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ABSTRAKT

Cilem této prace byl vyvoj, vyroba a testovani materialti uréenych k hojeni koznich
poranéni a pouziti pro kardiovaskularni systém. Pro testovani byly vyrobeny nanovldkenné
polykaprolaktonové vrstevy s aktivni sloZzkou, viz graficky abstrakt. Aktivni latkou byl
L-Arginin, ktery je piirozenym donorem oxidu dusnatého.

Byly pouzity polykaprolaktonové vrstvy s koncentraci L-Argininu od 0 do10 hm%,
byla charakterizovdna morfologie vrstev, byla provedena kvantifikace uvolhovani
L-Argininu z vrstev a biologické testovani.

L-Arginin mél vliv na morfologii nanovldkenné polykaprolaktonové vrstvy
a zvySoval plosnou hmotnost vrstev a hydrofobicitu. Oplach ethanolem a pufrem snizoval
uvolnéné mnozstvi aminokyseliny. Uvolnovani aktivni latky ze sterilizovanych
nanovladkennych vrstev bez oplachu probihalo v pufru pozvolnéji a vysledna koncentrace
byla vétsi neZ u uvoliovani v kompletnim médium.

Byl zkoumén vliv samotného L-Argininu i extraktl z materiali modifikovanych
L-Argininem na tfi bunécné linie. Samotny L-Arginin byl pro fibroblasty a endotelové
buiiky toxicky pii koncentraci vyS$i nez 1 % a vyS$si nez 0,75 % pro hladskosvalové bunky.
U nizsich koncentracich L-Arginin nezvySoval viabilitu bunék. Extrakty nanovldkennych
vrstev byly odebirdny v pribéhu 14denniho experimentu. Buiiky byly inkubovéany
s extrakty, které byly odebrany v rozmezi 1 h az 14 dni. Viabilita bun¢k neklesla pod mez

cytotoxicity kromé 14denniho extraktu vrstvy s 10 hm% L-Argininu u fibroblasta.
klicova slova: L-Arginin, Oxid dusnaty, Polykaprolakton, Elektrostatick¢ zvlakiovani,
Cilené dodavani léciv

GRAFICKY ABSTRAKT




ABSTRACT

The aim of the thesis was development, fabrication and testing materials designed
for wound healing and cardiovascular applications. Nanofibrous polycaprolactone layers
with an active component were produced, see the graphic abstract below. The active
component was L-Arginine which is a natural donor of nitric oxide.

Polycaprolactone layers with concentration of L-Arginine from 0 to 10 w% were
used, its morphology was characterized, quantification of L-Arginine released from layers
was assessed and biological testing was carried out.

L-Arginine had an impact on morphology of the nanofibrous layer and increased
its surface density and hydrophobicity. The amount of released amino acid was reduced
after ethanol and buffer rinsing. The release of active component from sterilized
nanofibrous layers without rinse processed in buffer gradually and the total concentration
was higher than with release in complete media.

The influence of L-Arginine dissolved in medium as well as extracts from
electrospun materials was tested using three cell lines. L-Arginine itself was toxic
for fibroblasts and endothelial cells in concentration higher than 1 % and higher than
0,75 % for smooth muscle cells. Lower concentration of L-Arginine did not increased
viability of cells. Extracts of nanofibrous layers were stored for viability testing during
14 days experiment. Cells were incubated with materials extracts taken out in range
of 1 hour to 14 days. Viability of cells decreased under cytotoxic 70 % only with fibroblasts

incubated in 14 days extracts of layer containing 10 w% L-Arginine.

key words: L-Arginine, Nitric oxide, Polycaprolactone, Electrospinning,
Drug delivery system
GRAPHIC ABSTRACT
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UvVoD

Kardiovaskularni onemocnéni jsou zavaznym problémem po celém svéte,
doprovazena i zvySenou hladinou nizkodenzitniho lipoproteinu (LDL cholesterolu) v krvi.
Vlivem tohoto aspektu miize dojit k ucpavani cév, jehoZ nasledkem mize byt cévni
mozkova piithoda nebo infarkt myokardu. Nejcastéj§im feSenim kardiovaskularnich
onemocnéni je lécba statiny, které snizuji Umrtnost na tato onemocnéni, ale maji fadu
a 1écbu zvyseného LDL cholesterolu se zajimam dlouhodobé a byl to jeden z diivodi mého
zajmu o téma této bakalaiské prace.

Spravna cinnost kardiovaskuldarniho systému je ovlivnéna mnoha faktory,
vyznamnou roli ma napiiklad oxid dusnaty (NO). Oxid dusnaty méa vliv nejenom
na kardiovaskularni systém, ale ovliviiuje i napiiklad hojeni ran. Moje prvnim seznamenim
s NO bylo v knizce Program Ano NO od Louise J. Ignarra, ktery za objev funkce NO
v kardiovaskularnim systému dostal Nobelu cenu za medicinu. Fascinovalo mé&, Ze stejna
molekula, kterd je jednou ze zdkladnich slozek vybusnin, ovliviluje ¢innost hned n¢kolika
systému v lidském téle, kromé kardiovaskularniho naptiklad i imunitni a nervovy systém.

Téma této prace vychazi z projektu GACR 17-02448S, konkrétné se zaméfeni
na modifikaci tkanovych nosi¢l bioaktivnimi peptidy a aminokyselinami. Tato prace
se zam¢fuje na problematiku polykaprolaktonovych (PCL) nanovldkennych vrstev, které
obsahuji aktivni latku L-Arginin. L-Arginin je aminokyselina, ktera se nachdzi v lidském
téle a je prirozenym donorem NO. Konkrétné se prace soustfedi na uvolnovani L-Argininu,
jeho kvantifikaci, biologické testovani pouzitych materalt a vliv koncentrace aktivni latky.

Testované materialy maji potencidlni vyuZiti jako nanovldkenné vrstvy pro hojeni
koznich poranéni. Hojeni poranéni kiize méa svlij pribéch, ktery lze rozdélit do tiech
zakladnich fazi; distici (i), granulaéni (ii) a epitelizacni (iii) faze. Hojeni rdny mé delsi
prubéh u chronicky ran a koznich poranéni diabetikli. Téz lécba popalenin
je problematickd, zdlouhavd a bolestivd z diivodu prevazovani ran, pricemz dochazi

ke strhavani obnovené kize. Pravé pro zminéné piipady by lécba koznimi kryty
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z biodegradabilniho polymeru a s aktivni latkou, kterd by pribéh hojeni urychlila, byla
vhodnym feSenim.

Dal$im moznym pouzitim testovanych materialt je jako maloprimérové (< 6 mm)
cévni ndhrady. Maloprimérové cévy by bylo mozné vyrobit stejné jako ty velkoprimérové
(> 7 mm), které jsou na trhu dostupné, ale dochazi u nich k vétsi tvorb€ krevnich srazenin
a naslednému ucpavani. Tudiz ndhrady v podobé nanovldkennych scaffolda se jevi jako
idedlni moznost pro vyrobu cévnich nahrad, které jsou svou strukturou cévam podobné.
Pfitomnost L-Argininu ve scaffoldech by mohla plisobit jako prevence proti tvorbé srazenin
z diivodu syntézy NO, ktery naptiklad snizuje trombogenicitu a ma dalsi pozitivni Gc€inky,

které jsou zminény dale.
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1 TEORETICKA CAST

Tato Cast predstavuje zakladni principy tkdnového inzenyrstvi a v ném pouzivané
materialy a jejich vyrobu. Soustfedi se na vlastnosti a pouziti polykaprolaktonu a vyrobu
tkalovych nosi¢l pomoci elektrostatického zvldknovani. Dulezitou casti je
problematika oxidu dusnatého a jeho donoril, se zaméfenim na L-Arginin a vliv oxidu
dusnatého na kardiovaskuldrni systém a hojeni ran. Posledni kapitolou teoretické Casti
je bunécnad biologie, tato kapitola byla zafazena z divodu biologického testovani
v experimentalni ¢asti.
1.1 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je interdisciplindrni obor, ktery vyuziva poznatky
z technickych oborGi 1 pfirodnich véd. Zabyva se regeneraci a nahradou tkani,
buné¢k a organt [1].
1.1.2 Principy

Tkanové inZenyrsvi vyuziva poznatky fungovani bunék a lidského organismu jako
celku a snaZzi se vytvofit struktury, které¢ je napodobuji. V tkanovém inzenyrstvi existuji
tfl typy pfistupi: bunécné terapie (i), 1écba pouze s pouzitim materiadld (ii) a posledni
moznosti je kombinace pfedeslych variant (iii). Vytvofené materidly se testuji
v podminkach in vitro a in vivo. In vitro je testovani v laboratornich podminkach
na bunécnych liniich a in vivo je testovani na zvifecich modelech. Pokud testovany material
projde Gspesné testy in vitro a in vivo, nasleduje klinické testovani [2].
1.1.3 Materialy pro tkanové inzenyrstvi

V tkanovém inzenyrstvi se pouzivaji predevSim piirodni a syntetické polymery
a jejich kombinace. Dale se vyuzivaji i keramické materidly, které jsou pevné a kiehke,
nejsou vhodné pro regeneraci mékkych tkani, ale naptiklad kosti ano [2].

Pfirodni materidly neboli biopolymery maji vétSinou dobrou cytokompatibilu,
ale zpiisobuji imutni a zénétlivou reakci organismu. Problémem je, Ze biomaterialy nejsou
homogenni, struktura polymeru se 1i$i nejen mezi druhy, ale i mezi jednotlivci stejného

druhu. Tudiz je problém vzdy zajistit naprosto stejny material a je obtizné je homogenné¢
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modifikovat [3]. Mezi biopolymery vyuZivané v tkanovém inzenyrstvi patii naptiklad
kolagen, elastin, chitosan, celul6za a kyselina hyaluronova [2].

U syntetickych materiali mutzeme ziskat Siroké spektrum vlastnosti a 1épe
pfizptsobit materidl konkrétni aplikaci. Jejich vyhodou oproti pfirodnim polymerim
je reprodukovatelnost vyroby. Mezi syntetické materialy, které se pouZzivaji v tkdfiovém
inzenyrstvi patii polyestery, z této skupiny se naptilad pouziva polyglykolid,
polylaktid a polykaprolakton [2].

U materiall hraje dileZitou roli zvoleny polymer a jeho vlastnosti, mezi které patii
naptiklad struktura, chemické slozeni, molekulova hmotnost, rozpustnost, teplota tani
a skelného ptechodu, atd. Mezi dilezité aspekty pouzivanych materiali v tkanovém
inZenyrstvi patii cytokompatibilita, materidl na buniky nesmi plsobit cytotoxicky. Dale
biodegradabilita, pii tomto procesu dochdzi k rozkladu materidlu a ani produkty jeho
degradace nesmi v téle pisobit cytotoxicky. Nekteré materialy mohou byt biodegradabilni,
doba biodegradability je u materialii rozdilna, miize byt v fadech hodin, ale i let. Podstatné
jsou 1 povrchové vlastnosti materidlu, pro buiiky je idedlni, kdyZ je materidl mirné
hydrofilni. Z povrchovych vlastnosti je dalezity i velky mérny povrch, ktery zvySuje adhezi
bunék na material. Material byl mél byt z divodu pouziti v mediciné snadno
testovani by materidly mély byt sterilizovany [2, 4].
1.1.3.1 Poly(e-kaprolakton)

Z divodu pouziti poly(e-kaprolaktonu) (PCL) pro testovani v experimentalni ¢asti
je zde popsan detailnéji. Poly(e-kaprolakton) patii mezi alifatické polyestery, vyrabi
se polymeraci cyklického monomeru e-kaprolaktonu, pii které dochéazi k otevieni kruhu
a vzniku poly(e-kaprolaktonu), viz obr. 1. Poly(e-kaprolakton) je mozné vyrobit
s molekularni hmotnosti od 3 000 do 80 000 g/mol, v tkanovém inZenyrstvi se pouziva
spiSe vysokomolekuldrni PCL. Poly(e-kaprolakton) je mozné michat s jinymi polymery,

tvortit kopolymery a docilit pozadovanych vlastnosti [5].
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Obr. 1: Polymerace cyklického monomeru e-kaprolaktonu za otevieni kruhu

a vzniku poly(e-kaprolaktonu).

Polykaprolakton patii mezi semikrystalické polymery, podil jeho krystalické faze
se snizuje se zvySujici molekularni hmotnosti. M4 nizky bod tani, ktery se pohybuje mezi
59 az 64 °C. Teplota skelného piechodu odpovida -60 °C [5].

Polykaprolakton je hydrofobni material, ale je mozné tuto vlastnost zménit, aby byl
vysledny polymer vice hydrofilni a adhezivni [5]. Jednou z moznosti, jak zlepsit adhezi
PCL materialu je vytvotfeni kopolymeru, naptiklad s poly(L-mlécnou kyselinou) (PLLA).
Khatri et al. [6] porovnavali adhezi bun€k a mechanické vlastnosti elektrostaticky
zvlaknénych materidlti z PCL, PLLA a kopolymeru PCL/PLLA v poméru 1/1, 1/2 a 2/1.
Testovani ukazalo, Zze vetsi adhezi maji bunky na PLLA a na kopolymeru v poméru 1/2
PCL/PLLA. K materidlu z kopolymeru PCL/PLLA 1/1 mély bunky vétsi adhezi nez ke
scaffoldu z ¢istého PCL. Naopak materialy s vétSim podilem PCL mély vys$si mechanickou
pevnost.

Croisier et al. [7] testovali PCL vlakna a PCL elektrostaticky zvlaknéné scaffoldy.
Materidly byly vyrobeny z PCL o molekularni hmotnosti 80 000 g/mol, PCL byl rozpustén
v poméru 1/1 v tetrahydrofuranu/N,N-dimethylformaldehydu (THF/DMF) v koncentraci
15 hm%, priméry vldken se pohybovaly mezi 250 a 700 nm. Youngiv modul pruznosti
testovanych scaffoldii byl 3,8 + 0,8 MPa a u jednotlivych vlaken 3,7 + 0,7 GPa.

Polykaprolakton patii mezi polymery s asové delsi biodegradabilitou. Degradace
Cisttho polymeru PCL trvd dva az ctyfi roky, doba degradace zélezi na pocatecni
molekulova hmotnosti materialu, morfologii, atd [5].

Sterilizace je pti pouziti materialu jako zdravotnického prostfedku nebo nosice 1€¢iv

prakticky nezbytna. U PCL se nepouZziva sterilizace horkou pérou, z diivodu jeho nizkého
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bodu tani by sterilizace materidl poskodila. Nejvice se pouziva sterilizace plynem, ethylen
oxidem [5]. Dals§i moznosti sterilizace PCL materiali je gama zafenim, u kterého je dobry
antisepticky efekt. Sterilizace gama zafenim snizuje Cas degradace a dochazi ke snizeni
molekularni hmotnosti, ale zpusobuje také sitovani a mirné zvySeni krystalinity
polymeru. M4 negativni vliv na mechanické vlastnosti polymeru, sniZuje pevnost v tahu
a Youngilv modul pruZznosti. Sterilizace nemd vliv na adhezi, proliferaci a viabilitu
bun¢k na materialu. Sterilizace gama zafenim je v porovnani napiiklad se sterilizace
ethylen oxidem drazsi proces [5, 8, 9].

Diky svym mechanickym a viskoelastickym vlastnostem patii PCL mezi polymery,
se kterymi lze snadno pracovat, jehoz vyroba neni ptili§ nédkladna a je vhodny pro pouziti
v mnoha oblastech. V tkaniovém inZenyrstvi se testuje jeho potecialni vyuziti naptiklad jako
nahrady kosti, chrupavcitych tkanich, obnoveni Slach a vazi, také v oblasti
kardiovaskularniho inzenyrstvi, které zahrnuje cévni ndhrady a v neposledni fadé¢ obnova
ktze a aplikace v nervovém aparatu [5].

1.1.4 Tkanové nosice

Tkanové nosice neboli scaffoldy jsou 3D struktury, které se snazi simulovat
pfirozené prostfedi pro buiky, funguji jako syntetickd mezibuné¢nd hmota. Ukolem
scaffoldll je vytvofeni vhodnych podminek pro buiiky s pozadovanymi mechanickymi
vlastnostmi tak, aby mohly fungovat jako jejich doc¢asna opora a aby doslo k regeneraci
poskozené tkané¢ [1, 2].

Vhodnou interakci scaffoldi s bunkami ovliviluje nckolik faktorii, mutzeme
je rozdélit na aspekty, které ovlinuje volba materialu (viz kapitola 1.1.3) a ty, na které ma
vliv struktura scaffoldu. Tkanovy nosi¢ musi mit vhodnou morfologii a mechanické
vlastnosti. Mezi podstatné mechanické vlastnosti tkdniovych nosicu patii naptiklad pevnost,
ohebnost a tvrdost. Morfologie zahrnuje priméry vladken a porozitu scaffoldi. U porozity
scaffoldi je dulezitd velikost port, jejich hustota, propojeni a povrchova plocha
scaffoldu [1, 2]. Idedlni tkanovy nosi¢ by mé¢l mit vhodnou pérovitou strukturu pro bunky,
aby mohly adherovat, proliferovat a migrovat [10]. Tkanové nosi¢e mohou byt inertni

nebo biodegradabilni. Stupen degradace scaffoldu je ovlivnén mnoha faktory,
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pfedev§im pouZitym materidlem, geometrii scaffoldu a podminkami prostiedi [1].
V neposledni tad¢ je velice dulezité, zda je mozné scaffold vyrobit a za jakou cenu,
aby m¢l uplatnéni na trhu [2].

1.1.5 Systém cileného dodévani 1éciv

Systém cileného dodavani 1éCiv neboli drug delivery system spociva
v kontrolovaném uvoliiovani aktivni latky, kterd je inkorporovana do materialu. U aktivni
latky je dulezité dbat na uvolnéné mnozstvi, aby jeji koncentrace nepiekrocila hranici,
kdy uz by pro télo byla toxickd, a zaroven musi byt koncentrace takova, aby piitomnost
aktivni latky méla pozadovany efekt [4].

Polykaprolakton je vhodny pro dlouhodobé kontrolované uvoliiovani 1é¢iv. Doba
uvolnéni aktivni latky je zavisla na typu scaffoldu, zplisobu pfiipravy, velikosti
a koncentraci uvolilované latky. Polykaprolakton je napiiklad zkoumén pro uvolnovani
proteini a peptidd [5]. Goreninskii et al. [11] testovali elektrostaticky zvlaknéné
PCL nanovldkenné scaffoldy. Polykaprolakton byl rozpustény v hexafluoro-2-propanolu
a do roztoku byl pfidan L-Arginin od 0 do 7 hm%. Na zéklad¢ experimentii bylo zjisténo,
ze ptitomnost L-Argininu ve vrstvé ovliviiuje morfologii, mechanické a biologické
vlastnosti materialu. Se zvySujici koncentraci L-Argininu doslo ke sniZeni priméru vlaken,
zvySeni krystalinity, prodlouZeni, pevnosti a Youngovu modelu. Byla testovana 1 adheze
a viabilita kmenovych bun€k s materidly, adheze bunck se zvySovala se vzrlstajicim
hm% L-Argininu ve vrstve, viabilita do 1 hm% vzrustala, ale od 3 hm% klesala.

Problematikou pouziti L-Argininu jako aktivni latky pro cilené
dodavani 1éCiv se zabyval 1 Sung et al. [12] pro léCbu restendzy (zuZeni aorty).
Do biodegradabilnich vrstev kopolymeru kyseliny mlééné a glykolové (PLGA)
inkorporoval L-Arginin s koncentraci 10-15 hm% a testoval vliv uvoliiovani L-Argininu
beéhem 10 dnii na hladkosvalové buiiky. Vlivem L-Argininu doSlo ke sniZeni proliferace

hladkosvalovych buné¢k.
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1.2 Elektrostatické zvlaknovani

Existuje mnoho moznosti, jak vytvofit scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi. Vzdy
se musi dbat na pouziti a pozadované vlastnosti scaffoldu. Elektrostatické zvldknovani
neboli elektrospinning umoziuje vyrabét vldkna v rozmérech desitek az stovek nanometrii
s vysokou porozitou obdobnou mezibunééné hmoté. Je mozné zvlaknovat syntetické,
pfirodni polymery a jejich kopolymery ¢i smési. Do zvldknovaciho roztoku lze ptidavat
1 dalsi latky jako jsou napftiklad 1é¢iva, proteiny nebo zivé buiky [13].

Zatizeni pro elektrostatické¢ zvldknovani se sklada ze zdroje elektrického napéti,
elektrodou v podobé zvlakinovaci trysky, kterd je propojena s davkovacim zafizenim
polymeru a kolektoru s opaénym nabojem [14]. Pfi elektrostatickém zvlakiovani mohou
vznikat vldkna, kapky nebo koralkova struktura. Bézné pii elektrostatickém zvlakiovani
vznikaji vlakna v rozmezi 100 az 500 nm [13].

Elektrostaticky zvlaknéné materialy mohou byt vyuzity nejen jako tkanové nosice
a drug delivery v tkdniovém inzenyrstvi a mediciné, ale také jako filtry nebo vyztuzeni [14].
1.2.1 Bezjehlové elektrostatické zvlaknovani

K vyrobé¢ nanovldkennych vrstev popsanych v experimentéalni ¢asti byl pouzit stroj
Nanospider™ firmy Elmarco. Pomoci Nanospideru™ lze vyrabét nanovldkenné vrstvy
principem elektrostatického zvlaknovani v pramyslovém meétitku bez pouziti zvldknovaci
trysky [15]. Pro vyrobu planarnich vrstev pouzitych v experimentdlni ¢asti bylo konkrétné
pouzito strunové zvlakinovani.

Zatizeni Nanospideru™ znazornuje ndkres na obr. 2. Zvldknovat je mozné
polymerni roztok nebo taveninu, kterd je umisténa v davkovacim zafizeni (1). Davkovaci
zafizeni se pohybuje po nabité elektrodé - struné (2), aby doslo k naneseni tenké polymerni
vrstvy po délce struny. Dals§i Casti stroje je protielektroda - uzemény kolektor (3).
Mezi kolektorem a elektrodou dochdzi ke vzniku elektrického pole, jehoz plisobenim
se tvofi nanovldkna (4). Nanovldkna jsou uklddana naptiklad na netkanou textilii (5),

ktera se postupné posouva [14, 15].
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Obr. 2: Schéma strunového elektrostatického zvlakinovani. 1 pohybujici se davkovac
polymerniho roztoku, 2 zvlaknovaci elektroda - struna, 3 protielektroda - kolektor,

4 zvldaknovana nanovlakna, 5 nosna textilie — netkana textilie. Prevzato z [14].

Vysledny materidl lze ovlivnit zvolenymi parametry zvlaknovani. Parametry lze
rozdélit na procesni, materidlové a okolni podminky. Materidlové podminky ovliviiuje
volba polymeru, rozpoustédla a vlastnosti zvlakiiovaciho roztoku, napiiklad viskozita,
povrchové napéti, atd. Mezi procesni parametry patii velikost elektrického napéti,
vzdalenost elektrod, rychlost davkovani polymeru, rychlost posuvu nosné textilie, atd.

Hlavnimi okolnimi podminkami, které ovliviiuji zvlakiiovani jsou teplota a vlhkost [14].

1.3  Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je za norméalnich podminek jedovaty plyn. Sklada se z dusiku
a kysliku, viz obr. 3. NO byl dlouhou dobu znamy pouze jako jedovaty plyn,
az v osmdesatych letech byla objevena uloha NO v kardiovaskuldrnim systému [16].
Nobelovu cenu za to v roce 1998 za medicinu ziskali Drs. Robert F. Furchgott,
Louis J. Ignarro a Ferid Murad [17]. Od té doby doSlo k mnohym objeviim, které potvrzuji,

ze NO hraje dilezitou roli v mnoha fyziologickych procesech [16].
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Obr. 3: Strukturni vzorec oxidu dusnatého.
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1.3.1 Vliv oxidu dusnatého na lidsky organismus

Oxid dusnaty ma vliv na rtizné fyziologické procesy, ovliviiuje kardiovaskularni,
imunitni a nervovy systém. Jeho vznik je katalyzovany pfitomnosti enzymi syntazy oxidu
dusnatého (NOS). Ovliviiuje vazodilataci (rozSifeni cév), proliferaci, diferenciaci
a apoptozu bunck. Napiiklad pokud pfirozend syntéza NO nefunguje a dojde k poklesu
produkce NO, mize dochéazet k aterosklerdze, ¢imZ se snizi pritok krve a mlze to vést
az k ucpani cévy [16, 18, 19]. Pusobeni NO na jednotlivé bunécné typy se lisi,
viz kapitola 1.5.

Oxid dusnaty v neposledni fad¢ ovliviiuje hojeni ran, coz bylo potvrzeno studiemi
na zvifatech i lidech. Hojeni ran ma systematicky priubéh, ktery zahrnuje ftadu
prekryvajicich se procest. Probiha zanét, srazeni krve, dochazi k roz$ifeni cév a tvorbé
novych, tvorbé mezibunéné hmoty, proliferaci bunék a nakonec k zartstani rany novou
kGzi. Hojeni chronickych ran probiha odliSné. Mezi chronické rany patii naptiklad
prolezeniny, tlakové, zilni a diabetické viedy. U diabetikli je hojeni ran pomalejsi nez
u zdravych lidi, kli¢ovou roli zde hraje zvySeny obsah superoxidu, ktery zplsobuje
dysfunkci NO. Konkrétné NO pfi hojeni ran zvySuje proces tvorby novych krevnich kapilar
a ovliviluje proces zanétu. NO ma pozitivni vliv na endotelové bunky, zabranuje
apoptoze a stimuluje proliferaci. V neposledni fadé ma NO vliv na zvySeni obsahu
kolagenu pii hojeni [20].

Zpusob, jak zvysit produkci NO by bylo pfidani L-Argininu do stravy, aby doslo
ke zlepSeni ukladani kolagenu a pevnosti rany. Ale protoZe se L-Arginin podili i na jinych
procesech v t&le, zvysenim piijmu L-Argininu nedojde ke zlep$eni hojivosti. Resenim
by mohla byt pfima aplikace na ranu [20].

Ptitomnost NO v téle nemé pouze pozitivni dopad, vySsi koncentrace muize byt
nebezpecnd, miiZze napiiklad vést k septickému Soku. Existuji hypotézy, Ze zvySena hladina
NO ovlivituje funkci mozku a zpusobuje jeho poskozeni, pfedevSim u mozkové mrtvice,
senility a roztrousené sklerdze. Negativni vliv ma nadprodukce NO i na revmatoidni

artritidu a krevni tlak, urinarni problémy a schizofrenii [21].
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1.3.2 Syntéza oxidu dusnatého

NO vznikd v téle pfirozené¢ v raznych typech bunék pii pfeméné L-Argininu
na L-citrullin, kterou vyvoldva enzym syntazy oxidu dusnatého (NOS). Byly popséany
ttt NOS izoformy, endotelidlni NOS (eNOS), neurdlni NOS (nNOS) a inducibilni NOS
(INOS) [20]. Izoforma eNOS se vyskytuje hlavné v endotelovych buiikéch,
hladkosvalovych buiikach, kardiomyocytech, kostnich buitkach a neurenech. Neuralni NOS
jsou predevsim v neuronech, ale nachazi se i ve slinivce bfisni a ledvinach. Indukovatelné
NOS reaguji na podnét, ¢imz mlze byt naptiklad zanét, existuji v mnoha typech bunék,
naptiklad v makrofazich a hladkosvalovych buiikach. Izoformy NOS se od sebe lisi,
napiiklad eNOS a nNOS vytvaii NO v nanomolarni mnozstvi, iNOS v mikromolarni
koncentraci. Aktivita eNOS a nNOS je zavisla na koncentraci Ca2*, iNOS nikoli [16, 18].
NO vznika pti pfeméné L-Argininu na L-citrulin, kterd je katalyzovana NOS. Schéma NO
syntézy viz obr. 4. Reakce je ovlivnéna fadou kofaktor(, pfedevsim aktivitou a dostupnosti

NOS a koenzymt oxidacné-redukénich reakei v buiice (NADPH) [18].

NH, NH,

1 NO - syntaza 1

C=NH, ——— (=0 +NO

1 1

N-H N-H

1 1
H-C-H H-C-H

1 1
H-C-H H-C-H

1 1
H-C-H H-C-H

1 1
H-C-NH, H-C-NH,

1 1
0=C-OH 0=C-OH
Arginin Citrulin

Obr. 4: Premeéna L-Argininu na L-Citrulin za vzniku NO, prevzato z [22].

Pasobeni oxidu dusnatého trva nékolik vtefin, naslednym produktem jsou dusitany.
Dusitany nejsou pouze konecnym produktem NO syntazy, ale mohou fungovat jako zdklad
pro produkci NO enzymatickou nebo neenzymatickou cestou. MnoZzstvi dusitant v téle je
malé, aby doslo k vazodilizaci cév. Ale pokud je v tkdnich snizené mnozstvi kysliku, dojde
k reakci deoxyhemoglobinu, vzniku NO a rozsifeni cév [16].
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1.4  Donory oxidu dusnatého
Vyvoj donortt NO pro klinické pouziti se zkouma z divodu ptipadl, kdy je v téle
nedostatek NO nebo pro jeho vyuziti v situacich, kdy je mozné vyuzit jeho biologickych

vlastnosti [21]. Donory NO muzeme rozdélit na pfirozené a syntetické.

1.4.1 Syntetické

NO miize v téle vznikat i pfi podani farmaceutickych NO donort, které maji
schopnost cilit na buinky, li§i se riznymi zplsoby uvolfiovani NO [16]. Mezi
nejpouzivanéjsi syntetické donory NO (viz obr. 5) patii S-nitrosothioly, Glyceryltrinitrat (2)
a Diazeniumdiolaty (3). Mezi nejpouzivanéjsi donory ze skupiny S-nitrosothiol patii
S-nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP) (1) [21]. Glyceryltrinitrat se pouziva i v klinické

praxi pod ndzvem nitrogylcerin pii lé€bé srdecniho onemocnéni anginy pectoris [23].

SNO (':HQONOQ O_

ai (HONO, *,111\\
HO,C NHAc CH,ONO, -
1 2 3

Obr. 5: Strukturni vzorce syntetickych donorit NO, 1 S-nitrosothiol (SNAP),
2 Glyceryltrinitrat, 3 Diazeniumdiolat, prevzato z [21].

1.4.2 Piirozené

V ramci experimentdlni ¢asti byl pouzivany pfirozeny donor NO, kterym je
L-Arginin. Pfeména L-Argininu na L-Citrulin za vzniku NO je popséna vyse, viz kapitola
1.3.2. L-Arginin patii mezi bézné volné prodejné doplnky stravy, které vyuzivaji hlavné
sportovci pred tréninkem, aby doSlo k lepSimu zahtati svalli a vy$$Simu sporotovnimu
vykonu a po tréninku pro zvyseni obnovy a riistu svalstva [24].
1.5  Bunécna biologie

Materidly testované v experimentalni ¢asti maji potencidlni pouziti jako kozni kryty
a pro kardiovaskularni systém, tudiz biologické testovani bylo dilezitou soucasti

experimentu. Z tohoto divodu byla do teoretické Casti zatazena i kapitola, kterd se vénuje
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bunécné biologii, popisuje pouzité buiky, testované jevy a vliv NO. Obr. 6 zobrazuje

schéma vlivu NO na burky.
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Obr. 6: Schéma viivu NO na bunky ,—> podpora; —| utlum; prevzato z [19].

1.5.1 Fibroblasty

Fibroblasty se nachazi v pojivové tkani, kterd vypliuje prostor mezi organy
a tkdnémi. V pojivu maji fibroblasty vietenovity tvar a produkuji extraceluldrni matrix
neboli mezibunécnou hmotu (ECM), ktera je bohata na kolagen [18, 25].

Oxid dusnaty zvySuje produkci kolagenu. U fibroblastl byl pozorovan vliv donorti
NO S-nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP), kdy u potkand dochazelo ke snizeni,
ale u mysi ke zvySeni proliferace bunck [20].
1.5.2 Endotelové bunky

Endotelové buniky patii mezi epitelidlni bunky. Nachdzi se v cévach, kde
tvofi bunéfnou vrstvu, ktera je propojena a slouzi jako cévni vystelka [25].
Pisobenim NO dochazi u endotelovych bunck ke zvySeni proliferace a migrace bunck
a k atlumu apoptdzy [16].
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1.5.3 Hladkosvalové bunky

Hladkosvalové bunky neboli myocyty se nachazi v hladké svaloving, ktera
je ve vnitinich orgénech a cevni hladka svalovina je ve vSech ¢astech obéhového systému
kromé kapilar. Hladkosvalové bunky tvofi hlavni slozku stiedni vrstvy stén cév. Buiiky jsou
protahlé, maji vietenovity tvar a jedno jadro. Hladkosvalové buiiky jsou propojeny, takze
mezi nimi miZe dochazet k pfenosu informaci. Hladkosvalové bunky produkuji slozky
ECM [18, 26].

Pisobenim NO na hladkosvalové buiniky dochdzi k roztazeni cév, které zlepSuje
proudéni krve, ulehCuje praci srdci a snizuje se spotiebu kysliku. Uvolnény NO pronikne
do sousednich bun¢k, ale jeho pilsobeni je pouze lokalni, protoze mimo buiku
existuje pouze po dobu 5-10 s [25]. Dale NO utlumuje hyperproliferaci a migraci
hladkosvalovych bunék, které by jinak mohly zpisobit zazZeni cévy [16].

1.5.4 Krev

Krev je télni tekutina, ktera se skladd z krevni plazmy a krevnich element. Mezi
krevni elementy patfi Cervené krvinky (erytrocyty), bilé krvinky (leukocyty) a krevni
desticky (trombocyty) [27].

Makrofagy patii mezi bilé krvinky, jsou to builky, které jsou schopné fagocytozy
neboli mohou pohlcovat bakterie a poskozené buiiky naptiklad v misté infekce [25]. Oxid
dusnaty ovliviiuje migraci bunék do mista zanétu (chemotaxi) a adhezi bilych krvinek [19].

Krevni plazma je tekutd, sloZzena z 93 % z vody, dale se sklada z proteini a dalSich
latek, naptiklad z plynt, soli, tukt, atd. Krevni plazma tvoii ECM krve [18, 26]. Erytrocyty
jsou buiky, které nemaji jadro, jejich ulohou je transportovat kyslik a oxid uhlicity.
Erytrocyty obsahuji ¢ervené krevni barvivo hemoglobin. Pfi rozpadu erytrocyti dochazi
k vyplaveni hemoglobinu, tento jev se nazyvéa hemolyza [27]. Trombocyty jsou buniky bez
jadra, které se podileji na srazeni krve (koagulace) [18]. Pii tromboze dochazi ke srdzeni
krve v cévach, k jejich ucpavani a zhorSeni prutoku krve [28]. Plisobenim NO se u krevnich
desticek snizuje jejich adheze, aktivace a agregace [16].

V krevni plazmé Ize testovat koagulaci zméfenim Casu, kdy ke koagulaci dojde.

Krevni srazlivost se zjiStuje koagulaénim testem aPTT a PT. Aktivovany parcialni
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tromboplastinovy €as (aPTT) analyzuje vnitini koagulaéni systém a spole¢nou cestu.
Protrombinovy test (PT) neboli Quickliv tromboplastinovy test monitoruje vnéjsi
koagulacni systém a spole¢nou cestu. Systémy aPTT a PT se spojuji u piemény na trombin

a poté dochdzi k preméné fibrogenu na fibrin [29].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast se zabyvd uvoliiovanim L-Argininu z elektrostaticky
zvlaknénych polykaprolaktonovych vrstev. Nanovlakenné vrstvy byly zvlakiovany
s ruznym hm% L-Argininu od 0 do 10 hm%. Pouzivané planarni vrstvy byly
charakterizovany svou morfologii, ploSnou hmotnosti a smacivosti. V ramci biologického
testovani byla zjiSfovana hemokompatibilita materidl (testovani trombogenicity,
koagulace a hemolyzy). Bylo provedeno in vitro testovani s fibroblasty, hladkosvalovymi

buinikami a endotelovymi bunkami, cilem bylo otestovat cytotoxicitu extrakti materialt.

2.1 Pouzité materialy

* PCL: Mn =45 000 g/mol, teplota tani (™) = 60 °C, hustota = 1,145 g/mL (pii 25 °C),
polydisperzita = <2 (Sigma Aldrich)

* Chloroform (Penta)

* Ethanol (Penta)

* L-Arginin (Sigma Aldrich) — v podob¢ namletého prasku

» Fosfatovy pufr PBS (pH = 7,4)

*  Glutaraldehyd v PBS (Sigma Aldrich)

» Kyselina heptafluoro maselna (HFBA) (Sigma Aldrich)

*  Amoniak (Emsure Merck)

* Kyselina mravenci (Penta)

* Lidské umbilikalni endotelové bunky (HUVEC, pasaz 7, Lonza)

* Hladkosvalové bunky z koronarnich arterii (CASMS, pasaz 6, Lonza)

*  Mysi fibroblasty (3T3-SA, pasaz 20, ATCC)

» Triton X-100 (Sigma Aldrich)

*  Kompletni médium (DMEM + 10% fetalniho bovinniho séra (FBS) + 1% smési
antibiotik — penicilin, streptomycin, amfotericin B +1% glutamin, Biosera)

*+ Meédium EBM (Lonza), obohacené o FBS, antibiotika (gentamicin, amfotericin B),
kyselinu askorbovou, bovinni extrakt mozku (BBE - bovine brain extract), heparin,

endotelovy rustovy faktor (hEGF) a hydrokortison
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¢  Médium SmBM (Lonza), obohacené o FBS, gentamicin, insulin, fibroblastovy riistovy
faktor (hFGF-B) a endotelovy rastovy faktor (hEGF)

*  Metabolické testy: Cck-8 (Dojindo), MTT (Amresco)

* Composol PS - nahradni roztok pro trombocyty (Fresenius Kabi)

* Azid sodny (Sigma Aldrich)

2.2 PouZité pristroje a programy

* Nanospider™ NS LAB (Elmarco)

o Sterilizator AN 741 (Anprolene)

» Pfistroj na nandSeni nanovrstvy zlata pro zvysSeni vodivosti Quorum QI50R ES
(Quorum technologies)

* Analytické vahy ALT 124-1 Analytical Scale (Acculab Sartorius Group)

» Skenovaci elektronovy mikroskop Vega 3SB (Tescan)

* NIS Elements AR 4.30.00 (Nikon Instruments)

* Surface Energy Evaluation System (See System, Advex Instruments)

» Inkubétor Biological Thermostat 120 (Laboratorni ptistroje Praha)

* HPLC systém Ultimate 3000 (Dionex) s piipojenym UV-VIS diode array detektorem
a ELSD detektorem Varian LC-385

*  Chromeleon 6.80 SR12

* Kolona Kinetex F5 (Phenomenex)

*  pH metr pH 700 (Eutech Instruments)

*  Spektofotometr (Tecan Spark)

* GraphPad Prism 7 Software (GraphPad Software)

*  Microsoft Excel (Microsoft)

* Automaticky analyzator BCS XP (Siemens)

* Centrifuga (Hermle)
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2.3 Priprava materialu
2.3.1 Pfiprava roztokl poly(e-kaprolaktonu)

Pro pfipravu roztoki byl pouzit polykaprolakton rozpoustény v systému
chloroform/ethanol v objemovém poméru 9/1. Byly pfipraveny roztoky o koncentraci
16 hm% PCL s ptfidavkem L-Argininu v podobé namletého prasku o hmotnostnich
koncentracich 0, 1, 5 a 10 hm%.

Roztok, ktery neobsahoval L-Arginin byl pfipraven pouze rozpusténim navazky
PCL v rozpoustédle. U suspenzi s L-Argininem byla nejprve dana navazka L-Argininu
rozmichana pomoci magnetického michadla po dobu 30 az 40 minut v rozpoustédlovém
systému pii pokojové teploté. Poté z divodu homogenniho rozptyleni Castic nasledovala
sonifikace suspenze po dobu 10 minut. Nakonec byla pfidana navazka PCL, ktera byla
rozmichéana, aby doSlo k jejimu Gplnému rozpusténi. I po rozmichéani zlstaly v suspenzi
malé nerozmichané ¢asti L-Argininnu, pfedev§im u 10 hm% koncentrace. Po pfipravé byly

roztoky/suspenze ihned zvlaknény.

2.3.2 Elektrostatické zvldknovani

Planarni vrstvy byly elektrostaticky zvldknény pomoci ptistroje
Nanospider™ NS LAB . Zvlédknovano bylo 100 g roztoku/suspenze o 16 hm% PCL o dané
koncentraci L-Argininu.

Zvléknovani probihalo ze struny o priméru 0,2 mm, na kterou byl polymerni
roztok/suspenze konstantné nanaSen ze zasobniku pfes kruhovou S$térbinu o primeéru
0,6 u cisttho PCL a 0,7 mm u suspenze PCL s L-Argininem rychlosti 300 mm/s.
Pro zvlaknovani PCL s L-Argininem byl zvolen primér kruhové Stérbiny vétsi z divodu
ucpavani casteCkami L-Argininu pii pouziti Stérbiny s primérem 0,6 mm.Vlakna byla
ukladdna na podkladovou netkanou textilii o §if1 500 mm a byla odtahovana rychlosti
12 mm/min. Zvldknovaci struna byla od kolektoru vzdalena 200 mm. Pouzité napéti bylo
50 kV pro strunu a -10 kV pro kolektor.

Okolni podminky byly konstantni, teplota byla udrzovana na 23 °C a relativni

vlhkost na 30 %.
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24 Charakterizace nanovlakennych vrstev

2.4.1 Morfologie

Morfologie materiali byla zanalyzovdna pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Vzorky z materidlti byly umistény na ter¢iky a pozlaceny 7 nm silnou
vrstvou. Nakonec byly vzorky zanalyzovany SEM.

Pokud byly materidly testovany s bunéénymi liniemi ve vodném prostiedi, musely
nejprve projit ethanolovou fadou s postupné vzrustajici koncentraci ethanolu (60 %, 70 %,
80%, 90%, 96% a 100 %). Poté byly materialy vysuSeny, pozlaceny a zanalyzovany SEM.

V rdmci hodnoceni morfologie byly méfeny ze SEM snimku praméry vlaken.
Vlékna byla métena v programu NIS Elements AR 4.30.00 Od kazdého materidlu byly
pofizeny dva snimky ve zvétSeni 5000%, z kazdého snimku bylo pofizeno minimalné
100 méteni.

2.4.2 Plo$na hmotnost

Plosnd hmotnost byla zjiSténa zvazenim vzorkli na analytickych vahéach

o rozmérech 1 x 1 cm. Od kazdého materialu bylo zvazeno 32 vzorkt. Z vysledki byla

spocitana ploSna hmotnost v g/m?

2.4.3 Smacivost

Smacivost byla zjiStovdna méfenim kontaktniho whlu sméaceni metodou
sedici kapky (viz obr. 7). Od kazdého materidlu byly testovany dva vzorky
o velikosti 7,5 x 2,5 cm, u kazdého vzorku bylo provedeno 10 méteni. Vysledky byly
vyhodnocovény v softwaru Surface Energy Evaluation (See System).

Vzorek byl ptilepen na mikroskopické sklicko oboustrannou lepici paskou a pomoci
mikropipety bylo na vzorek nanaSeno 3,5 pl destilované vody. Kamerou byla zachycena
kapka a pomoci See Systemu byla zanalyzovédna. Pro zjiSténi kontaktniho uthlu byly na
kapce vyznaCeny tfi body, kterymi byla opsana kruznice, jenz odpovidala tvaru kapky.

Kontaktni uhel odpovida tangenté opsané kruznice.
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Obr. 7: Kapka destilované vody na PCL nanovlakenné vrstve.

2.5  Uvolnovani L-Argininu

V ramci experimentalni ¢asti probéhly dva experimenty uvoliovani L-Argininu,
jeden probihal v pufru PBS a druhy ve tfech riznych médiich.

Pfi prvnim testovani uvolflovani L-Argininu byly pfipraveny vzorky
z nanovldkennych PCL vrstev o riznych hm% L-Argininu (0 hm%, 5 hm% a 10 hm%),).
Z vrstev byly pfipraveny tti sady po 2-3 vzorcich, kazdy vzorek vazil 50 + 2 mg. Vzorky
byly umistény v plastovych 15 ml zkumavkich a inkubovany v 5 ml pufru PBS
v inkubdtoru pti 37 °C a testovany po dobu 14 dni. Vyluhy byly odebirany v péti casovych
intervalech, po 1 h, 4 h, 24 h, 168 h a 336 h od pocatku experimentu. Po uplynuti doby
inkubace byl vzdy odebran 1 ml vyluhu a uchovan v lednici pro kvantifikaci uvolnovani
L-Argininu. Nasledn¢ byl celkovy objem PBS doplnén na 5 ml.

V rédmci testovani uvoliiovani L-Argininu byla testovéna i1 preduprava vzorki a jeji
vliv na uvolilovani aktivni latky a na morfologii nanovldkennych vrstev. Konkrétné byl
sledovan vliv sterilizace ethylen oxidem, oplachu ethanolem a oplachu PBS. Morfologie
zkoumanych vzorkt byla po testovani a vysuSeni zanalyzovana pomoci SEM.

Pfi druhém testovani uvoliiovani L-Argininu byly pfipraveny vzorky
z nanovlakennych PCL vrstev s 0 hm%, 1 hm%, 5 hm% a 10 hm% L-Argninem. Vzorky
o navazce 50 £ 2 mg byly pfipraveny po tfech sadach, v kazdé sad¢ byly od kazdého
materidlu dva vzorky. Pfed testovanim byly vSechny vzorky vysterilizovany ethylen
oxidem. Cel¢é testovani probihalo stejné jako prvni, vyluhy byly odebirany ve stejnych
casovych intervalech, ale materidly nebyly inkubovany v PBS, ale ve tfech rtznych

médiich. Bylo pouzito kompletni médium pro fibroblasty (DMEM), médium pro
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endotelové bunky (EBM) a médium pro hladskosvalové buiky (SmBM).
K nanovlakennym vrstvam bylo pfidano 5 ml média. Po uplynuti doby inkubace byl vzdy
odebran 1 ml média a zamraZen pro kvantifikaci uvolilovani L-Argininu a testovani in vitro.
Nésledné byl celkovy objem doplnén na 5 ml. Pro kontrolu bylo na pocatku experimentu

zamrazeno také Cerstvé médium.

2.5.1 Pfedaprava materialt

V ramci ramci prvniho testovani uvolilovani L-Argininu z nanovldkennych PCL
vrstev v PBS byl hodnocen i vliv pfedipravy vzorkil na uvoliiovani aktivni latky. Byly
pouzity nasledujici predupravy.
2.5.1.1 Sterilizace ethylen oxidem

Pted sterilizaci byly pfipravené materialy vlozeny dle dalSiho pouziti do plastovych
zkumavek, ependorfovych zkumavek nebo do kultivacni desticky. Poté byly umistény
do steriliza¢ni folie, kterd byla po stranach zatavena. Sterilizace ethylen oxidem probihala
ve sterilizatoru AN 741 po dobu 12 h pii pokojové teploté. Po sterilizaci byly materialy
vzdy minimalné tyden odvétrany pii pokojové teplote.
2.5.1.2 Oplach ethanolem

Pti pfedupravé formou oplachu 70 % ethanolem byly materidly smoceny v 5 ml
70 % ethanolu po dobu 30 minut. Poté byly odebrany vzorky a materidly byly usuSeny
na vzduchu pfi pokojové teploté.
2.5.1.3 Oplach pufrem

Pro oplach byl pouzit pufr PBS s pfidavkem 1 % azidu sodného z ditvodu zabrany
kontaminace. Materialy byly smoc¢eny v 5 ml PBS po dobu 30 minut. Po uplynuti doby
byly odebrany vzorky a zbytek objemu pufru. Poté nasledoval experiment, viz kapitola 2.5.
2.5.2 Kuvalifikace uvoliiovani L-Argininu

Uvolnovani L-Argininu z PCL vrstev bylo hodnoceno vysoce G¢innou kapalinovou
chromatografii. Pii analyze vyluhi z nanovlakennych materiald byly vzorky nejprve
okyseleny a bylo do nich ptfiddno iontové parové cinidlo. Toho se docililo nafedénim
vzorkll roztokem obsahujicim 1% kyselinu mravenci a 0,5% kyselinu heptafluoroméselnou

(HFBA) alespont v poméru 1:1. Promichany vzorek byl prefiltrovan pfes nylonovy
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stiikackovy filtr o priméru 13 mm s velikosti pori 0,22 pm do 2 ml vialky. Bylo zapotiebi
prefiltrovat alespont 500 pl nafedéného vzorku, vialka byla poté umisténa do autosampleru.

Pro stanoveni argininu byl pouzit HPLC systém Ultimate 3000 s pfipojenym
UV-VIS diode array detektorem a ELSD detektorem Varian LC-385. Pfistroj byl ovladan
softwarem Chromeleon 6.80 SR12. Separace probihala na kolon¢ Kinetex F5. Velikost
castic byla 2,6 um, délka kolony 150 mm a wvnitini primér kolony 4,6 mm.
Slozka A mobilni faze byla tvofena 0,1 % roztokem HFBA ve vod¢ a molarnim
ekvivalentem NHj3, slozka B byla tvofena acetonitrilem. Bylo pouzito slozeni mobilni faze
obsahujici 95 % slozky A a 5 % slozky B. Rychlost priitoku mobilni faze byla po celou
dobu 1,5 ml/min. Kolona byla udrzovana pti teplot¢ 40 °C. Bylo nastfikovano
20 pl vzorku. Byl zaznamenavan signal pii vlnovych délkach 200, 210, 220 a 270 nm
a signal ELSD detektoru. Chromatogramy byly zaznamenavany do doby 4,2 min
po nastfiku. Pfi kvalifikaci uvolnéného L-Argininu do média byla odectena hodnota
L-Argininu, kterou obsahovalo samotné médium, aby byla ziskdna pouze hodnota
uvolnéného L-Argininu.
2.5.3 Stabilita L-Argininu a pH

Po prvnim experimentu uvoliiovani L-Argininu byla testovana stabilita z davodu
podezieni degradace L-Argininu v ¢ase, vlivu teploty na koncentraci aktivni latky a zmény
pH béhem testovani. Koncentrace roztoki byla uréena na zakladé vysledkii z prvniho
experimentu uvoliiovani L-Argininu.

Pro testovani stability uvoliiovani L-Argininu byly pfipraveny dva roztoky
o rozdilné koncentraci L-Argininu. Pro pfipravu roztokl byl pouzity L-Arginin v podobé
namletého prasku a PBS s 1% azidu. Prvni roztok mél koncentraci L-Argininu 3,01 g/l
a druhy 5,5 g/1.

Roztoky byly rozdéleny po 5 ml do 10 zkumavek. Polovina zkumavek byla
umisténa do inkubatoru, kde byla pfi teploté¢ 37 °C a druhd ¢ast byla ve 4 °C v lednici.
Objemy zkumavek byly odebirany v ¢asovych intervalech: 0 h (pocatek méteni), 1 h, 24 h,

72 h a 168 h. Pfi odebirdni zkumavek bylo méfeno 1 pH roztokti pomoci pH metru.
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Koncentrace L-Argininu v odebranych vzorcich byla hodnocena kapalinovou

chromatografii popsanou vyse, viz kapitola 2.5.2.
2.6  Biologické testovani

2.6.1 Trombogenicita

Pro testovani trombogenicity byly pouzity trombocyty ziskané z Transfuzniho
oddé€leni Krajské nemocnice v Liberci. Trombocyty v ndhradnim roztoku neboli trombocyte
rich solution (TRS) obsahovaly 915x10¢ trombocytt/1.

Z materialti sterilizovanych ethylen oxidem bylo piipraveno 12 vzorka kruhového
tvaru o primeéru 5 mm od kazdého materidlu. Vzorky byly umistény do kultivaéni desticky

0 96 jamkach. Jako kontrola bylo pouzito dno kultiva¢ni jamky (TCP = tissue culture

plastic). Do kazdé jamky bylo pfiddino 200 ul TRS obsahujici 183){106 trombocyti

na jamku. Vzorky byly inkubovéany po dobu 2 h ve 37 °C v inkubatoru.

Trombogenicita byla testovana stanovenim metabolické aktivity bunék pomoci
MTT testu, poté byla zméfena absorbance. Po uplynuti doby inkubace byly materialy
pfemistény do nové jamky s obsahem 150 pul Composolu s 50 pl MTT, ve stejném roztoku
byly inkubovéany i kontroly TCP a TRS. Po 3 hodinach bylo odsito MTT s nahradnim
roztokem a bylo pfidano 200 pl okyselené¢ho isopropanolu. Pro méfeni absorbance
vzniklého roztoku bylo po dikladném rozpusténi krystalti pfeneseno 150 pl do nové jamky
a byla proméfena absorbance pii 570 a 650 nm (reference) a byla spocitana z jejich
rozdilu. Naméfena absorbance odpovida metabolické aktivit¢ trombocytid adherovanych na
vzorku testovanych material. Celkem bylo testovano deset vzorkd.

Dva vzorky byly dvakrat oplachnuty PBS a zafixovany v 2,5% glutaraldehydu
v PBS po dobu 15 minut v lednici (4 °C). Nakonec byly vzorky zanalyzovany pomoci
SEM, které ptedchéazela ptiprava vzorkd, viz kapitola 2.4.1.
2.6.2 Koagulace

Testovani koagulace prob&hlo na oddéleni Klinické hematologie Krajské nemocnice
v Liberci, koagulace byla testovana Quickovym testem neboli protrombinovym ¢asem (PT)

a aktivovanym parcialnim tromboplastinovym ¢asem (aPTT). Obéma testy bylo od kazdé¢ho
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materidlu testovano 10 vzorkli o velikosti 1 x 1 cm, vzorky byly vysterilizovany
ethylenoxidem a po sterilizaci odvétrany minimalné po dobu jednoho tydne. Pro testovani
byla pouzita krevni plazma ziskana z Transfizniho oddéleni Krajské nemocnice v Liberci.
Testy aPTT a PT probihaly ze stejnych vzorkd. Materidly byly umistény
v eppendorfovych zkumavkach a bylo k nim pfidano 500 pl krevni plazmy, poté byly
inkubovany pii teploté¢ 37 °C po dobu 30 minut. Jako kontrola byly pouzity ependorfovy
zkumavky bez materiald, pouze s 500 pl krevni plazmy. Méteni aPTT a PT probihalo

v automatickém analyzatoru BCS XP Siemens.

2.6.3 Hemolyza

Metodika testovani vychazela z normy CSN EN ISO 10993-4 Biologické hodnoceni
zdravotnickych prosttedk - Cast 4: Vybér zkouSek na interakce s krvi [30].
Pro testovani hemolyzy byla pouzita antikoagulovand krev ziskand z transfizniho
oddéleni Krajské nemocnice v Liberci od zdravych darct. Krev byla zfedéna s PBS
v poméru 4/5 (krev/PBS).

Hemolyza byla testovana u PCL nanovldkennych materiald s 0 hm%, 1 hm%,
5 hm% a 10 hm% L-Argininu. Pro testovani hemolyzy byly pfipraveno pét vzorkl
od kazdého materialu o velikosti 1 x 1 cm, které byly umistény v plastovych zkumavkach.

Vzorky byly smoceny v 10 ml PBS, byly piipraveny i kontroly. Negativni
kontrola (NC) obsahovala pouze 10 ml PBS a pozitivni kontrola (PC) 10 ml destilované
vody, vzorky byly inkubovany ve 37 °C po dobu 30 minut. Poté k nim bylo pfidano 200 ul
zfedéné antikoagulované krve a vzorky byly inkubovany ve 37 °C po dobu 60 minut.
Nasledné byly materidly centrifugovany na 100 x g za 5 minut. Pomoci spektrofotometrie
byl zméfen uvolnény hemoglobin, absorbance odebranych vzorkli byla zméfena
pii 540 nm. Vysledky hemolyzy byly vypocitany na zaklad¢ nasledujici rovnice (1):
%hemolyza = [(T vzorek — T negativni k.) / (T pozitivni k. = T negativni k.)] X 100 (1)
Kde, T vzorek je prumérnd hodnota absorbance vzorkll testované skupiny,

T neeativni k. absorbance negativni kontroly a T pozitivni k. absorbance pozitivni kontroly.
g p
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2.6.4 Cytotoxicita

Metodika testovani vychazela z normy CSN EN ISO 10993-5 Biologické hodnoceni
zdravotnickych prostfedki — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro [31].

Pro testovani cytotoxicity byly pfipraveny roztoky s riznou koncentraci L-Argininu
(0,2 %, 0,25 %,5 %, 0,75 %, 1 %, 2 %, 5 % a 10 %) v ptisluSném médiu. Roztoky byly
piipraveny rozpusténim L-Argininu v podobé namletého prasku v kompletnim médiu.
Nasledné byly prefiltrovany pies filtry s velikosti pori 0,22 um. Cytotoxicita vzorkl byla
testovana se tfemi typy bunck: fibroblasty (3T3-SA), lidské umbilikalni endotelové bunky
(HUVEC) a hladskosvalové buiiky z koronéarnich artérii (CASMS).

Prvni den experimentu byly nasazeny buiiky do 96jamkové desticky o koncentraci
104 / jamku. Nésledujici den byla mikroskopicky zkontrolovana morfologie bun¢k a stupen
konfluence. Poté byly pfidany roztoky s rlznou koncentraci L-Argininu ke konfluentni
vrstvé bunék (100 pl). Ke kontrolnim buikam bylo pfiddno samotné médium.
Pro ovéfeni ucinnosti testu byla také ovéfena viabilita bunék po inkubaci bunék
s cytotoxickym 0,1% Tritonem X-100 v médiu. Takto ovlivnéné buiiky byly ponechany
24 hodin v inkubéatoru pti 37 °C. Nasledujici den bylo odsato médium/roztoky L-Argininu
a pfiddno 110 pl média s 10% cck-8. Takto piipravena desticka byla inkubovana po dobu
2,5 hodiny v inkubatoru a poté byla méfena absorbance roztoku pti 450 nm. Naméiena
absorbance kontrolnich bun€k odpovidala 100% viabilité, ke které byly vztaZzeny hodnoty
viability bun€k po inkubaci s Tritonem X-100 a extrakty testovanych materidlti. Celkem
bylo méfeno minimalné€ Sest opakovani.

Viabilita bun€k byla pocitana rovnici (2) dle normy [31]. Rovnice byla
modifikovana, protoze absorbance byla métena pti 450 nm.
Zivotaschopnost % =100 x ODs4oe / ODsagp ()
kde
ODs40e je stfedni hodnota zmétené absorbance 100% extraktii zkuSebniho vzorku;

ODs40b  stfedni hodnota zméfené absorbance vzorka
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2.6.5 Testovani extraktl nanovlakennych vrstev s obsahem L-Argininu

Testovani probehlo stejné jako u experimentu popsaného v kapitole 2.6.4.
S rozdilem, ze pro inkubaci s bunkami byly pouzity rozmrazené extrakty ziskané
pfi uvoliovani L-Argininu v médiu, viz kapitola 2.5. Ke kontrolnim bunikdm bylo pfidano
samotné médium zamrazZené na pocatku experimentu. Celkem bylo métfeno Sest opakovani.

2.7  Zpracovani statistickych dat

Vsechna statistickd data ziskdna v experimentech byla zpracovdna pomoci
programu Microsoft Excel a GraphPad Prism. V programu GraphPad Prism byla
u vysledkl nejprve zjiSténa normalita rozlozeni dat. Data byla zpracovana do graft typu
boxplot neboli krabicového diagramu, viz obr. 8. Bloxpot zobrazuje rozsah hodnot
vysledkd. Hlavni krabicovou ¢ast tvofi spodni (B) a horni kvartila (D) a median (C).

Variabilitu dat zobrazuji minimélni (A) a maximalni hodnoty (B).

B C D

Obr. 8: Boxplot: A minimalni hodnota, B spodni kvartila, C median, D horni kvartila,
E maximalni hodnota.

Hodnoty zpracovavanych dat byly uvadény 95% intervalem spolehlivosti (IS). Byla
oveéfena normalita rozdéleni dat. Pokud data pochdzela z normalni rozdé€leni, byla
zpracovana Bonferroniho parametrickym testem, pokud data neméla normalniho rozd¢lent,
nasledoval Kruskal-Wallis neparametricky test. Pomoci téchto testi byly hodnoty skupin
testovanych vzorkt porovnany vzajemné nebo s kontrolou. P-hodnota urcuje, jak je
odli$nost porovnavanych skupin vyznamna, vysledky miry odliSnosti jsou v grafech
znaCeny pomoci hvézdicek. Pokud odliSnost porovnavanych dat nebyla vyznamna

(p > 0,1234), neni v grafech znacena.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Charakterizace polykaprolaktonovych vrstev
Proces elektrostatického zvldkinovani PCL a jeho parametry byl zndmy
jiz z ptedchozich experimentll Katedry netkanych a nanovldkennych materialu. Zvlaknéni

PCL tudiz bylo bez problémi.

3.1.1 Morfologie

Z makroskopického pohledu byly zvlaknéné vrstvy homogenni s minimem defektu.
V mikroskopickém métitku byly testované nanovlakenné PCL vrstvy nehomogenni, vldkna
nebyla orientovéana ani uspotfadana. V nanovldkenné vrstvé se objevovaly defekty v podobé
polymernich kapek; u vrstev s L-Argininem byl jejich vyskyt Castéjsi a kapky byly vétsi.
Snimky z elektronového mikroskopu (SEM) s mens§im zvétSenim viz ptiloha A obr. PA1.
Ve vSech nanovldkennych vrstvach se objevovala tenkd 1 Sir§i vldkna. SEM s vétSim
zvétSenim zobrazuje obr. 9.

Priméry vlaken PCL vrstev se pohybovaly okolo 300 nm. Nejtenci vladkna byla
u cist¢ PCL nanovldkenné vrstvy, u které byl 95% interval spolehlivosti (IS)
prumértt vldken v nm (268; 331,5), u PCL s 1 hm% L-Argininu (280,4; 373.5),
u PCL s 5 hm% L-Argininu (362,6; 487,4) a u PCL s 10 hm% L-Argininu (317,9; 382,5).
Rozmezi priméri u jednotlivych nanovlakennych vrstev je zpisobeno velkym rozptylem
prumért vlaken, ve vrstvach byla zméfena vldkna s primérem od 70 nm az do 4051 nm.
Rozptyly priméri materiald zobrazuje obr. 10. Pfitomnost L-Argininu v planarnich
vrstvach méla vliv na primér vlaken, se vzristajici koncentraci L-Argininu byly naméteny
vetsi praméry vlaken, az na vrstvu PCL s 10 hm% L-Argininu, u které se priméry vldken
prilis neliSily od vrstvy s 5 hm% L-Argininu a u vrstvy s 1 hm% L-Argininu byl rozdil

hodnot priméra vldken v porovnani s PCL vrstvou nepatrny.
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Obr. 10: Prumery viaken PCL vrstev s 0-10 hm% L-Argininu,
Kruskal-Wallis test; ****p < 0,0001; n > 200.
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3.1.2 Plo$na hmotnost

Plo$na hmotnost materiala se pohybovala v rozmezi od 41,6 do 117 g/m2. Vzristala

cvwr

vrstva PCL, 95% IS (41,6; 44,5) g/m2. Naopak nejvy$si plosSnou hmotnost méla
nanovldkenna PCL vrstva obsahujici 10 hm% L-Argininu, jeji 95% IS plo$né hmotnoti byl

(103,5; 117,7) g/m?2. Grafické zndzornéni plosnych hmotnosti viz obr. 11.

150+

100+ *k%

_I\_
. T
|z

PloSna hmotnost [glmz]

o

Obr. 11: Plosné hmotnosti PCL vrstev s L-Argininem s 0—10 hm%,
Kruskal-Wallis test; *** p <0,0002, **** p < 0,0001; n = 32.

3.1.3 Smacivost

Vysledky testovani smacivosti jsou zpracovany do grafu, viz obr. 12. Z vysledki
muzeme vycist, Ze kontaktni thel vSech materidli byl vétsi nez 90°, tudiz se jedna
o material hydrofobni. Uhel &ist¢é PCL vrstvy byl o néco niz$i nez uhly materialt
s L-Argininem. U PCL nanovlakenné vrstvy byl 95% IS kontaktniho thlu (103,9; 112,7).
S rostoucim hm% L-Argininu byl kontaktni thel vétsi, u 10 hm% nepatrné klesa.
Nejvice hydrofébnim testovanym materidlem byla PCL vrstva s 5 hm% L-Argininu,
95 % IS byl (127,2; 131,5)°.

Polykaprolakton je hydrofobni materidl a jeho hydrofobicita se s inkorporaci
L-Argininu zvySovala. CoZz neni pfili§ vhodné pro bunéfnou adhezi. Idedlni material
pro buiiky je mirn¢€ hydrofilni, tudiz jeho kontaktni tihel se pohybuje mezi 40-80° [32].
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Obr. 12: Kontaktni uhly PCL vrstev s 0-10 hm% L-Argininu s destilovanou vodou,
Bonferroniho test,* p < 0,0332; **** p < 0,0001; n = 20.

3.2 Uvoliiovani L-Argininu

Ugelem testovani uvoliiovani L-Argininu z PCL nanovlakennych vrstev bylo zjistit,
jaké mnozstvi se z vrstev s riznym hm% aktivni latky uvolni béhem 14denni inkubace.
Dale byl také testovan vliv predupravy materialu na uvolnovani L-Argininu.

Byl testovan vliv opachu ethanolem (OH) a sterilizace ethylen oxidem
(PBS - sterilizované, N-PBS - nesterilizované) z vyluhli odebranych po 30 minutach
inkubace, mediany namétenych hodnot zobrazuje graf na obr. 13.

Bylo zanalyzovano uvoliovani aktivni latky z nanovldkenné PCL vrstvy
s 5 a 10 hm% L-Argininu. Byl porovnan vliv ptedipravy oplachem PBS na dlouhodobé¢
uvoliovani L-Argininu z vrstev, viz obr. 14. Obr. 15 zobrazuje dlouhodobé uvoliiovani

L-Argininu v médiu v porovnani s uvoliiovanim v PBS.
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Obr. 13: Uvoliiovani L-Argininu po 0,5 h z PCL vrstev s 5 a 10 hm% L-Argininu v PBS
s rozdilnou upravou: nesterilizovany material s PBS oplachem (N-PBS), sterilizovany

material s PBS oplachem (PBS), sterilizovany material s oplachem v ethanolu (OH); n > 2.

U vzorkd nanovldkennych PCL vrstev s 5 hm% Argininu s oplachem PBS
sterilizovanych 1 nesterilizovanych byly hodnoty z vyluhti po 30 minutdch uvoliovani
L-Argininu srovnatelné, pohybovaly se okolo 1,8 g/l. Hodnoty sterilizovanych vzorki
s oplachem v ethanolu byly vyrazné nizsi, okolo 0,2 g/l. Graf z uvolnovani L-Argininu
z nanovlakenné PCL vrstvy s 5 hm% L-Argininu v PBS je zobrazen na obr. 14. Nejvyssi
hodnota uvolnéného L-Argininu byla u sterilizovanych vzorkid bez oplachu, a to az kolem
30 g/l. Hodnoty u sterilizovanych i nesterilizovanych vzorkii s oplachem PBS byly

obdobné, koncentrace L-Argininu se pohybovala okolo 13 g/1.
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Obr. 14: Uvolnovani L-Argininu z PCL vrstvy s 5 hm% a 10 hm% L-Argininu v PBS
po dobu 14 dni (336 h), nesterilizované vzorky s PBS oplachem (N-PBS), sterilizované
vzorky bez oplachu (bez oplachu), sterilizované vzorky s PBS oplachem (PBS).
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U nanovldkennych PCL vrstev s 10 hm% L-Argininu byly hodnoty z vyluhi
po 30 minutdch uvoliiovani L-Argininu nejvyssi u nesterilnich vzorkd s oplachem PBS
pohybovaly okolo 1,6 g/l. Vysledky z dlouhodobého uvolnovani L-Argininu z PCL vrstvy
s 10 hm% L-Argininu jsou zpracovany v grafu, viz obr. 14. Nejméné L-Argininu
se uvolnilo z nesterilnich vzorkli s PBS oplachem, hodnoty L-Argininu se pohybovaly
okolo 21 g/l. Naopak nejvysSich hodnot nabyvaly sterilizované vzorky bez oplachu,
a to kolem 43 g/l L-Argininu.

Z vysledki je patrné, ze preduprava materidlu méla vliv na uvoliiovani aktivni latky.
Oplach ethanolem i1 PBS snizil hodnoty uvolnéného L-Argininu. Sterilizace ethylen oxidem
na uvolnéni negativni vliv neméla, naopak u nanovlakennych vrstev s 10 hm% L-Argininu
u dlouhodobého uvoliovani byly hodnoty vzorki sterlizovanych s oplachem PBS a vyssi
nez u nesterilizovanych. U obou nanovlakennych vrstev (5 hm% i 10 hm% L-Argininu)
se nejvice L-Argininu uvolnilo ze sterilizovanych vzorkl bez oplachu.

Na obr. 15 jsou zobrazeny vysledky uvoliiovani L-Argininu z PCL vrstev s 1 hm%,
5 hm% a 10 hm% L-Argininu v kompletnim médiu v porovnani s uvolfiovdnim vrstev
s 5 hm% a 10 hm% L-Argininu v PBS po dobu 14 dni (336 h). Ackoli materidly byly
inkubovany ve tfech riznych médiich, kvantifikace uvolnéné aktivni latky byla provedena
pouze u jednoho z nich (DMEM), protoze se nepiedpokladéd rozdilné chovani. U vzorkl
inkubovanych v kompletnim médium z nanovlakenné vrstvy s 5 hm% L-Argininu bylo
celkové uvolnéné mnozstvi 10 g/l a u nanovlakenné vrstvy s 10 hm% L-Argininu 16,5 g/1.

Uvolnovani L-Argininu se v médiu a v PBS lisilo. V PBS byl pribéh uvoliiovani
pozvolny a k nejvétsimu narlstu koncentrace aminokyseliny dosSlo po 7 a 14 dnech.
V médiu se L-Arginin uvolnil rychleji, ale koncentrace L-Argininu po 14 dnech
uvolnovani byla niz§i nez po inkubaci v PBS (u vrstvy s 5 hm% L-Arginin 30 g/l;

10 hm% L-Arginin 43 g/l) .
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Obr. 15: Uvoliiovani L-Argininu z PCL vrstev s 0-10 hm% L-Argininu po dobu 336 h;
vlevo v PBS, vpravo v médiu.

3.2.1 Stabilita L-Argininu

Dlvodem testovani stability bylo podezieni degradace L-Argininu v Case. Stabilita
byla testovana v casovém intervalu 172 h (7 dni) a byl zkouméan i vliv teploty
na koncentraci L-Argininu. Dale byla pozorovéano, zda nedochdzi ke zvySeni pH, protoze
L-Arginin je bazicka aminokyselina.

Zm¢eiené hodnoty pH jsou uvedeny v tab. 1. U vzorka, které byly ve 37 °C, doslo
beéhem testovani k vétsimu poklesu hodnoty pH nez u vzorkt, které byly umistény v lednici
(4 °C). Hodnoty pH se u obou koncentraci pohybovaly okolo 7. Cas ani teplota nemély

vyrazny vliv na zménu pH testovanych vzork.

Tab. 1: Hodnoty zmereného pH béhem testovani stability roztokii s rozdilnou koncentract

L-Argininu a teplotou béhem testovani.

¢as [h] 3,01 g/l L-Arg | 3,01 g/l L-Arg | 5,5¢g/1 L-Arg | 5,5 g/l L-Arg
4 °C 37°C 4 °C 37°C
0 7,47 7,44
1 7,41 7,33 7,38 7,28
24 7,46 7,20 7,37 7,19
72 7,18 6,81 7,16 6,83
168 7,32 6,83 7,22 6,82
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Stabilita roztoku s 3 g/l L-Argininu je zobrazena na obr. 16. Koncentrace L-
Argininu postupné klesala, nejvy$si hodnotu meéla na zacatku testovani, 4,1 g/l.
Nejnizs$i koncentrace L-Argininu byla naméfena ze vzorku odebraného po 72 h,
ktery byl ve 37 °C, 3,4 g/l. Koncentrace aminokyseliny u vzorki, které byly inkubovéany
ve 37 °C byla o néco vyssi nez u vzorki pii 4 °C, ale po tydnu testovani
byly hodnoty shodné (3,5 g/I). Koncentrace béhem testovani poklesla u vzorki
ve 37°Cive4 °Co 14,6 %.
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Obr. 16: Stabilita roztoku s 3 g/l L-Argininu testovana po dobu 168 h ve 4 a 37 °C.

Graf na obr. 17 zobrazuje stabilitu roztoku s koncentraci L-Argininu 5,5 g/l.
Nejvyssi hodnota, 6,9 g/l byla naméfena na zacatku testovani, po 1 h klesla na hodnotu
kolem 6,6 g/l. Koncentrace ve vzorku, ktery byl ve 4 °C se poté nepatrné¢ zvysila.
Po 1 h testovani zistaly hodnoty koncentrace L-Argininu v roztoku téméf stabilni. Nelisily
se ani hodnoty vzorkil v rozdilnych teplotach. Teplota inkubace vzorki béhem testovani
neméla na hodnotu koncentrace L-Argininu u roztoku s koncentraci L-Argininu 5,5 g/l vliv.
Koncentrace u obou skupin vzorkli byla po tydnu 6,6 g/, béhem testovani doslo

k poklesu 0 4,3 %.
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Obr. 17: Stabilita roztoku s 5,5 g/l L-Argininu testovana po dobu 168 h ve 4 a 37 °C.

U obou koncentraci byla naméfend hodnota vyssi nez plivodni koncentrace roztoku,
coz mohlo byt naptiklad zpiisobeno chybou v navazce nebo pfii kalibraci. Béhem testovani
stability L-Argininu doSlo u obou koncentraci k degradaci aminokyseliny v case.
K nejvéts§imu poklesu koncentrace L-Argininu doSlo b&hem prvni hodiny testovani
u vzorkd, které byly inkubovany ve 37 °C. Ale po tydnu testovani byla koncentrace
L-Argininu ve vzorcich ze 4 a 37 °C srovnatelnd, tudiz teplota pii testovani neovliviiuje
koncentraci L-Argininu pfi dlouhodobém testovani. Na zéklad¢ wvysledkli stability
L-Argininu v case byla pro druhé testovdni uvolfiovani L-Argininu vyrobena

1 nanovladkenna PCL vrstva s 1 hm% L-Argininu.
3.3  Biologické testovani

3.3.1 Trombogenicita
Vysledky testovani trombogenicity jsou shrnuty v grafu na obr. 18. Nejvyssi
viabilita trombocytl byla zjiSténa u PCL s 5 % L-Argininu, 95% IS absorbance (0,4; 0,5),
naopak nejniz$i hodnoty byly u kontrolniho TCP, 95% IS (0,2; 0,3). Rozdily v hodnotach
absorbance u jednotlivych materiali mohly byt zptsobeny nepravidelnosti povrchu, ktera
mohla vzniknout pfi manipulaci se vzorky pinzetou. Naptiklad mohlo dojit k ohybim
vzorku nebo vlivem tlaku k mirnym prohlubnim.
Ackoli NO snizuje adhezi a aktivaci trombocytd, pii testovani piitomnost

L-Argininu ve vrstvach neméla vliv na jejich aktivitu, protoze nebyl ptfitomny vhodny
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enzym, aby doSlo k pfeméné¢ L-Argininu na L-citrullin, kdy dochazi k uvolnéni NO.
Protoze v krevni plazmé se tyto enzymy nevyskytuji, nebyl pifedpokladany vyrazny efekt.
Plazma by ale mohla v malé mife obsahovat bilé¢ krvinky, coz by podpofilo vznik
NO, mohlo by to byt divodem mirného poklesu aktivity krevnich destic¢ek
u PCL s 10 hm% L-Argininu. Smérodatnéj$i bude testovani materidld s plnou krvi,

které bude v budoucnu provedeno.
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Obr. 18: Absorbance merena MTT testem po 2 h inkubace se suspenzi s trombocyty

a kontrola (TCP), Bonferroniho test;, ** p <0,0021; **** p < 0,0001; n = 10.

Snimky SEM, viz obr. 19, ukazuji nehomogenni rozmisténi trombocyti.
Na néekterych mistech se trombocyty pfili§ nevyskytovaly, ale predevsim pokud povrch
materidlu nebyl uplné rovny, dochazelo k vétsi adhezi, aktivaci krevnich desticek a tvorbé
agregatli ve vyvysenych mistech a udolich. Tento jev se objevoval u vSech materialt stejné,
obr. 19 ukazuje priklady se tremi vyzna¢enymi jednotlivymi trombocyty a jejich agregaty,
kterych je na snimku mnohem vice. SEM snimky vSech testovanych materiali

jsou v piiloze B na obr. PB1.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx Al SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGAS3 TESCA
WD: 14.79 mm Det: SE 'WD: 14.90 mm Det: SE
View field: 55.4 um  Date(m/dly): 03/22/18 FT TUL Liberec iew field: 55.4 ym  Date(m/dly): 03/22/18 FT TUL Liberec

Obr. 19: SEM PCL vrstev s L-Argininem po 2 h inkubace se suspenzi s trombocyty.

3.3.2 Koagulace
Vysledky aPTT jsou zpracovany do grafu, viz obr. 20. APTT cas materialt se
navzajem prili§ nelisil, pohyboval se v rozmezi od 22 do 23 s, coz odpovida i kontrole.

Mirn¢ vysSich hodnot nabyva vzorek PCL s 10 hm% L-Argininu.
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Obr. 20: Vysledky aktivovaného parcialniho tromboplastinového casu (aPTT) testovanych
materialii (PCL + 0-10 hm% L-Argininu) v porovnani s kontrolou,

Kruskal-Wallis test; Zadné statisticky vyznamné odlisnosti; n = 10.
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Testovany material vice reagoval pii testovani PT - wvné&j8i a spole¢né cesty
koagulace, viz obr. 21. Hodnoty vzorkii PCL a PCL s 1 hm% L-Argininu se od kontroly
nelisily, jejich 95% IS byl (10,75; 10, 85). Vzorky s 5 hm% a 10 hm% L-Argininu se od
kontroly lisily, jejich ¢as byl vyssi, u PCL s 5 hm% L-Argininu byl 95% IS (10,98; 11,14)
auPCL s 10 hm% L-Argininu (11,37; 11,73).

13-
*kkk
124 T
w
= *k
=
11 ==
= e =
1 0 L] T L] T T
2 N C) O O
RIS SO S &
Oo e\eV e\o\’ o\oV
47 x" x'\Q
N N
& & &

Obr. 21: Vysledky Quickova testu (PT) testovanych materidlu
(PCL + 0-10 hm% L-Argininu) v porovnani s kontrolou,
Kruskal-Wallis test; **p < 0,0021; **** p < 0,0001; n = 10.

3.3.3 Hemolyza

Vysledky testovani hemolyzy jsou zobrazeny na obr. 22. U vzorki z PCL
a PCL s 1 hm% L-Argininu byla zjisténa 0% hemolyza, u vzorkdi z PCL s 5 hm%
L-Argininu byl 95% IS (229,1; 247,4) a u vzorka s 10 hm% L-Argininu byl 95% IS (245,3;
261,7). Dle ASTM F756-00 [33] materialy vykazujici hemolyzu nad 5 % jsou hemolytické.
U vzorki s 5 hm% a 10 hm% L-Argininu bylo procento hemolyzy vyssi nez 200 %, mohlo
dojit k interferenci L-Argininu nebo jeho produktii s hemoglobinem. Tato moznost bude
ovétena v rdmcei budoucich experimenti. Nehemolytickymi materidly byla vrstva z Cistého

PCL a PCL s 1 hm% L-Argininu.
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Obr. 22: Vysledky hemolyzy testovanych materidali (PCL + 0-10 hm% L-Argininu),
negativni (NC) a pozitivni (PC) kontroly, Kruskal-Wallis test; ****p < 0,0001; n = 5.

3.3.4 Cytotoxicita

Byla testovéana viabilita bunék s riznou koncentraci L-Argininu, aby bylo zjisténo,
od které koncentrace je vliv L-Argininu pro bunky jiz toxicky a zda u néckterych
koncentraci dochazelo ke zvySeni viability bunék. Viabilita byla testovana tézZ s extrakty
ze 14denniho uvolfiovani L-Argininu z PCL nanovldkennych vrstev s aktivni
latkou v médiu, z davodu zjiStovani, kdy vrstva s danym hm% aminokyseliny
piekracuje mez cytotoxicity. Testovani viability probéhlo s fibroblasty, endotelovymi
butikami a hladkosvalovymi buiikami. Dle normy CSN EN ISO 10993-5 [30] je latka
cytotoxicka, pokud viabilita poklesne pod 70 %.

Data viability fibroblasti byla zpracovéana do grafu, viz obr. 23. U vzorki s 0,1 %,
0,25 %, 0,5 % a 0,75 % doSlo k mirnému poklesu viability (okolo 90%).
Vzorek s 1 % L-Argininu se liSil, byl zde zaznamenan pokles viability bunék,
a to prumérmné na 80 %. Nejvétsi pokles byl u vzorku s 2 % L-Argininu, jeho
primérnd hodnota viability byla 30%, tato koncentrace spolu s 5 % a 10 % byla

pro fibroblasty cytotoxicka.
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Grafy s viabilitou fibroblastl s vyluhy z PCL materialti s 0-10 hm% L-Argininu
jsou zobrazeny na obr. 24. U vSech materialu se viabilita fibroblastd pohybovala okolo
100%, ale po 14 dnech doslo k jejimu poklesu, nejvice u PCL s 10 hm% L-Argininu, kde
klesla na 50 %. Ke snizeni viability po 14 dnech inkubace doslo pravdépodobné z divodu
zvySeni koncentrace L-Argininu nad 1 % 1 dle vysledki inkubace fibroblasti byla
koncentrace L-Argininu nad 1 % toxicka, viz obr. 23. K poklesu pod 70 % viability nedoslo

u materidlu s ¢istym PCL a u PCL s 5 hm% L-Argininu.
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Obr. 23: Viabilita fibroblastui po inkubaci s riiznou koncentraci L-Argininu
v porovnani s kontrolou (EBM), Kruskal-Wallis test;
¥ p <0,0021; ***p < 0,0002; ****p < 0,0001.

55



Technickd univerzita v Liberci Bakalarska prace

150+ 0
50 PCL PCL+1% L-Arg
& 1004 E3 | — - ==
£ 1001 3 e = * = e .
3 = | s
© > $_
s R 501
X 501
*k%
- L=
0 ' ' > SITOIE
S &N e N & oo P
W & K F O
v A A
O & ¢ RTLT o o RO SRRV
& Q Q Q & x N \o\° o\o
Q O N x x
RV QY q(’\' v
1501 PCL+5% L-Arg 1507 PCL+10% L-Arg
* * *kkkk
< 100 = 100+
5 2
> > *%
X 501 X 504 =
*kk%k *%k%
e 0 —-_—
\M N N X X S \N N o X AN
\xg;" & &\ &u & S ‘@“ /\&o &\ y G &b‘ & S
S & o Q > S T NP
F ¥ o IS S YV
N 8" 8 o ¢§\°V oo N 8" 8 S° S8
& & Y O
Qo QC; < Q Q(’ QO\’ v

Obr. 24: Viabilita fibroblastii po inkubaci s extrakty PCL materiali s 0-10 hm% L-Argininu
v porovnani s kontrolou (DMEM);
Kruskal-Wallis test u 0, 1; 10 hm% L-Arg, Bonferroniho test u 5 hm% L-Arg;
*p <0,1234; **p < 0,0021; ***p < 0,0002; ****p < 0,0001.

Graf s vysledky testovani viability endotelovych bun€k zobrazuje obr. 25.
U endotelovych bun€k byla viabilita srovnatelna s kontrolou u koncentraci 0,1 %, 0,25 %
a 0,5 % byla jejich primérna hodnota viability 94 %. U vzorku s 0,75 % L-Arigininu doslo
k poklesu viability, u 1 % byl jiz pokles vétsi, primérna viabilita endotelovych bun¢k
byla 75 %. Koncentrace 2 %, 5 % a 10 % byla pro endotelové bunky cytotoxicka.

Vysledky testovani viability endotelovych buné¢k s vyluhy z PCL materiala
s 0-10 hm% L-Argininu jsou zobrazeny na obr. 26. Viabilita bun¢k byla u v§ech materiala
obdobna, nejvyssi viabilita byla s vyluhy po 1 h a 4 h, kdy byla srovnatelnd s kontrolou
(EBM) a pohybovala se kolem 100 %. Od 168 h viabilita klesala, u materidlu s 1 hm%
L-Argininu, kde doslo k poklesu jiz po 24 h. Po 14 dnech se viabilita endotelovych bunék

u vSech materialti pohybovala okolo 80 %, tudiz pravdépodobna koncentrace L-Argininu
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byla vyssi nez 0,75%, ale koncentrace se mize mirné liSit, protoze vyluhy byly méfeny do

kompletniho média (DMEM).
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Obr. 25: Viabilita endotelovych bunék po inkubaci s riiznou koncentract
L-Argininu v porovndni s kontrolou (SmBM), Bonferroniho test;

% < 0,0021; **** p < 0,0001.
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Obr. 26: Viabilita endotelovych bunék po inkubaci s extrakty PCL materialit

s 0-10 hm% L-Argininu v porovnani s kontrolou (EBM); Bonferroniho test;
*p <0,1234; **p < 0,0021; ***p < 0,0002; ****p < 0,0001.

Cytotoxicitu hladkosvalovych bunék zobrazuje obr. 27. Viability okolo

90 % dosahovaly vzorky s 0,1 %, 0,25 % a 0,5 % L-Argininu. U 0,75 % koncentrace

L-Argininu doslo k poklesu viability na 51 %. Od vzork s 1 % L-Argininu byla viability

hladkosvalovych bun¢k pod 50 %, tyto koncentrace pro né€ byly cytotoxické.

Viabilitu hladskovalovych bunék s vyluhy z PCL materidld s 0-10 hm%

L-Argininu zobrazuje na obr. 28. Témét 100% viabilita srovnatelna s kontrolou (SmBM)

byla u vSech materidld po 1 h, 4 h a 24 h, u cisttho PCL a PCL s 5 hm%

Cvwr

hodnota viability byla u vSech materidlti po 14 dnech, pohybovala se okolo 80 %. Tudiz

koncentrace L-Argininu byla pravdépodobné vyssi nez 0,75 %, protoze koncentrace

L-Argininu vyssi nez 0,75 % zptisobovala pokles viability buné€k, viz graf na obr. 27.
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Obr. 27: Viabilita hladkosvalovych bunék po inkubaci s riiznou koncentraci L-Argininu
v porovnani s kontrolou (DMEM),; Kruskal-Wallis test;
*p <0,1234; **p < 0,0021; ***p < 0,0002; ****p < 0,0001.
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Obr. 28: Viabilita hladkosvalovych bunék po inkubaci s extrakty PCL materialii
s 0-10 hm% L-Argininu v porovnani s kontrolou (EBM);
Bonferroniho test u 1; 5 hm% L-Arg; Kruskal-Wallis test u 0; 10 hm% L-Arg;

¥ p < 0,0021; ****p < 0,0001.
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ZAVER

Bakalatska prace byla zaméfena na uvoliiovani L-Argininu z polykaprolaktonovych
(PCL) elektrostaticky zvlaknénych nanovrstev, které obsahovaly aktivni latku L-Arginin.
Cilem bylo kvantifikovat koncentraci L-Argininu pii uvoliovdni po dobu 14 dni
a biologicky otestovat pouzité materdly a vliv koncentrace aktivni latky. Problematika
inkorporace L-Argininu do PCL vrstev pro vyvoj koznich kryti nebyla dosud pfilis
prozkoumana. Polykaprolaktonové nanovldkenné vrstvy s L-Argininem jsou vhodné nejen
jako kozni kryty, ale také maji potencialni vyuziti v kardiovaskularnim systému.
Elektrostatické zvldknovani umoziuje inkorporaci L-Argininu do nanovlakennych vrstev.
Pro testovani byly pouzity nanovlakenné PCL vrstvy s rtiznou koncentraci L-Argininu
od 0 do 10 hm%. Bylo zjiténo, Ze L-Arginin ovliviiuje morfologii a povrchové vlastnosti
PCL scaffoldl. Se zvysujici koncentraci aminokyseliny se ve vrstvach objevovalo vice
defektii a byly naméfeny vétsi primeéry vldken, téz doSlo k naristu plosné hmotnosti.
Polykaprolakton je hydroféobni materidl, coz neni nejvhodnéj$i vici adhezi bunck
a inkorporaci L-Argininu se hydrofobicita mirn€¢ zvySovala.

Béhem dlouhodobé inkubace L-Argininu dochazelo ke snizeni jeho koncentrace.
Uvolnovani aktivni latky bylo ovlivnéno vodnym prostfedim, ve kterém byly materialy
inkubovany 1 jejich pfedupravou. Oplach fosfatovym pufrem i1 ethanolem mél
na uvolnovani aktivni latky negativni vliv, naopak sterilizace ethylen oxidem neovliviiuje
koncentraci L-Argininu. Pfi inkubaci v PBS bylo uvoliovani aktivni latky postupné.
U nanovldkenné vrstvy s 5 hm% L-Argininu byla koncentrace po 14 dnech experimentu
30,8 g/l a 43,1 g/l u vrstvy s 10 hm% L-Argininu. V kompletnim médiu probihalo
uvoliiovani aktivni latky rychleji, ale uvolnéné mnozstvi po 14 dnech inkubace bylo nizsi
nez u PBS. V médiu se z nanovlakenné PCL vrstvy s 5 hm% L-Argininu uvolnilo 10,5 g/l
a 16,5 g/l z vrstvy s 10 hm%.

V ramci experimentu byla testovana hemokompatibilita testovanych materialt; byl
proveden test trombogenicity, koagulace aPTT a PT a hemolyza. Pfi testovani
trombogenicity vykazovala nejvEtsi viabilitu trombocytli vrstva s 5 hm% L-Argininu,

ve vrstvach se tvotily agregaty trombocytl. Vysledky trombogenicity byly ovlivnény
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manipulaci vzorkli, smérodatngjs$i testovani bude provedeno s plnou krvi. Testovany
materidl nezvySoval Cas koagulace pii testovani aPTT, u testovani PT prodluzoval
L-Arginin ¢as srazeni vnéjsi a spolecné cesty koagulace material s 10 hm% L-Argininu
a mirné zvyseni vykazoval i materidl s 5 hm% L-Argininu. U testovani hemolyzy byly
materidly PCL a PCL s 1 hm% L-Argininu nehemolytické, u materidld s 5 a 10 hm%
byla zjiSténa hemolyza vy$§i nez 200 %, coz mohlo byt zplsobeno interferenci
L-Argininu nebo jeho produktll s hemoglobinem. Tato moZnost bude ovéfena v ramci
budoucich experimenti.

Fibroblasty a endotelové buiky byly Zivotaschopné pifi koncentraci L-Argininu
do 1% a u hladkosvalovych bun¢k do 0,75%, hodnoty vyssi byly pro bunécné linie toxické.
Béhem uvolnovani v kompletnim médiu témto hodnotdm odpovidala pouze koncentrace
uvolnéné aktivni latky z PCL s 10 hm% L-Argininu po 14 dnech.

Prace na tomto projektu bude déale pokraCovat, pro dalSi experimenty budou
na zéklad€¢ uvedenych vysledkli pouZzity nanovldkenné vrstvy s niz§im hm% L-Argininu
tak, aby byly hemokompatibilni a nezptisobovaly cytotoxicitu bun¢k. Budouci experimenty
budou zaméfeny na piesné pochopeni mechanismu uvoliiovani L-Argininu a testovani
uvoliiovani oxidu dusnatého. Dale jsou jiz v planu testy s plnou krvi a testovani materiali

in vivo na potkanech.
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PRILOHA A: Doplnéni kapitoly 3.1.1

PCL+5% L-Arg 283
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Obr. PA1: SEM nanovlakennych PCL vrstev s 0-10 hm% L-Argininu, méritko 50 um.



PRILOHA B: Doplnéni Kapitoly 3.3.1
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Obr. PB1: SEM PCL nanovlakennych s L-Argininem po 2 h inkubace se suspenzi

s trombocyty



