and HSVEC. In addition, PV¥A_PL stimulated the production of
cytokeratin 14, cytokeratin 1 and cytokeratin 10 in HaCat cells. In HSVEC, cells produced CD31
and von Willebrand factor. Von Willebrand factor was secreted out of the cells more in medium
with 5% of PL than with PVA_PL. PVA_PL mesh stimulated especially the proliferation of 3T3
fibroblasts, but not the production of type I collagen on day 7. PvA_PL nanofiber meshes are
bipactive and seem to be promising for the treatment of chronic wounds.

[1] Kim, S.W., Zhang, H.Z., Guo, L. et al. PloS One. 2012;7(7):e41105.
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Obréazek A 1: Abstrakt predstaveny Elenou Filovou na odborném semindri
., Biomaterialy a jejich povrchy XII*
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