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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva vyuzitim elektrostatického rozprasovani pro
cilené dodavani léc¢iv a funkcionalizaci scaffoldt trombocytarnimi rastovymi faktory.
V teoretické ¢astijsou podany zakladni informace o tkanovém inzenyrstvi, biologicky
aktivnich latkach se zamérenim na trombocyty a jejich rastové faktory, enkapsulaci

téchto latek a jejich detekei.

Experimentalni ¢ast spoc¢iva v pripraveé trombocytarniho lyzatu, optimalizaci vyroby
PVA kapsli s bioaktivnimi latkami a naslednou detekci obsazenych proteint ve
vytvorenych kapslich. Podarilo se nam vytvorit kapsle obsahujici trombocytarni
lyzat, ktery jsme detekovali pomoci SDS-PAGE. Zjistili jsme, ze pokud pouzijeme
mensi pomér ethanolu ku vodé pri pripravé roztoku PVA, vytvari se nam pri

electrosprayingu mensi kapsle.

Klicova slova

Elektrostatické rozprasovani, Enkapsulace, Rastové faktory, Cilené dodavani l1éciv,

Funkcionalizace scaffoldu



Abstract

This thesis deals with the use of electrostatic spraying for targeted delivery of drugs
and functionalization of scaffolds by platelet-derived growth factors. In the
theoretical part are given basic information about tissue engineering, biologically
active substances, focusing on platelets and growth factors, encapsulation of these

substances and their detection.

Experimental part consists of preparing platelet lysate, optimization of production
PVA capsules with bioactive substances and the subsequent detection of the proteins
contained in the formed capsules. We managed to create a capsule containing
platelet lysate was detected by SDS-PAGE. We have found that if we use a smaller
ratio of ethanol to water in preparing the PVA solution, forms in the process of

electrospraying smaller capsules.

Keywords

Electrospraying, Encapsulation, Growth factors, Drug delivery system,

Functionalization of scaffolds
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Uvod

V posledni dobé¢ se vénuje pozornost pouziti polymernich materidlt v oblasti
tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny. Jde pfedev§im o podpirné leSeni, tzv.
scaffoldy, které vytvareji konstrukci pro novou tkan. Mohou také obsahovat latky, které
pomahaji proliferaci (hojné¢ déleni) a diferenciaci (vyvoj strukturné¢ i funkcéné
specializovanych) bunék. Dal$i moznosti je vyroba polymernich kapsli, které mohou
obsahovat biologicky aktivni latky pro podporu ristu ¢i n¢jaké 1éCiva a zajiStovat tak
cilené dodavani léciv (Drug delivery system). V soucasnosti je vyzvou uplatnéni
trombocyti v ruznych formach pro pouziti v medicinskych oborech. Trombocyty
obsahuji vysoké mnozstvi biologicky aktivnich latek, pfevazné riistové faktory, které
podporuji nejen proliferaci a diferenciaci bunék, ale také maji protizanétlivé ucinky atd.

Pouzivaji se nativni trombocyty, trombocytarni lyzaty, lyofilizaty apod.

V4

1 Teoreticka ¢ast

1.1 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi (ddle TE — tissue engineering) je interdisciplindrni obor
kombinujici konstrukéni materialy, bunky a vhodné biochemické faktory pro
zlepSeni ¢i nahrazeni biologické funkce, predevsim lidského téla. V praxi termin TE
lzce souvisi s aplikacemi, které jsou potieba na opravu nebo vyménu ¢asti nebo celé
tkané (napt. kosti, chrupavky, cévy, mocového méchyte, klize, svald atd.) Mezi
hlavni pozadavky na materidly pro TE patri bunéénd interakce se scaffoldy, jez
je vétsinou zajisténa vysokoporéznim netoxickym biodegradabilnim materidlem.

Druh, mira poréznosti a dalsi vlastnosti scaffoldu se 1isi dle aplikace.

Regenerativni medicina je casto pouzivana jako synonymum tkanového
inzenyrstvi, 1 kdyz v regenerativni mediciné je kladen vétsi diraz na vyuziti

kmenovych bunék v produkei tkéné. [1, 2]

Proces osazeni scaffoldu bunkami in vitro (Obr. 1):
a — izolace bunék
b — kultivace bunék

¢ —osdzeni scaffoldu (buniky + rtistové faktory + malé molekuly + nanoc¢astice)
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d —,vyroba“ tkané

e — transplantace nové tkané
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Obrazek 1: Proces osazent scaffoldu bunikami [3]

Existuji dva pristupy tkanového inzenyrstvi. Prvni spociva v implantaci
scaffoldu bez bunék, druhy pak v implantaci scaffoldu, ktery je in vitro osazen

bunkami (pacienta).

1.1.1 Scaffoldy pro TE

Scaffoldy (z ang. leSeni) jsou dileZitou éasti tkdnového inZenyrstvi, ne vSak
bezpodminecné nutnych. Jednim z odveétvi TE je 1 generovani tkané bez exogenniho
leseni. To znamen4, ze veskery material v konstrukei je bunééného ptavodu. Jako
priklad lze uvést tkan chrupavky a kuazi. Chrupavky mohou byt ,zlepSeny
¢1 opraveny” chondrocyty, kiize muze byt naopak ,,opravena‘“ ¢i vytvorena samotnymi

fibroblasty. [4, 5]

Bunky jsou casto implantovany nebo "nasazené" do umélé struktury schopné

podporovat tkanové formace.
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Scaffoldy obvykle splnuje funkce:

- Konstrukéni podpora pro zachyceni exogenné aplikovanych buneék, jejich rtst,
migraci a diferenciaci in vitro a in vivo

- Poskytovani tvaru a mechanické stability tkaneé

- Aktivni interakce s bunkami - podpora proliferace a diferenciace

- Zasobuje a dodava zevneé aplikované stimulujici rustové faktory, enzymy
a léciva

- Poskytuje prostor pro prokrveni a tvorbu nové tkané a jeji vaskularizaci

l6, 71

Scaffoldy by tedy mély splnovat nékolik pozadavka. Jedna se predevsim
o biokompatibilitu, biodegradabilitu, mechanickou podporu, porézni strukturu,
interkonektivitu, tkanove specificka struktura a moznost funkcionalizace biologicky
aktivnimi latkami (DD systém). Biokompatibilita uréuje kompatibilitu daného
materidlu s konkrétni tkani lidského organismu, rychlost degradace by méla byt
v nejlepsim pripadé primo tmeérna rychlosti formovani tkane, porézni struktura
umoznuje usazeni bunék, jejich rist, migraci a transport zivin. Interkonektivita
zarucuje dulezité propojeni jednotlivych péra pro vymeénu tekutin, odvod odpadnich

latek a nasledné vytvoreni novych tkani. Scaffoldy by také mély byt sterilizovatelné.

Scaffoldy se mohou rozdélit na vlakenné a nevlakenné. Mezi vlakenné materialy
patii tkané ¢ netkané mikrovldkna, nanovldkna (PCL, PVA, PLGA, chitosan,
kolagen, ...) a nanokompozitni materialy — napiiklad nanovldkna s inkorporovanymi
¢asticemi (aktivni uhli, hydroxyapatit, ristové faktory, lipozomy obsahujici aktivni
latky aj.). Mezi scaffoldy z nevlakennych materialéi mizeme zaradit kovy (upravené
povrchy), keramiku, sklo a hydrogely, coz jsou zesifované (stabilizované viiéi
rozpousténi ve vodé) hydrofilni polymery. Hydrogely bobtnaji v kontaktu s vodou,
absorbuji jeji velké mnozstvi, ale nedochazi k rozkladu ¢i rozpusténi struktury. Diky
tomu maji velice podobné vlastnosti jako mékké tkané. Hydrogely se zdaji byt
neporézni, avsak pravé diky pruniku vody dochazi i k priniku bunék a dalsich
dualezitych latek. Mezi hlavni materialy patri alginaty, kyselina hyaluronov4, fibrin
a modifikovany polyethylenoxid. Dalsi netkanné scaffoldy se pripravuji z rtiznych

syntetickych polymert a prirodnich latek. [7, 8]
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1.1.2 Materialy pouZivané pro vyrobu scaffoldi

Dnes jiz existuje mnoho druht scaffoldd. Scaffoldy mohou byt dle ptuvodu
rozdéleny na piirodni ¢i syntetické, dle typu na biodegradabilni (biologicky
rozlozitelné) ¢éi permanentni. V dne$ni dobé se TE nejvice vénuje biologicky
rozlozitelnym materialim. Vétsina materialti byla ve zdravotnictvi znama jiz pred
prichodem TE, kde byly napr. pouzivany jako biologicky resorbovatelné stehy. Jako
priklady téchto materiald lze uvést nékteré polyestery jako PCL, PLA, PLG, PVA,
PGA, PDO, kopolymery PLGA, PLCL aj. Z prirodnich materiald je vhodny také

kolagen, chitosan, kyselina hyaluronova (HA) a fibrin.

Soucasné biomateridly jsou navrzeny tak, aby meély idealni vlastnosti dle
konkrétni aplikace. Scaffoldy se diky rozdilnym materialim lisi biodegradabilitou,
prumérem vladken, raznou koncentraci, resorpci, transparentnosti a vyrobou.

(8, 9, 10]
Tabulka 1: Nékteré polymery a jejich aplikace [11]

PLLA Kosti, chrupavky, nervy

PGA Chrupavky, slachy, streva, jatra,
kosti, urotel (mocovy epitel)

PLGA Kosti, chrupavky, urotel, nervy,

pigmentova vrstva sitnice

PLLA + vlakna PLGA Hladké svalstvo

PLLA + kolagen (¢i PVA) Jatra

PLLA + PEG (blokovy polymer) Kosti

PLLA + PEG Mékké a tubularni tkané
PDO Kosti

PHA Kardiovaskularni tkan
PCL Drug delivery systém
PU/PLLA Malé cévy

PPF Kosti
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1.1.3 Metody vyroby
V dnesni dobé bylo jiz vyvinutou mnoho metod ziskavani poréznich struktur, které
se daji pouzit jako tkanové nosice. Kazda z téchto metod ma urcéitou vyhodu i
nevyhodu oproti ostatnim. Jak jiz bylo zminéno, na kazdou tkan ¢i k urcité
funkcionalizaci, jsou potreba nejriznéjsi vlastnosti materiald, coz predstavuje také
nepreberné mnozstvi vyrobnich technik. Prikladem vyrobni metody mohou byt
elektrostatické metody, termicky indukované fazové separace (TIPS),

emulagace/lyofilizace, metody plyn-péna, Solvent Casting & Particulate Leaching

(SCPL), Self-Assembly, CAD/CAM technologie a rtizné textilni technologie, atd.[8]

A.  Elektrostatické metody [12]

Termicky indukované fazova separace (TIPS) [13, 14]
Emulgace/lyofilizace [15]

Metoda plyn-péna [15]

Metoda rozpoustédlo-odlévani & louzeni ¢astic (SCPL) [15]
Self-Assembly [16, 17]

Pocita¢em podporovany design a vyroba (CAD/CAM) [18]

Do EE D oW

Textilni technologie (naplavovani, tkani, pleteni, pojeni

vldken, ...) [19]

U vyrobenych scaffoldti jsou nasledné provedeny testy charakteristiky:

- Morfologie (porozita, velikost pérd, velikost povrchu, primér vlaken)

- Mechanické vlastnosti (pevnost v tahu a tlaku)

- ,,Objemové“ vlastnosti (doba a mechanismus degradace, zmény mechanickych
vlastnosti béhem degradace)

- Vlastnosti povrchu (povrchova energie, chemické slozeni, naboj)

- Biologické testovani (cytotoxicita, biokompatibilita)

1.2 Elektrostatické zvlaknovani a rozprasovani

1.2.1 Elektrostatické zvlaknovani
Elektrostatické zvlaknovani je disledkem pretahovani mezi elektrostatickymi a

kapilarnimi silami. Prvni z nich hovoti o nabitych kapalnych subjektech, které se
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rozpadaji v disledku dlouhého dosahu odpudivych sil mezi coulombickymi ionty
stejného oznaceni, pricemz sila zptsobuje, ze kapalné ¢astice se hrnou spolecné, aby
se minimalizoval kapalny povrch a povrchova energie, ktera je vysledkem kratké
vzdalenosti mezimolekularni interakce na kvantové turovni. Tekuté roztoky se
mohou rozpadat dvéma moznymi zpusoby v zavislosti na jejich vnitini molekularni
strukture. Pokud jde o jednoduché kapaliny s malymi molekulami, dochazi
k rozprasovani malych nabitych kapicek s tendenci se neustale rozpadat na mensi

az do jedné jediné s elementarnim nabojem, ktery je uvéznén v kazdé z nich. [20]

Pokud se ale jedna o kapaliny s vyssi viskozitou, zejména o roztoky polymert a
polymernich tavenin s dostatecné provazanymi makromolekulami, roztok se bude
rozpadat v malych dlouhych sloupcich pri presunu z jedné elektrody na druhou.
Vnitrni tlak elektrické povahy, zplisobené obrovskou koncentraci nabitych c¢astic
podobného charakteru, je nuti natahovat v podélném sméru. Tato tendence
protahovani spolu s tryskovou setrvacnosti a reologii ma za nasledek divoky bicovy
boéni pohyb.[20] V laboratornich podminkach se electrospinning provadi za pomoci
tycky ¢i trysky, ve vétsi vyrobé pak predevsim pomoci valecku smaceném

v polymernim roztoku. [21]

Collector

Syringe

0

S-S

High-voltage source |[HV

Obrazek 2: Schématické znazornéni zakladniho nastaveni pro elektrostatické zvlaknovani [22]

1.2.2 Elektrostatické rozpraSovani
Elektrostatické rozprasovani je metoda odvozena od -elektrostatického
zvlaknovani, ovsem neprodukuje nanovlakna, ale nanoc¢astice. Zarizeni jsou pro obé

metody stejnd, pouze zdlezi na parametrech polymeru a samotného procesu.

Principem rozprasovani, stejné jako zvlaknovani, jsou dvé protilehlé elektrody,

mezl kterymi je nezbytny rozdil potencialt. Prvni elektrodu tvori zarizeni pro
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rozprasovani roztoku a druhou tzv. kolektor, na kterém zustavaji vytvorené ¢astice.
Rozprasovani lze provadét z raznych typu elektrod, podminkou je vsak jejich
vodivost. Jako elektrodu muzeme pouzit kapilaru, tycku, valecek nebo strunu.
Polymerni roztok je ddvkovan do kapilary (jehla injekéni stiikacky), kde na konci
jehly po prekonani kapilarnich sil dochazi k vzniku Taylorova kuzele. Dle parametra
roztoku dochazi k electrospinningu ¢i electrosprayingu. V pripadé electrosprayingu
je proud polymeru vlivem Rayleighovy nestability formovan do tvaru velmi jemnych
kapek a na kolektor po odpareni rozpoustédla dopadaji jemné ¢astice. Pokud bude
dochazet k electrospinningu, vzniknou vlakna. Na obrazku 3 je znazornéno jehlové

elektrostatické rozprasovani. [21, 23]

KOLEKTOR

POLYMERMI ROZTOK ROZPRASDVANT

POLYMERNI ROZTOK
INJEKENT STRIKACKA JEHLA -

TAYLOROY KUZEL

DAVKOVACI ZARIZENI |

ZOROJ
YYSOKEHO
NAPETI e

Obrazek 3: Schéma electrosprayingu z jehly [24]

1.2.3 Parametry electrospinningu/electrosprayingu

Parametry polymerniho roztoku
VISKOZITA

Viskozita roztoku je kritickym klicem prii urcovani morfologie vlaken. Bylo
prokazano, ze kontinualni hladka vlakna nemohou byt ziskdna z roztoku s velmi
nizkou viskozitou, protoze nesplnuji pozadavek na vhodnou viskozitu pro

elektrostatické zvlaknovani. [25, 26] Je dfilezité poznamenat, ze viskozita,
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koncentrace polymeru a polymerni molekulové hmotnosti jsou navzajem propojeny.

[27]
KONCENTRACE

Koncentrace roztoku polymeru hraji dualezitou roli pri tvorbé vlaken béhem
procesu zvlaknovani. Pro jednoduchost lze uvést 4 kritické koncentrace. Pri nizké
koncentraci doch4azi prednostné k elektrostatickému rozprasovani micro/nanocastic.
Pokud je koncentrace o néco vyssi, 1ze dosdhnout smeési vlaken s casticemi. Pri
vhodné koncentraci vznikaji kompaktni hladka vlakna. Pii vysoké koncentraci

polymeru bude dochdzet k vzniku &roubovicového mikropasu. [27]

MOLEKULOVA HMOTNOST

Molekulova hmotnost polymeru mé rovnéz vyznamny vliv na morfologii vlaken.
V zasadé odrazi zapleteni polymerniho retézce v roztocich, zejména viskozitu
roztoku. Nizka molekulovd hmotnost polymeru predurcuje vznik ¢astic, tudiz se
uplatnuje predevsim electrospraying. Pokud bude optimalni molekulova hmotnost,
dochazi opét ke spinningu a vzniku hladkych vldken. Pri pouziti

vysokomolekularniho polymeru mtize dochazet ke vzniku mikro-pasu. [27]
VODIVOST ROZTOKU

Bylo zjisténo, Ze zvyseni vodivosti roztoku (povrchova hustota naboje) m4 dopad
na produkei jednotlivych vlaken s mensim poctem koralka a uzld. Docili se toho
pridanim iontové soli do roztoku, napr. NaCl, KH2PO4. S pomoci iontové soli mohou
byt ziskdna nanovlakna s malym primérem. Vyssi vodivosti roztoku muze byt také
dosazeno pouzitim organické kyseliny jako rozpoustédla. Napriklad, Huang a kol.
[28] pouzili kyselinu mravenéi jako rozpoustédlo k rozpusténi nylonu a ziskani

ultratenkych (3 nm) elektrostaticky nylon-koralkovych vlaken. [27]
POVRCHOVE NAPETI

Elektrostaticky mohou byt rozprasovany pouze polymerni roztoky s hodnotami
povrchového napéti do 50 mN/m [29]. Proto se ¢asto pridava do rozpoustédla jina

latka snizujici povrchové napéti. Pro polyvinylalkohol (PVA) se pouzivé ethanol.
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Parametry procesu
NAPETI

Privedené napéti je rozhodujicim faktorem pii elektrostatickém zvlaknovani.
K zvlaknovani muze dochazet pouze pri vyssim napéti, nez je prahové, vznika
Taylortv kuZel, ze kterého pak tryskaji vldkna polymeru. [20] Na rozdil od
elektrostatického zvlaknovani staci pri elektrostatickém rozprasovani nizsi hodnoty
napéti. [30] Nékteré roztoky lze dobie rozprasovat uz pii hodnotdch mensich nez 10
kV. Vysoké napéti ma tendenci zvétSovat prumér ¢astic, tvorit defekty, dokonce 1
vldkna. [20, 21] Nékteii naopak zjistili, Ze s vy$sim napétim roste pravdépodobnost

vzniku kapsli. [31]
DAVKOVANT

Obecné plati, ze ¢im nizsi pratok, tim jsou vyrobena vlakna hladsi a tenci.

Vysoka hodnota priitoku obvykle generuje tlustsi vlakna s koralky. [27]
KOLEKTOR

Kolektor slouzi jako vodivy substrat pro sbér vldken/kapsli. Pro jednoduché
experimenty se nejcastéji pouziva aluminiova folie, je ovSem obtizné ziskana
nanovldkna/nanokapsle presunout na jiny substrat. S potrebou prenosu vyrobenych
vlaken ¢i kapsli byly vyvinuty dalsi kolektory — draténé pletivo, piny, rosty, rotujici

tyce, kolecka, atd. [27]
VZDALENOST JEHLY OD KOLEKTORU

Vzdalenost hrotu jehly od kolektoru méa vliv na primér a morfologii vlakna.
Pokud je vzdalenost prilis kratka, vlakna nemaji dostatek ¢asu na ztuhnuti, pokud

bude naopak p¥ili§ dlouh4, vznik4 nerovnomérné vlakno s koralky. [27]
OKOLNI PODMINKY

Parametry vlaken ¢i kapsli mohou ovlivnovat okolni podminky, jako jsou vlhkost
a teplota. Pri vyssi vlhkosti se vytvareji silnéjsi vlakna, pri nizsi dochazi
k vysusovani rozpoustédla drive, nez je potreba. Pri zvyseni teploty lze dosahovat

ten¢ich vlaken. [27,32]
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1.3 Drug delivery system

Systém cileného dodavani 1éciv a jejich rizeny rozpad zaznamenal v poslednich
letech vysoky narast. Jednda se nejcastéji o biodegradabilni polymery
funkcionalizované bioaktivnimi latkami, které umoznuji lokalni uvolnovani
aktivnich latek, avsak nejsou jedinou moznosti. Pouziti se zamétuje do medicinskych
oborii — prevazné do oblasti 1écby rakovinnych nadord, astmatu, hormonalnich
poruch a celkove do tkanového inzenyrstvi, kde zajistuje pozadovany lécebny tcinek.
Nanocastice, které mohou slouzit jako nosny material 1é¢iv, mohou byt lipozomy?,
nanocastice na bazi pevnych lipidd, dendrimerni? nanonosic¢e, kremenné,
magnetické a uhlikové nanocastice ¢i jiz zminéné polymerni nanocastice. Zde
existuji dva zakladni typy biodegradabilnich nanocastic z polymeru — nanokapsle a
nanosféry. Molekuly 1é¢iv tak mohou byt zachyceny uvnitr nebo naopak adsorbovany

na povrchu kapsle, viz Obr. 5. [22, 33 - 35]

@

Entrapped
Drugs

Nanocapsule

ve— Nano-fermulation Surface adsorbed
¥MET | | By Various drug
* Oy Methads
\ / Entrapped
Surface adsorbed
drug

Obrazek 4: Typ biologicky rozlozZitelnych nanocastic: Podle organizacniho usporadant biologicky
odbouratelné nanocdastice jsou klasifikovany jako nanokapsle, a nanosféra. [35]

! Lipozom - uméle vznikl4 kulovitéd struktura vytvorena z lipidové dvouvrstvy
2 Denrimery - opakované rozvétvené molekuly
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V dnesni dobé se vyzkum predevsim zaméruje na dodavani 1é¢iv proti rakovineé
(Suramin, Doxorubicin, Paclitaxel), antibiotikum (Rifampicin, Ampicillin), inhalaéni
léky (Salbutamol, beclomethason dipropionat) a proteiny (piedevsim ristové
faktory). Uvolfiovani 1é¢iva zavisi na jeho difuzi a na degradaci nosného materialu.

[33]

1.3.1 Kapsle a jejich charakteristika

Jedna se o kapsle s velikosti od nékolika nanometrt po desitky az stovky
mikrometra. Existuji dva zakladni typy kapsli. Prvni je homogenni distribuce
aktivni latky v polymeru, druhym typem je kapsle, jejiz jadro je tvoreno aktivni
latkou obalenou polymernim roztokem (Obr. 2). Druh4 metoda se voli predevsim v
pripadé, kdy kapalny roztok lé¢iva neni samostatné zvlaknitelny nebo misitelny s
polymernim obalem. V takovém pripadé lze kapsle vyrabét metodou koaxialniho

zvldknovéni, kdy jadro tvoii roztok 1é¢iva a polymer predstavuje obal. [33]
Charakteristika kapsli

Pro zjisténi vlastnosti muzeme urcit nosnost aktivni latky L, ktera udava
procentualni pomér mezi hmotnosti aktivni latky uvnitt mp a celkové hmotnosti

¢astic me.
L= % x 100% (1)

Dalsi vlastnosti je Gi¢innost zapouzdreni Ez, ktera udava pomér mezi hmotnosti
aktivni latky uvnitt kapsle mp a celkovou hmotnost latky pouzité k enkapsulaci

mm. [33]

E, = % X 100% (2)
a b c d

Obrazek 5: Morfologickeé typy kapsli a,b - typ jadro/plast, ¢ - matricova kapsle, d - vicejaderny typ
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1.3.2 Enkapsulace

Enkapsulaci se rozumi zapouzdirovani uréité aktivni latky do polymerniho obalu.
Takto lze vyrobit nanokompozitni material, ktery obsahuje substanci, ktera je
biologicky aktivni. Obalovy materidl byva velmi ¢asto degradovatelny. [36] V pribéhu
degradace se pak uvolnuje enkapsulovana aktivni latka. Pod pojmem mikrokapsle ¢i
nanokapsle jsou oznacovany castice kulovitého ¢i jiného tvaru s velikosti od priblizné
50 nm do nékolika stovek mikrometra. Na obrazku 2 jsou vyobrazeny ruzné
idealizované typy kapsli, které umoznuji uvolnovani aktivni latky v potirebném
Casovém intervalu. Zatimco kapsle a a b uvolni veskerou aktivni latku najednou,
kapsle ca d mohou uvolnovat latku postupné. Riznymi zptsoby vyroby kapsli 1ze tedy

¢asteéné ovliviiovat proces uvolnovani dané aktivni latky. [36, 37]

METODY ENKAPSULACE

V dnesni dobé existuje mnoho metod vyroby systému pro cilené dodavani 1éciv
ve formé kapsli. Tyto technologie mizeme rozdélit do tri zakladnich skupin, od
kterych se dale odvozovaly ostatni. Jedna se o emulgaci zaloZenou na odparovani
rozpoustédla, fazovou separaci (koacervace) a suSeni rozprasovanim.
Z odvozenych metod to jsou napriklad nanoprecipitace 1
mikro-fluidni technologie. Kazda z téchto metod se vyznacuje svou vlastni vyhodou 1

nevyhodou. [23, 38]

Metoda dvojité emulgace

Tato metoda je jednou z nejvice pouzivanych technologii pro vyrobu kapsli. Pri
vyrobé také zalezi na mnoha parametrech — pomér organického rozpoustédla, typ
povrchové aktivni latky, typ polymeru a molekulové hmotnosti. Vodny roztok aktivni
latky se disperguje v organickém roztoku s rozpusténou polymerni latkou, kdy
vznik4 primérni smés voda/olej (WO). Aktivni latky mohou byt v kapalné formé (W)
nebo v pevné fazi (P). Ve druhé fazi je primarni smés rozptylena do velkého objemu
vody obsahujici emulgator za vzniku sekundarni smési WOW/POW. Kapsle se

nasledné vytvari odparenim rozpoustédla nebo extrakei.
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Nevyhodou odpatrovani rozpoustédla je nutné pouziti vysoké teploty, casto
doprovazené snizenim tlaku. Pii extrakei se pouziva velké mnozstvi vody, coz mtze
byt nevyhodou pro nékteré polymery. Tuto metodu je mozné rozdélit na dalsi
podkategorie v zavislosti na pouzitém fazovém rozhrani - voda-v-oleji-ve-vodé
(W/O/W)(ve vodé rozptylené olejové kapicky, které obsahuji mensi kapiéky vodné)
nebo olej-ve-vodé-v-oleji (O/W/0). Tato technologie je velice ¢asové naroénd, dochézi
k mensi nosnosti a u¢innosti zapouzdrenych aktivnich latek. Pri odstranovani
rozpoustédla také casto dochazi k difundovani castic do vodného roztoku a
k nasledné adsorpci na povrch kapsli. To pak znamena rychlé uvolnéni velkého

mnozstvi aktivni latky brzy po aplikaci. [39 - 41]

Double Emulsion
Cisplatin/Water Sonicate = Cisplatin/Water
PLGA/CH,Cl, *.»% < .+—PLGA/CH,Cl,
Add to 1% PVA /Cisplatianater
— .{_PLGA/CHZGZ
=~ 1%PVA/Water

Obrazek 6: Schematické znazornéni pripravy zapouzdrené cisplatiny (chemoterapeutikum) pomoci metody

dvojité emulgace [42]
Metoda koacervace

Koacervace popisuje fazovou separaci kapalné polymerné bohaté faze
z makromolekuldrniho roztoku, kdy se rozpustnost snizuje chemickym nebo
fyzikalnim zpusobem. Tato metoda se podoba predchozi metodé, ovsem rozdil
nastava ve druhé fazi, kdy dochazi k rozdéleni na dva kroky. Nejprve se prida
primarni smeés do nerozpoustédla. Dochazi k oddéleni fazi a k tvorbé koacervatovych
kapicek. Diky pridani vytvrzujici latky se ve druhém kroku vytvori kapsle.
Nevyhodou této metody je mozné uvolnéni velkého mnozstvi aktivni latky

v podateéni fazi dodani. [39, 43]
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Obrazek 7: Schematické znazornéni pripravy mikrokapsli komplexni koacervaci pomoci Zelatiny a arabskeé gumy [44]

Metoda suseni rozprasovanim

Pri metodé suSeni rozprasovanim dochazi k rozprasovani roztoku s aktivni
latkou do proudu teplého vzduchu, ktery zajiStuje odpareni rozpoustédla. Suché
castice se nasledné ochladi na pozadovanou teplotu. Vyroba kapsli zahrnuje ¢tyri
faze: pripravu disperze nebo emulze, které maji byt zpracovany, homogenizace
disperze, atomizace roztoku a dehydratace rozprasenych éastic. [45]

Vlastnosti vyslednych mikrokapsli jsou zavislé na mnoha parametrech —
charakter davkovani roztoku, prutokova rychlost a vstupni teplota. Vyhodou této
metody je snadné kontrolovani pribéhu vyroby a jeho jednoduché zmény. Nevyhodou
jsou potrebnd vysoka teplota a oddélovani ¢astic. Tato metoda je nejrozsirenéjsim
prumyslovym postupem pro tvorbu ¢astic a suseni. Je vhodny pro kontinuélni vyrobu
suchych pevnych latek v prasku nebo aglomerovanych ¢astic vytvarenych z kapalné

suroviny. [39, 45]
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Obrazek 8: Schéma metody suSeni rozprasovanim [46]

Metoda elektrostatického rozprasovani

Tato technologie se jiz dlouho uplatnuje v oblasti hmotnostni spektroskopie a
inkoustového tisku, ovsem pro aplikaci v medicinskych oborech jde jesté o pomérné
novou metodu. Vyhodou je predevsim nevyuzivani emulznich roztokt a zaclenéni
aktivni latky do polymerniho roztoku jesté pred samotnym rozprasovanim. Zaroven
neni potireba vysokych teplot, jako je tomu mnapriklad u metody suseni
rozprasovanim. Lze také pomérné jednoduse kontrolovat velikost vytvarenych
¢astic. [33]

Elektrospraying ma potencial k omezeni pouziti organickych rozpoustédel, navic
je velmi univerzalni, pokud jde o vybér polymert, zarizeni a aktivnich latek. Je-li
aktivni latka velmi citliva na rozpoustédla (napiiklad enzymy, proteiny, DNA), lze
vyuzit koaxialniho rozprasovani, kdy je nejprve vytvoreno jadro s aktivni latkou a

nésledné obaleno polymernim obalem. [33, 47]

-30 -



Polymer organic solution
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AR DO
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solution Drug as dry &>
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Obrazek 9: Riizné metody zabudovani aktivni latky do polymernich castic pres monoaxialni electrospraying (od vodné
nanoprecipitace, emulgace a pevné disperze) pro vyrobu systémui castic (LHS), a koaxialni electrospraying pro vyrobu
systéemii kapsli (RHS) [33]

-31 -



1.4 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky jsou latky, které pozitivné ¢éi negativné ovlivnuji
biologicky proces. Mlize se jednat o prirodni latky jako napriklad med, mléko, okurky
aj., ale 1 o chemické slouceniny vyrobené umeéle. Nejcastéji to jsou proteiny
organického puvodu. Vétsinou obsahuji aktivni enzymy, rtzné antioxidanty. Pro

tuto praci jsou nejdulezitéjsi proteiny a rustové faktory, které se vyskytuji

v trombocytech.

Tabulka 2: Nekteré dilezité biologicky aktivni molekuly obsazené v PRP a jejich fyziologické role [48]

General category

Specific maolecules

Physiological role

Adhesive proteins

Clotting factors and associated
proteins

Fibrinolytic factors and
associated proteins

Proteases and anti-proteases

Growth factors, cytokines and
chemokines

Antimicrobial proteins
Membrane glycoproteins

Lipids

Basic proteins and others

Fibrinogen, fibronectin, vitronectin,
thrombospondin-1, von Willebrand factor,
laminin-8

Factor V, factor X, protein S, antithrombin, tissue
factor pathway inhibitor

Plasminogen, plasminogen activator inhibitor, a-2
antiplasmin, thrombin-activatable fibrinolysis
inhibitor

Tissue inhibitor of metalloproteases 1-4 (TIMP 1-4),
MMP-1, -2, -4, -9, -1 antitrypsin

TGF-8, PDGF, insulin-like growth factor (IGF)-l and -I,

FGF, EGF, VEGF, ECGF, KGF, GM-CSF, hepatocyte GF,

TNFa, RANTES, IL-8, IL-18, BMP-2, -4, -§|
Thrombocidins, kinocidins
allbf3, avp3, CD-40 ligand, P-selectin, tissue factor,
PECAM-1, CD63
Sphingosine-1-phosphate, HETEs, thromboxane By,
prostaglandin Fzu, leukotriene Ba, lipoxin Ag
Platelet factor 4, B-thromboglobulin, endostatins,
connective tissue activating peptide Ill,

chondroitin-4 sulfate, albumin, immunoglobulins G
and M

Cell contact interactions, cellular adhesion,
chemotaxis, ECM composition, clotting

Thrombin activation and its regulation, eventual fibrin
clot formation

Plasmin production and regulation

Regulation of matrix degradation, regulation of
cellular behavior, etc.

Chemotaxis, cell proliferation and differentiation,
promotion of ECM production, regulation of
inflammation, angiogenesis

Bactericidal and fungicidal properties

Platelet aggregation and adhesion, inflammation,
platelet-leukocyte interactions

Inflammation modulation, cell migration and
proliferation, etc.

Regulation of endothelial cell chemotaxis and
angiogenesis, vascular modeling, platelet
activation, etc.

1.4.1 Proteiny

Bilkoviny (proteiny, polypeptidy) jsou organické makromolekularni latky
polymerniho charakteru a jedna se o jednu z makromolekuldarnich slozek bunék.
Bilkoviny se skladaji ze specifickych L-aminokyselin spojenych peptidovou vazbou.
V jednom fetézci byva obsaZeno nejméné 100 aminokyselin. [49] Aminoskupina
jedné aminokyseliny je kovalentné spojena s karboxylovou skupinou dalsi
aminokyseliny. Libovolné dlouhy retézec vznika polykondenzaci, konec retézce
s nezreagovanou aminoskupinou se oznacuje N-konec, naopak konec s volnou

karboxylovou skupinou pak C-konec.
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Struktura bilkovin

Struktura proteint zavisi na jednotlivém usporadani aminokyselin a predurcuje
jejich funkei. Struktura bilkovin se rozdéluje na primarni, sekundarni, tercialni a

kvarterni.

Primarni strukturou se rozumi sled aminokyselin v retézci. Sekundarni
strukturou se rozumi prostorové usporadani 2 aminokyselin v okoli a jejich
stabilizace pomoci vodikovych mustkil. Rozlisuji se t¥i hlavni typy — a-helix (keratiny
a svalové proteiny), B-list a B-ohyb. Tercidlni strukturou je prostorové usporadani
vsech ¢asti proteinu, kdy postranni retézce 1 vzdalenych aminokyselin vzajemné
interaguji. Mezi nedalekymi aminokyselinami se vyskytuji disulfidické mustky
(cystein), kovalentni i nevazebné interakce.
Existuji dva typy tercialni struktury — globularni a fibrilarni struktury. Kvarterni
struktura se rozliSuje u proteinu skladajicich se ze dvou ¢i vice polypeptidovych
retézcud. Jedna se o spojeni ¢i propojeni jednotlivych podjednotek proteint. Prikladem

bilkoviny majici kvartérni strukturu je napiiklad hemoglobin. [49, 50]

-33 -



Primary protein structure
is sequence of a chain of aming acids

Pleated sheet Alpha helix

ocours whan tha saguance of amino acids
are linkad by hydrogen bonds

A\
‘ Secondary protein structure
A\

Fleated sheat
Tertiary protein structure
occurs whan cartain attractions are pressnt
betwean alpha helicas and pleatad shaats.

Quaternary protein structure
is & protein consisting of more than ona
aming acid chain.

Obrazek 10: Struktura proteinii - 1 — primdrni struktura, 2 — sekundarni struktura (p-list, a-helix), 3 — tercialni
struktura, 4 — kvarterni struktura [51]

1.4.2 Analyza proteini
SDS-PAGE

Elektroforetické metody jsou zaloZzeny na schopnosti pohybu elektricky nabitych
molekul v elektrickém poli. U proteint se nejcastéji vyuziva tzv. polyakrylamidova
gelova elektroforéza (PAGE). Polymerovany gel se vlozi mezi dvé nddoby naplnéné
pufrem, do kterych se ponori elektrody. Vzorky se nanesou do jamek na horni strané
gelu. Pouzivaji se alkalické pufry, které proteinim davaji negativni naboj a v

elektrickém poli se proto pohybuji smérem ke kladné nabité elektrodé - anodé. Pri
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pouziti nativnich protein se vyuzivd denaturaéni éinidlo SDS (sodium dodecyl-
sulfat), diky kterému pak lze proteiny separovat jen na zakladé jejich molekulové
hmotnosti. Proteiny se denaturuji rozpusténim v roztoku, ktery obsahuje negativné
nabité molekuly SDS. Navic se piid4ava redukéni ¢inidlo (B-merkaptoethanol), které
dokaze narusit disulfidové vazby v bilkovinach. Naslednd denaturace se provadi

varem.

SDS se vaze na proteiny a jeho vlastni negativni naboj zamaskuje naboj
proteinu. Prispiva taktéz k denaturaci proteinu, ¢imz eliminuje vliv tvaru proteinu
na jeho pohyblivost. Pocet molekul SDS navazanych na protein je zhruba umérny
jeho molekulové hmotnosti, proto kazdy protein ma bez ohledu na svou velikost také
ekvivalentni hustotu naboje. Jediny faktor, na zakladé kterého se proteiny nasledné
v gelu 1181 svoji pohyblivosti, je jejich molekulova hmotnost.

Pro zviditelnéni jednotlivych proteini se pouzivaji nespecifickd barviva jako
napriklad stribro ¢i Coomassie Brilliant modr. V pripadé analyzy vétsiho mnozstvi

proteint je lepsi vyuzit specifické imunochemické analyzy (Western blott). [52, 53]

Obrazek 11: Zakladni schéma SDS PAGE elektroforézy [54]
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Obrazek 12: Vzorec a princip SDS-PAGE [55]

Urceni koncentrace proteinu
METODA PODLE BRADFORDOVE

Tato metoda vyuziva vazby barviva Coomassie Blue Brilliant G 250 (CBBG)
na proteiny. Barvivo CBBG se vaze na molekuly proteinu v kyselém prostiedi dvéma
zpusoby. Trifenylmethanova skupina se vaze na nepolarni ¢asti proteinu a zaroven
anion sulfoskupiny na bazické skupiny, které jsou na vedlejsich tretézcich
aminokyselin, jako jsou arginin a lysin. Po vazbé barviva na proteiny dochazi
k barevné zméné, ktera je primo imérna mnozstvi proteinu. Standardné se smicha
20 pl vzorku se 180 pl c¢inidla Bradfordové na mikrotitracni desticce a necha se
5 minut inkubovat. Poté se zméri absorbance pti vinové délce A = 595 nm. Reakce
je vysoce citliva u albuminu a u mnoha globularnich proteind. Jako kalibrace se
pravé proto pouziva hovézi sérovy albumin (BSA). Nevyhodou této metody je velké

mnozstvi interferujicich latek, které jsou znamy. Metoda je jednoducha a citliva,
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proto je casto pouzivana. Tato metoda je trikrat az c¢tyrikrat citlivéjsi nez Lowryho

metoda a BCA metoda. [53, 56, 57]

BICINCHONINOVA METODA (BCA METODA)

Metoda vyuzivajici kyselinu bicinchoninovou (BCA) ke spektrofotometrickému
stanoveni celkovych proteint. Jeji princip je zaloZen na alkalické redukci médnatého
lontu proteinem a nasledné chelataci médnatého iontu kyselinou bicinchoninovou za
vzniku ¢erveného zbarveni. BCA metoda je velmi citliva na podminky provedeni —
na dobé a teploté inkubace, na charakteru proteinu pouzitého ke standardizaci.

[53, 58, 59]
BIURETOVA METODA

Jedna se o metodu zalozenou na interakei proteint s ionty médi, konkrétné na
chelataci médnatého iontu imidovymi strukturami bilkoviny, které jsou ionizované
v silné alkalickém prostredi za vzniku cerveného komplexu. V tomto stanoveni
interferuje glukosa a jiné méd redukujici latky (sulfhydrylové skupiny proteint —
keratin, vysoké koncentrace amonnych soli, nékteré fosfaty pouzivané pri purifikaci
proteint). Tato metoda je vhodna pro vzorky obsahujici 1 aZ 10 mg proteinu na
mililitr. Vétsina proteina poskytuje tmavé cervené zbarveni s maximem absorbance

pri vlnové délce Amax = 550 nm. [55, 58]

LOWRYHO METODA

Nejcastéji citovana fotometrickd metoda je vylepsenim biuretové metody
priddnim Folin-Ciocalteau (wolframan molybdenan) ¢inidla pro zlep$eni jeho
citlivosti. Chemické mechanismy, které vedou ke vzniku zbarveni, nejsou zcela
znamy. Vyskytuji se ve 2 krocich. V prvém kroku reaguje alkalicka smés médnatych
iontt a vinanu sodno-draselného (Lowryho ¢inidlo) s proteiny za vzniku Cu2*
koordina¢niho komplexu (Biuretova reakce). Za druhy krok je povaZovéna redoxni
reakce, béhem niz dochazi k presunu elektront na wolframan-molybdenan v Folin-
Ciocalteau fenolovém ¢inidlu, coz vede k barevnému produktu, ktery absorbuje
svétlo pri 750 nm. Elektrony mohou vznikat v Cu?" koordina¢niho komplexu,

ve zbytcich tryptofanu a tyrosinu nebo v jinych redukénich ¢inidlech v reakéni smeési.
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Timto zpusobem proteiny i tyrosinové a tryptofanové zbytky prispivaji k tvorbé
barev. Je znamo mnoho interagujicich latek, které zkresluji vysledky. Patii mezi
né volné aminokyseliny, lipidy a mastné kyseliny, rostlinné pigmenty, redukéni
c¢inidla, véetné redukujicich cukrt, volné thioly, polysacharidy, nukleové kyseliny,
sloucenin naznacuje, ze tato metoda muze byt falesné pozitivni ve vetsi mire, nez je
metoda biuretu. [58, 60] Modifikovany Lowry m4 line4drni rozsah od ~ 200 pg/ml az
4000 pg/ml za pouziti poméru éinidla ke vzorku 5: 1. [61]

STANOVENI Z UV SPEKTRA

Proteiny, které obsahuji vedlejsi retézce tyrosinu a tryptofanu, absorbuji svétlo
v UV oblasti spektra pri 275 — 280 nm. P11 vhodném nairedéni vzorku je mozné takto
stanovit celkovy obsah proteint  z hodnoty absorbance v této oblasti. Metoda je
citlivi  pro  stanoveni cistych  proteint v  koncentraénim  rozsahu
0,1 — 1 mg/ml. Molarni absorp¢ni koeficient je znadm u mnoha ¢istych proteint, proto

lze pomérné presné stanovit jejich molarni koncentraci. [53]

1.4.3 Riistové faktory

Riistové faktory (RF, GF - Growth factors) jsou specifické bilkovinné induktory?
bunécné proliferace. V lidském téle se uplatnuji v prabéhu ontogeneze, ale taktéz
v dospélosti, zejména pri reparaci a regeneraci pojivovych tkani. Terapeutickym
vyuzitim téchto proteint se od 90. let 20. stoleti zabyva nékolik svétovych center.
Prvni klinicky verifikované aplikace RF byly nejprve v oblasti orofacialni chirurgie?,
nyni postupné pronikaji aplikace RF do vétsiny chirurgickych obord mediciny.

Rustové faktory jsou proteiny syntetizované rozsdhlou skupinou bunék
mezenchymalniho pivodu. Specificky se vazi na receptory bunéénych membran a
indukuji bunécénou proliferaci a/nebo diferenciaci. Nékteré RF dokazi stimulovat
mnozstvi odliSnych bunécénych typd, jiné jsou prisné specifické. V procesech
regenerace pojivovych tkani se nejvice uplatnuji polypeptidy, které jsou
syntetizované magakaryocyty — Platelet-Derived Growth Factor (PDGF),
Transforming Growth Factor B-1 (TGF -1), Epidermal Growth Factor (EGF),
Vascular Endothelial Growth Factor VEGF). V inaktivni formé jsou obsaZené

3 Induktory - vyvolavace
4 Orofacialni chirurgie - oblast chirurgie zabyvajici se oblasti ust a obliceje

-38 -



v granulich trombocytt, ze kterych jsou uvolnovany napt. ptisobenim trombinu pri
hemostaze®. Rychlost a rozsah proliferace bunék je primo Umérna mnozstvi
aktivnich rustovych faktort. [62]

Rustové faktory nepodporuji pouze bunécnou diferenciaci a proliferaci, ale také
mnoho dalsich procest jako napriklad chemotaxi a dalsi procesy pro regeneraci

tkani.

PRP (platelet-rich plasma, plasma bohatd na trombocyty) je koncentrovany
roztok krevnich desticek. Aplikované rustové faktory v organismu vyrazné urychluji
proces reparace a regenerace, zaroven také silné redukuji zanét a tkan se hoji bez
vyraznych otokt. Tento efekt je ovlivnén pravé vysokym mnozstvim rastovych
faktort obsazenych v PRP. Trombocyty mohou byt také v umélém roztoku — napr.
tzv. composolu, obsahujici predevsim glukézu a sodné a draselné soli, takovéto

roztoky jsou oznacovany jako TRS (Trombocyte-Rich solution).

Tabulka 3: Nejdiilezitejsi trombocytarni riistové faktory v PRP a jejich molekulové hmotnosti [63, 64]

TGFB1 Transformujici Ovlada prvky proliferace, 44,341 kDa
rustovy faktor beta-I  diferenciace a jiné funkce v
mnoha typech bunék

PDGFA  Destickovy ristovy  Silny mitogen pro bunky 24,043 kDa
faktor, alfa polypeptid pojivové tkané a exertsits

funkce interakci se
souvisejici receptora
tyrosinkinazami
PDGFB  Destickovy rastovy  Podporuje proliferaci bunék 27,283 kDa
faktor, beta a inhibuje apoptézu
polypeptid
PDGFC  Destickovy rustovy  Zvysuje motilitu v 39,029 kDa
faktor C mezenchymalnich bunkach
fibroblast, bunék
hladkého svalstva,

kapilarnich endotelialnich
bunék a neuronu
PDGFD  Destickovy rustovy  Podili se na vyvojovych a 42,842 kDa
faktor D fyziologickych  procesech,

5 Hemostaza — zastava krvaceni
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steyjné jako u rakoviny,
fibrotickych onemocnéni a

arteriosklerozy
IGF1 Inzulinu podobny Zprostredkovava mnoho 21,841 kDa
rustovy faktor I vliva rastového hormonu
EGF Epidermalni rastovy Indukuje diferenciaci 14,460 kDa
faktor specifickych buneék, je silny

mitogenni faktor pro rizné
typy kultivovanych bunék,

jak ektodermalniho
puavodu, tak
mesodermalniho
FGF1  Fibroblastovy ristovy Navozuje genové exprese 133,994
faktor I jadra, angiogeneze a kDa
proliferaci fibroblastt
VEGFA Vaskularni Mitogenem primarné pro 27,014 kDa
endotelialni rastovy  vaskularni endotelialni
faktor A bunky, indukuje
angiogenezi
VEGFB Vaskularni Regulator fyziologie 21,602 kDa
endotelidlni rastovy  krevnich c¢év, s roli v
faktor B endotelovém cileni lipida
do perifernich tkani
VEGFC Vaskularni Angiogeneze a rast 46,883 kDa
endotelialni ristovy  endotelidlnich bunék, a
faktor C muze také mit vliv na

propustnost cév

1.4.4 Trombocyty

Trombocyty nebo-li krevni desticky, nékdy oznacované zkratkou PLT
(z anglického platelet) jsou spolu s erytrocyty (éervené krvinky), leukocyty (bilé
krvinky) a krevni plasmou souédsti krve savei. Trombocyty jsou bezjaderni
diskoidni téliska, maji nepravidelny tvar a jsou to nejmensi ¢astice v krvi. Vyskytuji
se v ruznych velikostech, tvarech 1 hustoté. Tvar trombocytth se méni dle stupné

aktivace. [65]

Trombocyty zastavaji v organismu tii hlavni funkce — zastavu krvaceni, vliv na

spravnou funkci endotelu a hojivé procesy. Trombocyty podléhaji radé interakei — se
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slozkami plazmy ¢i narusenym povrchem endotelu, vysledkem je pak aktivace

trombocytu. [66]
Proces aktivace:

Aktivace trombocytu — Metabolické a morfologické zmény —
— Adheze k jinym nez destickovym povrchim —
— Agregace (vzajemné shlukovani trombocytl) — sekrece (i RF)

— Retrakce (smrstovani agregovanych trombocyti)

Strukturu trombocytu lze rozdeélit do 3 oblasti: periferni oblasti, oblasti solubilniho
gelu a oblasti organel. V periferni oblasti se nachazi plasmaticky obal, glykokalyx
(ochranny plast povrchu krevni desticky tvoreny pievazné glykoproteiny a
proteoglykany), membranové a submembranové struktury, které zajistuji interakci
s mimobunécénym prostiredim. Oblast solubilniho gelu se sklad4 z pasu mikrotubuld,
submembranovych filament a mikrofilament, coz jsou zakladni jednotky
kontraktilniho systému trombocytt). Uprostied krevni desticky se nachézi oblast

organel - granulomera, coz je shluk acidofilnich granul a obcas 1 mitochondrie.

[65, 66]
Granulomera dale obsahuje 3 typy granul®:

° Alfa — obsahuje transformujici rastovy faktor-81, destickovy faktor 4,
destickovy rustovy faktor, Von Willebrandtav faktor,
B-tromboglobulin, fibrinogen, koagula¢ni faktory V a XIII, aj.

° Delta (denzni) - obsahuje serotonin, vidpenaté ionty, pyrofosfat, ATP, ADP

. Lambda (Iysosomy) - obsahuje lysosomalni enzymy

6 Granula — strukturn& malé &éstice, obvykle oznacovana jako sekrecni vagek
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Obrazek 13: Schéma slozZeni trombocytu [67]

Trombocytarni piipravky
Trombocytarni pripravky (TP) se déli dle zpisobu vyroby na:

a. Trombocyty z aferézy (TA)

b. Trombocyty z odbéru plné krve z buffy coatu (TB)

Diky vysokému mnozstvi rustovych faktora predstavuji trombocyty vyznamny
potencial pro regenerativni medicinu. Uvolnéné rustové faktory podporuji
v organismu bunécénou diferenciaci, proliferaci, transkripci specifickych proteint,
chemotaxi a dalsi procesy nutné pro regeneraci tkani. In vitro se trombocyty ve formé
PRP (platelet-rich plasma) vyuzivaji pro stimulaci bunééné proliferace riiznych typt

tkanovych kultur. [66, 68]

Expirace trombocytarnich pripravki je velmi kratka (5 dni), proto je vhodné je

pro vyzkumné ucely zamrazovat a zpracovavat na lyzaty, lyofilizaty aj.
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Obrazek 14: TRS z 11. 9. 2014 s koncentract trombocytii 715x10%ml z transfuzniho oddéleni KNL

Trombocyty z odbéru plné krve z buffy coatu

Vyroba trombocytarniho piipravku zahrnuje nékolik fazi (krok®). Nejprve se
provede odbér plné krve od darce, ktery mél v poradku krevni obraz a krevni
vysetfeni na infekéni nemoci. Krev se odebird do oznaceného vaku
s antikoagulacnimi latkami. Poté se necha krev miniméalné 2 hodiny odpocinout.
Nasleduje stoceni vaku v centrifuze pri urcitych podminkach zpracovani. Pak
dochéazi k separaci jednotlivych slozek. Prostredni frakce je tzv. ,Buffy coat®
obsahujici trombocyty, ¢ast plasmy, cervenych a bilych krvinek. Pres noc se buffy
coat nechava michat v tromboagitatoru a druhy den prichazi na radu miseni 4 vaka
s composolem (pufr obsahujici sodné, draselné a horeénaté soli, glukonat sodny a
dalsi). Nakonec se vaky jesté proplachnou composolem a opét se zcentrifuguje obsah
vaku pro dalsi separaci. Na automatickém lisu se oddéli trombocyty od cervenych

krvinek a filtrem se zachycuji bilé krvinky, takze dochazi k tzv. deleukotizaci.
Priprava trombocytarniho lyzatu

Existuje mnoho metod pripravy PL. Zakladnim principem je zamrazeni a
rozmrazeni trombocytarniho pripravku a jeho néasledné centrifugaci. Jednotlivé
postupy se lisi teplotami rozmrazeni, pocty cykld zamrazeni a rychlosti centrifugace.
Tii cykly zamrazeni pouzivaji zde [69, 70], minimalné 2 cykly se pouzivaji i [71].
Trombocytarni pripravky se rozmrazuji pii teploté 37°C podle [69, 701, ovéem podle
[71] je Setrnéjsi rozmrazovat pii teploté 5°C. Zamrazeni se nejvice provadi pti -80°C
[69, 71] nebo se provadi zamrazeni dusikem na teplotu -196°C [70]. Podle [69] se
centrifuguje pii 900 x g po dobu 30 minut pii pokojové teploté, [71] uvadi naopak p¥i
4000 x g po dobu 30 minut pii teploté 10°C, dle [70] sta¢i 1400 x g po dobu 10 minut.
Lisi se také teplota skladovani od -80°C [69] do -20°C [70, 71].
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5, v 7

2 Experimentalni ¢ast — optimalizace vyroby nanokapsli a studium
enkapsulace

2.1 Materidly a metody

2.1.1 Pouzité chemikalie

V nésledujici tabulce jsou vypsany vSechny chemikalie, které jsou potieba pro tuto
praci.
Tabulka 4: Pouzité chemikdlie

30% akryl-bisakrylamid mix Amresco, USA

APS — persulfat amonny Lach:Ner, Amonium persulphate
Neratovice

Bromfenolova modt Amresco, USA

BSA -  hovézi sérovy VWR International,

albumin USA

Coomassie Brilliant Blue Sigma Aldrich, Metoda podle Bradfordové
G-250 USA

Coomassie Brilliant Blue Roth, Némecko SDS-PAGE
R-250
Ethanol 96,8% Penta s.r.o., Praha
Glycerol Roth, Némecko
Glycin VWR International,
USA
Chloroform 99,8% Penta s.r.o., Praha
Kyselina fosforeéna Penta s.r.o., Praha
Kyselina chlorovodikova Penta s.r.o., Praha
Kyselina octova Penta s.r.o., Praha
Methanol Penta s.r.o., Praha
Protein MW Marker, Wide Amresco, USA Proteinovy  marker  pro
Range K494 elektroforézu

- 44 -



PVA Mowiol 3-98 18.000MW Kuraray Co., Ltd,
Japonsko

PVA 16% Sloviol R Novacke chemické
zavody, Slovensko

SDS — dodecylsiran sodny Sigma Aldrich, Sodium dodecyl sulphate

USA
TRIS Amresco, USA Tris(hydroxymethyl)amino-
methan
B-merkaptoethanol Roth, Némecko
Composol Fresnius Kabi AG- Nahradny roztok pro
61346 Bad trombocytarni pripravky,

Homburg, Némecko slozeni viz Priloha A

2.1.2 Vytvorené roztoky

Pro praci bylo potreba pripravit roztoky pro SDS-PAGE. Roztoky byly
pripraveny podle navodu firmy Roche [72]. Jednotlivé roztoky slouzily pro pripravu
polyakrylamidovych separac¢nich gelti. Podle predpokladaného vysledku se vybere
vhodné koncentrace akrylamidu v gelu (Obr 15). Pro lyzaty se jevi nejvhodnéjsi
8% - 12% gel. Piresné slozeni jednotlivych geld je popsano v (Piiloha B). Déale bylo
zapottrebi pripravit roztoky pro kvantitativni analyzu proteinu podle Bradfordové.

Jednotlivé roztoky jsou popsany v nasledujici tabulce:

Tabulka 5: Slozent jednotlivych roztokii [57, 72]

R RSN

10% SDS 10 g SDS Objem doplnén dH20 do
- 90 ml destilovand voda 100 ml, skladovani pri
% (dH20) pokoj. teploté
w0 1,6 M Tris-HC1 9,09 g Tris Objem doplnén dH20 do
93 pH 6,8 40 ml dH20 50 ml, pokoj. teplota

pH upraveno HCI
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1,5 M Tris-HC1
pH 8,8

10% amonium

persulfat

2x SDS-PAGE
vzorkovy pufr

8%
polyakrylamidovy

rozdélovaci gel

12%
polyakrylamidovy

rozdélovaci gel

5% Zaostrovaci

gel

18,7 h Tris

80 ml dH20

pH upraveno HCI
1g APS

8 ml dH=20

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

30 ml glycerol

15 ml B-merkaptoethanol

1,8 mg bromfenolova
modr

4,6 ml dH20

2,7 ml 30% akryl-

bisakrylamid mix

2,5 ml 1,5M Tris (pH 8,8)
0,1 ml 10% SDS

0,1 ml 10% APS

0,006 ml TEMED

3,3 ml dH20

40 ml 30% akryl-
bisakrylamid mix

2,5 ml 1,5M Tris (pH 8,8)
0,1 ml 10% SDS

0,1 ml 10% APS

0,006 ml TEMED

2,7 ml dH20

0,67 ml 30% akryl-
bisakrylamid mix

0,5 ml 1,5M Tris (pH 6,8)

0,04 ml 10% SDS

Objem doplnén dH20 do
100 ml, pokoj. teplota

Objem doplnén dH20 do
10 ml, zamraZen na -
20°C

Sample buffer, objem
doplnén dH20 do 100

ml, zamrazen na -20°C

10 ml/ 1 gel
(Pt{loha B)

10 ml/ 1 gel
(Priloha B)

4ml/1 gel
(priloha B)
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10x SDS-PAGE
pufr

CBB barvici

roztok

CBB odbarvovaci

roztok

Susici roztok

Cinidlo

Bradfordové

Standart BSA

Metoda podle
Bradfordové

0,04 ml 10% APS
0,004 ml TEMED

800 ml dH=20

10 g SDS

30,3 g Tris

144,1 g glycin

450 ml methanol

100 ml kyselina octova
400 ml dH20

2,5 g CBBR

450 ml methanol

100 ml kyselina octova

400 ml dH=20

450 ml methanol

100 ml kyselina octova
30 ml glycerol

370 ml dH20

10 mg CBBG

5 ml ethanol

10 ml kyselina fosfore¢na
1 mg BSA

90 ml dH20

Running buffer, objem
doplnén dH20 do 1000
ml, pokojova teplota

Staining solution,

objem doplnén dH20 do

1000 ml, pokojova
teplota
Destaining solution,

objem doplnén dH=20 do

1000 ml, pokojova
teplota
Objem doplnén dH20 do
1000 ml, pokojova
teplota
Objem doplnén dH20 do

100 ml., teplota 4°C

Objem doplnén dH20 do
100 ml, zamrazen na -

20°C

2.1.3 PouZzita laboratorni zartizeni, pristrojova technika

VSechna zafizeni, ktera byla pouZita, jsou ptehledné vypsana v nasledujici tabulce 6:
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Tabulka 6: Seznam pristrojii

Rastrovaci elektronovy

mikroskop Vega 3 SB

Obrazovy
NIS-Elements AR 3.2
ELx808

analyzator

Absorbance
Microplate Reader

pH metr pH700
SDS-PAGE elektroforéza
Enduro Power Supplies
300V

Centrifuga Z36HK

Vodni lazen LCB-6D

Quorum Q150ES

Hlubokomrazici box
MDF-033V

Centrifuge 5415C

Termoblok BBA
Linearni pumpa KDS 100
Zdroj vysokého napéti
SL 150

Zdroj vysokého napéti
ERS0P6

Tescan Brno s.r.o

Nikon Instruments

Biotek

Eutech Instruments
VWR International
Labnet

HERMLE
GmbH

Labtech International Ltd,

UK

Quorum Technologies
UK

SANYO Electric Co.,
Japan

Gerédtebau
Némecko

Grant BOEKEL
KD Scientific, USA
Spellman, USA

Glassman High Voltage Inc.

Labortechnik

Litd,

Ltd.,

Eppendorf,

Energiovée disperzni
prvkovy
mikroanalyzator (EDX)
Software

Spektrofotometr, GEN5

Data analysis software

Vertikalni elektroforéza

Zdroj napéti

Zlaticka

-80°C

Centrifuga pro

mikrozkumavky

Davkovaci zatizeni

- 48 -



SDS — PAGE elektroforéza

V praci byla pouzita vertikalni SDS-PAGE elektroforéza od firmy VWR
International se zdrojem Enduro Power Supplies 300V od firmy Labnet.
Nosicem je polyakrylamidovy gel, ve vétsiné experimentt byl 8%, v prvnich pokusech
byl pripraven i 12%. Kazda koncentrace presnéji detekuje urcité rozmezi molarnich
hmotnosti proteinti, viz Obr 16. Kazdy gel byl pripraven z roztokui 10% SDS,
destilované vody, Tris-HCI pH 8,8, 30% mix akryl-bisakrylamidu, 10% ammonium
persulfatu a TEMED. Mnozstvi jednotlivych chemikalii se lisilo dle koncentrace gelu
a dle mnozstvi pripravovaného gelu, viz tabulka v Priloze B. Vse se smichalo,
naposledy se pridaval ammonium persulfat a TEMED. Hned se roztok pipetuje mezi
sklicka do vysky cca 2 em od horniho okraje, prevrstvi se destilovanou vodou a necha
se ztuhnout 45 minut. Poté se destilovana voda odstrani a pripravi se zaostrovaci gel
témeér stejného slozeni az na roztok Tris-HCI o pH 6,8. Jednotliva mnozstvi roztokt
jsou uvedena v tabulce. Mezi sklicka se pak tento roztok napipetuje a vlozi se tam
hreben, ktery vytvori v gelu jamky pro vzorky, necha se opét 40 minut ztuhnout.
Nasledné se hieben odstrani, cela elektroforéza se vlozi do elektroforetické vany,
prida se roztok SDS, promyji se jamky vytvorené v gelu a pomoci loudovacich spicek
se napipetuje vzorek a marker do jamek. Nejprve elektroforéza probiha pri napéti 70
V v oblasti zaostrovaciho gelu, kdyz celo elektroforézy projde timto gelem, l1ze napéti
zvysit na 120 V. Celo elektroforézy by se nemélo dostat mimo gel ve sklicku, je tedy
vhodné ji ukonc¢it par milimetri pred hranou skla. Po probéhnuti elektroforézy
(cca 2 az 2,5 hodiny) se gel vyjme ze sklicek, odiizne zaostiovaci gel a vlozi do roztoku
CBB barviciho roztoku (staining solution) piiblizné na 14 hodin. Poté se gel pienda
do CBB odbarvovaciho roztoku (destaining solution) na dalsich 14 hodin, pokud je
roztok prili§ zbarveny, je potreba jej vyménit za novy. Pokud je gel bezbarvy a
zbarvené jsou pouze jednotlivé separované proteiny
(prouzky — ,bandy*), presune se gel do suSiciho roztoku na priblizné 24 hodin.

Nasledné se necha gel ususit, nejlépe do folii, kde se da narovnat a vyhladit.
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% Acrylamide™
6% 8% 10% 12% 15%

200 kDa
100 kDa
90 kDa
80 kDa
70 kDa

Range of
separation of 60 kDa

proteins 50 KDa
40 kDa

30 kDa

20 kDa

10 kDa

0 kDa

* Glycin buffer
** Molar ratio of acrylamide:bisacrylamide is 29:1.

Obrazek 15: Separacni rozsahy proteinit v denaturacni SDS-PAGE [72]

Tzv. ,Running buffer, ktery je pufrem v elektroforetické vaneé, je roztok Trisu,
glycinu a dodecylsiranu sodného, ktery dava molekulam proteinti zaporny naboj.
Elektroforéza probihala pod napétim 70 V v oblasti zaostrovaciho gelu a pri 120
V v rozdélovacim gelu. Pro vSechny elektroforézy byl pouzit marker Protein MW
Marker, Wide Range (K494). Vzorky byly standardné pripraveny — 1 nl vzorku + 9
ul dH20 + 10 pl sample buffer, 10 minut povareny, do jamek se nanaselo 10 pl vzorku
pomoci pipet (trombocytarni lyzaty). Pokud se jednalo o roztoky PVA s TL, bylo
smichano 10 ul vzorku s 10 pl sample buffer, 10 minut povareno a do jamek bylo

nanaseno 20 pl.
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2.2 Vysledky a diskuze

Tato kapitola se vénuje vysledkim a diskuzi k jednotlivym experimentim. Nejprve
bylo potireba pripravit trombocytarni lyzaty a pokusit se ovérit pritomnost proteint.
Dalsi ¢ast byla vénovana enkapsulaci proteint a optimalizaci vyroby. V neposledni
radé se analyzovaly enkapsulované proteiny pomoci SDS-PAGE a metody podle

Bradfordové.

2.2.1 Priprava trombocytarniho lyzatu (TL)

Z TRS (Trombocytes-Rich Solution, TO KNL) byl ptipraven trombocytarni lyzat
dle postupu [70]. Dodany roztok bohaty na trombocyty mél koncentraci trombocyti
715 - 105/ml. Roztok byl zmrazen na -80°C po dobu 12 hodin a nasledné rozmrazen
ve vodni 14zni (firma Labtech) na teplotu 37°C. Tento cyklus byl opakovan celkem
tiikrat, aby se uvolnily vsSechny rustové faktory (Obr. 18). Dale se roztok
zcentrifugoval za podminek 900x g/30 min/20°C. Takto se oddélily pelety
(neobsahujici proteiny — Piiloha A) od supernatantu obsahuji rtstové faktory
(Obr. 19), ktery byl odpipetovan a uskladnén v -80°C do pouziti.

Provedli jsme taktéZz druhou metodu piripravy lyzatu podle [71]. Neprovadéli
jsme tedy jiz mnoho cykli zamrazeni, nybrz pouze jedno. TRS jsme nechaly
rozmrazit pii 5°C v lednici (cca 14 hodin) a zcentrifugovali za podminek
2830 x g/30 min/4°C. Supernatant jsme opét odpipetovali do 15 ml zkumavek a

zamrazili na -20°C.

Pelety — obsahuji piedev§im Supernatant ~ —  obsahuje

zbytky bun&énych membran prevazné rustové faktory a

dalsi proteiny

Obrazek 17: Trombocytarni lyzat pripraveny druhou metodou lyzace
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Pro zjisténi obsahu proteint (réistovych faktort) v jednotlivych fazich piipravy
lyzatu byla provedena SDS-PAGE, tedy elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v roztoku dodecylsiranu sodného. Pro prvni analyzu trombocytarnich lyzata byly
pouzity dvé ruzné koncentrace polyakrylamidového gelu, a to 8% a 12%. 8%
koncentrace gelu 1épe rozdéluje proteiny s vys$si molekulovou hmotnosti, naopak 12%
proteiny s nizs$imi hodnotami molekulové hmotnosti.

Byly zkoumany vzorky lyzatu po jednotlivém rozmrazeni a podle mista
uchovavani (lednice ¢i mrazak), aby se zjistil vliv teploty na proteiny obsazené
v lyzatu. Vzorky pro elektroforézu byly pripraveny v poméru 1 pl vzorku TL ku 9 nl
destilované vody ku 10 ul vzorkového pufru. Do jamek v gelu se nanaselo 10 pl, objem
nanaseného lyzatu ve vzorku odpovida 0,5 pl pripraveného lyzatu. Elektroforéza
probéhla za klasickych podminek, popsanych v kapitole SDS-PAGE, pri napéti 70
V v oblasti zaostrovaciho gelu a poté bylo napéti zvyseno na 120 V v rozdélovacim
(rozliSovacim) 8%, popr. 12% gelu.

Po ukonceni elektroforézy byly gely vyjmuty a vlozeny do CBB barviciho roztoku,
odbarvovaciho roztoku pro odbarveni pozadi gelu a poté do susiciho roztoku.
Jednotlivé gely vysychaly v celofanové folii.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 M(kDa)
‘ — 2120

b

—— 974

\ ---  — .

|
| ‘ﬂl\ 45,0

|
\ X 31,0

Obrdazek 18: 8% SDS-PAGE, prvni priprava lyzatu, vzorky: M - Marker Wide Range K 494, 1 —
TRS lyzat po 1. rozmrazent, 2 - TRS lyzat po 2. rozmrazeni, 3 - TRS lyzat po 3. rozmrazenti, 4 -
Supernatant po stoceni po 1. rozmrazeni (z lednice), 5 - Supernatant po stoceni po 2. rozmrazeni
(z lednice), 6 — Supernatant po stoceni po 3. rozmrazeni (z lednice), 7 — Supernatant po stocent
po l.rozmrazeni (z mrazdku), 8 — Supernatant po stoceni po 2. rozmrazeni (z mrazdku), 9 —
Supernatant po stoceni po 3. rozmrazeni (z mrazdaku), M — Marker Wide Range K 494
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Obrazek 19: 12 % SDS-PAGE, prvni priprava lyzatu, vzorky: M - Marker Wide Range K 494, 1
— TRS lyzat po 1. rozmrazeni, 2 - TRS lyzat po 2. rozmrazeni, 3 - TRS lyzat po 3. rozmrazeni, 4 -
Supernatant po stoceni po 1. rozmrazeni (z lednice), 5 - Supernatant po stoceni po 2. rozmrazeni
(z lednice), 6 — Supernatant po stoceni po 3. rozmrazeni (z lednice), 7 — Supernatant po stoceni
po l.rozmrazeni (z mrazdku), 8 — Supernatant po stoceni po 2. rozmrazeni (z mrazadku), 9 —
Supernatant po stoceni po 3. rozmrazeni (z mrazaku), M — Marker Wide Range K 494

7 vysledku elektroforéz jsem dosla k zaveéru, ze pro nase ucely ziskani nativnich
rustovych faktorti nemusime proces rozmrazovani provadét trikrat, ale pouze
jednou. Do obou geld byly nanaseny stejné vzorky z jedné mikrozkumavky. U 12 %
gelu (Obr. 19) je vidét pouze rozdil u vzorku ¢&islo 8, coz ale mize byt zap¥i¢inéno
chybou pii pipetovani vzorku do jamky v gelu. U 8 % gelu (Obr. 18) jsou patrnéjsi
rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Opét se nejvice lisil vzorek cislo 8. Prvni tii vzorky
(1-3) byly odebrany ihned po jednotlivém rozmrazeni. Zde vidime, Ze po 3. rozmrazeni
roztok zirejmeé obsahuje nejvétsi mnozstvi proteint, ovséem na 12 % gelu zadny rozdil
vidét neni. U vzorku ¢islo 3 se tedy jedna o chybu v pipetovani. Dalsi tii vzorky
(4-6) pochazi se supernatantu po stoteni TRS na centrifuze po jednotlivém
rozmrazeni, které byly uchovavany v lednici pri 4°C po dobu 14 dnt. U téchto vzorkta
obsahuje nejvétsi mnozstvi proteint vzorek cislo 5. Vzorky 7 a 9 jsou srovnatelné.
7 vysledk elektroforézy je patrné, ze vétsina proteinu se uvolni jiz po prvnim cyklu
rozmrazeni. Vzhledem k tomu, Ze pro zachovani nativity proteint (rtistovych

faktort) by bylo lepsi provadét co nejméné rozmrazovacich cykld, jsme se rozhodli
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provadét pouze jedno rozmrazeni. Dalo by se tak predejit nechténému poskozovani

rustovych faktort.

2.2.2 Zarizeni pro electrospraying a electrospinningu

Zavtizeni pro elektrostatické rozprasovani z jehly

Pro tvorbu kapsli bylo pouzito zarizeni pro elektrostatické rozprasovani a
zvlaknovani z jehly, jak je znazornéno na obrazku 14. Byla pouzita strikacka o
objemu 12 ml (A) s jehlou o priiméru 0,6 mm (0,4 mm), ktera obsahovala polymerni
roztok s latkou urcenou k enkapsulaci. Stiikacka byla umisténa do linearni pumpy
KDS 100 (B). Vyrobcem této pumpy je firma KD Scientific, Holliston, MA, USA. Na
jehlu byl pfiveden kladny potenciil elektrického stejnosmérného napéti (C). Zdroj
vysokého napéti (D) je od spolecnosti Spellman, New York, USA, s typovym
oznacenim SL 150, generujici napéti v rozsahu od 0 do 70 kV a vystupnim proudem
2,14 mA. Pro experimenty bylo pouzito napéti 25 kV. Jehla prochazi otvorem
v konstrukci (E), ktera zajistuje lepsi stabilitu nejen samotné jehly, ale i celého
zaiizeni a umoZnuje nastaveni vzdalenosti kolektoru (F) od jehly, ktera se lisi u
kazdého polymeru. Kolektor se uzemni (G) a pomoci magnetu se na néj prichyti
aluminiova félie (H) pro zachyceni vyrobenych ¢astic. Vzdalenost mezi kolektorem a

jehlou byla v rozmezi 15 — 17 cm v zavislosti na konkrétnim pokusu.

Obrazek 20: Zarizeni pro elektrostatické rozprasovani z jehly
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Zavtizeni pro kombinaci electrospinningu a electrosprayingu

Pro kombinaci obou technologii bylo sestrojeno zarizeni schématicky zobrazené
na Obr. 15. Zvlaknovani i rozprasovani probihalo pomoci stiikacek o objemu 12 ml
(A), které byly umistény naproti sobé. Jehly ve vét$iné experimenttt mély priamér 0,6
mm, v poslednim pokuse ovSem byla pouzita pouze 0,4 mm pro zlepseni podminek
sprejovani. Davkovani zajistovaly opét linedrni pumpy KDS 100 (B). Na konce obou
jehel byly privedeny kladné zdroje elektrického stejnosmérného napéti. Prvni zdroj
(C) byl totozny jako v predchozim zatizeni. Druhym zdrojem (D) bylo zatizeni znacky
Glassman High Voltage Inc., s oznacenim ER50P6, které generuje napéti v rozsahu
0 az 50 kV a vystupni proud 6 mA. Pro experimenty bylo zvoleno napéti 25 kV.
Uzemnény rotujici valetek z vodivého materidlu (E) potazeny aluminiovou folii
slouzil jako kolektor. Umisténi valecku bylo uprostired mezi jehlami. Pohon
kolektoru zajistovalo elektronické rizeni krokového motoru sestrojené na TUL.

Vzdalenost mezi kolektorem a jehlami byla 15 cm.
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Obrazek 21: Schéma zarizeni pro electrospraying a electrospinningu

2.2.3 Enkapsulace lyzati do PVA

Kdyz uz byl pripraven trombocytarni lyzat, bylo zapotrebi zjistit, zda vubec
pajde roztok polyvinylalkoholu s lyzaty rozprasovat. Bylo sestaveno zarizeni
popsané v kapitole 2.2.2. a pripraven roztok polymeru PVA (Tab. 7). Jelikoz bylo
zadouci vytvorit co nejmensi kapsle a zaroven pouzit rozpoustédlo co nejsetrnéjsi

k ristovym faktortm, zvolil se polyvinylalkohol se stiredni molekulovou hmotnosti
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18.000 a jeho koncentrace v roztoku vzdy ¢inila 15%. Pro prvni dva experimenty byla

rozpoustédlem voda s ethanolem v poméru 7:3.

Do roztoku polymeru se tésné pred elektrostatickym rozprasovanim pridal

1 ml trombocytarniho lyzatu po 3. rozmrazeni TRS.

Tabulka 7: Slozent 15% roztoku PVA s 1 ml TL 1., 2. experiment

15¢g 225¢ 7,925¢g 3,825 g 1 ml

Strikacka o objemu 10 ml byla naplnéna polymernim roztokem s lyzatem a
vloZena do zafizeni na rozprasovani (Obr. 20). Rozprasovani probihalo pti 24,9 kV,
rychlosti 1,3 ml/hod a vzdalenosti kolektoru od jehly 16 cm. Kolektorem byla
aluminiova folie. Doba sprejovani byla 20 minut. Pro analyzu vyrobeného materialu
se vystrihl maly kousek alobalu, nalepil na tercik, pozlatil 7 mm vrstvou zlata na
zlaticce Quorum a byly porizeny snimky na elektronovém mikroskopu. Prvni pokus
(Obr. 22) probéhl o mésic diive nez dalsi dva (Obr. 23 a 24). Vzorky z 0. experimentu

se uchovavaly v lednici pri 5°C ve vodném roztoku.

SEM HV: 30.0 kV : 10. VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 40.0 kx VEGA3 TESCAN|
WD: 15.85 mm Det: SE WD: 15.85 mm Det: SE 2pm
View field: 41.5 ym | Date{m/dly): 09/10/14 FT TUL Liberec View field: 10.4 ym  Date{m/dly): 09/1014 FT TUL Liberec

Obrazek 22: Snimek enkapsulovaného lyzatu v PVA, 0. pokus, zvétseno 10 000x (vlevo) a 40 000x (vpravo)
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P s B

Y ¢ | #
SEM HV: 30.0kV SEM MAG: 5.00 kx 1

WD: 1. 76 mm | Det:SE | : FT TUL Liberec WD: 11.76 mm | Det: SE | 10um
Obrazek 23: Snimek enkapsulovaného lyzatu v PVA, 1. pokus, zvétseno 3 000x (vlevo) a 5 000x (vpravo)

SEMHV: 30.0kV | SEM MAG: 3.00 kx VEGA3 1-'-ESCAN

SEM HV: 30.0kV | SEM MAG: 5.00 kx | SEM HV: 30.0kV | SEM MAG: 10.0 kx VEGA3 TESCA.N
WD: 11.79mm | Det: SE | 10 ym il WD: 11.79mm | Det: SE ‘ 5pum FT TUL Liberec|

Obrazek 24.: Snimek enkapsulovaného lyzatu v PVA, 2. pokus, zvétseno 5 000x (vievo) a 10 000x (vpravo)

Ze snimku z elektronového mikroskopu jsme opravdu potvrdili, Ze se nam
podarilo vytvorit kapsle. U snimkt prvniho pokusu je znatelné méné kapsli nez na

ostatnich snimcich, coz castecné vysvétluje vysledky elektroforézy, ktera
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nedetekovala mnozstvi proteinu. Zirejmé béhem rozprasovani doslo k docasnému
pozastaveni rozprasovani. Pri rozprasovani dochazi k aglomeraci, shlukovani kapsli
na kolektoru, zrejmé nedochazi k odpareni veétsiny rozpoustédla obsazeného

v kaplich, dalo by se to zménit vétsi vzdalenosti kolektoru od hrotu jehly.

Dalsi dutlezitou soucasti experimentu bylo prokazani proteinti v nasprejovanych
kapslich. Vzhledem k tomu, ze celkova hmotnostni koncentrace lyzatu v roztoku byla
zhruba 6,7% a objem vysprejovaného objemu roztoku maly na velké plose (cca 250
ul/200 cm?), bylo analyzovano pomoci SDS-PAGE pouze mnozstvi kapsli na alobalu o
obsahu 1 a 3 cm2 (v 0,5 ml H20). Vzorky byly z centralni é4sti rozprasovani, kde se s
nejvetsi pravdépodobnosti nachazi nejvice kapsli. Vzdy se kousek o urceném obsahu
(1 a 3 cm?) promyl v mikrozkumavce 0,5 ml dH20 a vodny roztok slouzil jako vychozi
roztok k elektroforéze. Byl pouzit 8% gel, z jednotlivych roztoku se odebralo 10 pl a
povarilo s 10 pl vzorkového pufru. Do jamek v polyakrylamidovém gelu se nanaselo

celych 20 pl. Elektroforéza probihala za podminek popsanych v kapitole 2.1.3.

kkDay M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

2120 ——

116, 0 —»
974

66,2 ——%

450—_

31,0 ——s

Obrdazek 25: 8% SDS-PAGE enkapsulované lyzaty v PVA, vzorky: M —marker Wide Range K494,
1 — 2. pokus kapsli 1 cm?®, 2 — 2. pokus kapsli 3 cm’, 3 — 1. pokus kapsli 1 cm’, 4 — 1. pokus kapsli
3em’ 5-0. pokus kapsle 1 em?, 6 — 0. pokus kapsle 3 cem?, 7 — roztok PVA s ethanolem, 8 —
Roztok PVA + Trombocytarni lyzat
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Kromé markert Ize na gelu detekovat slabé bandy u vzorka 2, 5 a 8. Prvni dva
vzorky o rizné plose, ze které se ziskal roztok, byly jiz z druhého pokusu sprejovani
kapsli. U vzorku 2, ktery odpovida 3 cm2 nasprejované plochy, 1ze vidét maly obsah
proteint. Vzorky 3 a 4 byly provedeny stejny den jako 1 a 2, za stejnych podminek.
Vzhledem k tomu, Ze koncentrace proteint ve vzorcich je nizka, pohybujeme se u
SDS-PAGE na hranici detekéniho limitu. Pii procesu rozprasovani byly postupné
upravovany podminky dle konkrétni situace, a tudiz doba procesu nebyla u vsech
pokust shodni. Pri elektrostatickém rozprasovani mohou byt vytvarené kapsle i
proteiny distribuovany nehomogenné. Vzorek 7 byl pouze negativni kontrolou
obsahujici roztok PVA s ethanolem. Posledni vzorek 8 byl naopak pozitivni kontrolou
obsahujici roztok PVA s ethanolem a trombocytarnim lyzatem pouzitym pii
pokusech. Bohuzel se mi nepodarilo hladce vysusit gel z elektroforézy, proto jsou na

gelu vidét bubliny (Obr. 25).

2.2.4 Vliv koncentrace BSA na velikost ¢astic
Treti experiment sledoval nejen vliv koncentrace proteinu na velikosti kapsli, ale
také moznost snizit obsah ethanolu v rozpoustédle. Byl zkouman tedy zaroven pomér
voda‘ethanol 7:3 a 9:1, coz by mélo byt pro biologicky aktivni latky vhodnéjsi.
Ethanol totiz muze denaturovat aktivni proteiny, proto je lepsi omezeni jeho objemu
v rozpoustedle. BSA slouzilo jako modelovy systém, kde je snadnéjsi detekce proteint

na SDS-PAGE (obsahuje pouze 1 typ proteinu — jeden ,,band®).

Byly piripraveny celkem tii zadsobni roztoky BSA (hovézi sérovy albumin frakce V)
o koncentracich 0,1 mg/ml, 1 mg/ml a 10 mg/ml. BSA bylo zvoleno pro lepsi detekei
pri SDS-PAGE, kde obsahuje pouze jeden prouzek tzv. ,band“. Priprava roztoku
probéhla den pred samotnym rozprasovanim a byly skladovany v lednici pri teploté
4°C. Roztoky BSA byly pridany do roztokt polymeru stejné jako trombocytarni
lyzaty — vzdy po 1 ml. Celkova hmotnost kazdého roztoku pro rozprasovani ¢inila

15 g.
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Tabulka 8: Slozeni jednotlivych roztokit PVA s BSA

PVA 2,25 ¢g 225¢g
Destilovana voda 7,925 g 10,475 g
Ethanol 3,825 g 1,275 ¢
Roztok BSA 1 ml 1ml

Pri electrosprayingu byly pouzity obrousené jehly s primérem 0,6 mm, kolektor
s aluminiovou folii se nachazel ve vzdalenosti 15 cm od hrotu jehly. Cas rozprasovani
se pohyboval v rozmezi 15 az 25 minut dle pribéhu procesu rozprasovani u
jednotlivych roztokd. U prvniho vzorku se zacinalo davkovat rychlosti 0,5 ml/hod,
ale postupné bylo potreba snizovat rychlost az na konec¢nych 0,15 ml/hod, které se

pouzivalo jako vychozi u dalsich vzorkua.

Tabulka 9: Rychlost davkovani pro jednotlivé roztoky v zavislosti na koncentraci BSA a poméru rozpoustédla

73 10 mg/ml 0,5— 0,15 ml/hod
73 1 mg/ml 0,15 ml/hod
73 0,1 mg/ml 0,15 ml/hod
91 10 mg/ml 0,10 ml/hod
91 1 mg/ml 0,15 ml/hod
91 0,1 mg/ml 0,15 ml/hod

Z kazdého alobalu byl porizen vzorek nasprejovanych kapsli a mikroskopovan
(Obr. 26-31). Byla z4roven provedena analyza velikosti ¢4stic jednotlivych vzorkh
(Tab. 10). Taktéz se provedla analyza pomoci SDS-PAGE. Pro analyzu obsahu
proteint byla z kazdého alobalu vystfiZzena plocha o obsahu 25 cm?2 (5x5 cm) ze
stredové centralni ¢asti a rozpusténa v 0,5 ml destilované vody v mikrozkumavce.
Pro elektroforézu se smichalo 10 ul roztoku rozpusténych kapsli a 10 ul vzorkového

pufru a nasledné 10 minut povarilo. Do jamek se nasledné nanaselo 20 pl.
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Nejprve se pomoci SEM analyzovaly vzorky s pouzitym rozpoustédlem
vodaethanol v poméru 7:3. Ze snimku je parné, ze velikost c¢astic u vzorku
s koncentraci BSA 10 mg/ml je vétsi nez u dvou ostatnich. Tento vzorek byl vytvoren
jako prvni, proto se domnivam, Ze je to zapri¢cinéno optimalizaci rychlosti davkovani
roztoku béhem procesu. Nasledné se analyzovaly vzorky s pouzitym rozpoustédlem
voda:ethanol v poméru 9:1. Na prvni pohled jsou kapsle mensi nez pii pouziti vétsi
koncentrace ethanolu. Pro zjisténi stredni velikosti ¢astic se mérily prameéry castic

z jednotlivych ¢asti vzorku, vzdy bylo provedeno celkem 100 méreni z 5 oblasti.

SEM HV: 20.0 kV ‘ SEM MAG: 5.00 kx 1 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 1512mm | Det: SE | 10 pm Det: | 10 pm
View field: 41.6 pm  Date(m/dly): 11/20/14 ET TUL Liberec View field: 41.5 ym Date(m/diy): 11/20/14 | ET TUL Liberec
Obrazek 26: Snimek PVA kapsle s 0,1 mg/ml BSA, Obrazek 27:Snimek PVA kapsle s 1 mg/ml BSA, pomer
pomeér rozpoustédla 7:3, zvétseno 5 000x rozpoustédla 7:3, zvétseno 5 000x
[ 1]
H B
L]
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 1516 mm |
View field: 41.5 pm |Date(m/dly): 11/20/14 | FT TUL Liberec

Obrazek 28:Snimek PVA kapsle s 10 mg/ml BSA, pomér
rozpoustédla 7.3, zvétseno 5 000x

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx { VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN
WD: 15.11 mm Det: SE | 10 pm WD: 15.11 mm Det: SE
View field: 41.5 pm  Date(midly): 11/21/14 FT TUL Liberec View field: 41.5 ym Date(midly): 11/21/1 FT TUL Liberec
Obrazek 29:Snimek PVA kapsle s 0,1 mg/ml BSA, pomér Obrazek 30: Snimek PVA kapsle s 1 mg/ml BSA, pomér
rozpoustédla 9:1, zvétseno 5 000x rozpoustédla 9:1, zvetseno 5 000x

-62 -



SEMHV: 20.0kV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 15.08 mm | Det: SE | 10 pm
View field: 41.5 pm Date(m/dly): 11/21/14 FT TUL Liberec

Obrazek 31: Snimek PVA kapsle s 10 mg/ml BSA, pomér
rozpoustédla 9:1, zvetseno 5 000x

7Z vysledkt pramért PVA kapsli vypsanych v Tabulka 10 nelze jednoznacné
vyvodit zavislost praméru kapsli na obsahu enkapsulovanych proteint. Naopak je
vidét zména velikosti kapsli pii pouziti jiného poméru rozpoustédla. Pri pouziti
v poméru 9:1 vznikaji mensi kapsle (Graf 1) kolem 1,20 pm, p¥i pouziti poméru 7:3

vznikaji v primeéru kapsle 1,70 um.

Tabulka 10: Namérené prumery PVA kapsli

73 0,1 1,59 0,72 0,55 4,80
1,0 1,52 0,65 0,71 4,00
10,0 1,97 0,75 1,97 5,31
91 0,1 1,19 0,44 0,48 2,59
1,0 1,30 0,48 0,56 2,81
10,0 1,09 0,43 0,46 3,03

[ L] |

-
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Statistika - priimér PVA kapsli v zavislosti na koncentraci

3 BSA
M Voda:Ethanol 7:3 ® Voda:Ethanol 9:1

— 2'5
&
=
= 2
%)
o
©
4
< 1,5
>
o
| .
>Q 1
&
o3
| -
o

0,5

0

0,1 1 10

Koncentrace BSA [mg/ml]

Graf'1: Pramér kapsli v zavislosti na koncentraci BSA

Bohuzel koncentrace BSA v roztocich byla pod detekénim limitem SDS-PAGE,
proto se nam touto metodou nepodatilo prokazat piitomnost proteinu (BSA)
v kapslich. S pouzitim TRS lze pripravit roztoky s vyssim obsahem proteint, a proto

byl dale pouzivan jen trombocytarni lyzat.

2.2.5 Detekce proteinii v kapslich
PVA kapsle s PVA vlakny

Dalsi experimenty se provadély pro zjisténi, zda se enkapsulovana latka nachazi
uvnitr kapsle ¢i na jeho povrchu, zaroven pro zjisténi vhodného mnozstvi lyzatu pro
elektrostatické rozprasovani. Bylo nutné sestrojit zarizeni obsahujici zarizeni na
electrospraying a z druhé strany kolektoru bylo umisténé totozné zarizeni pro ucel
electrospinningu. Misto kovové desky potazené aluminiovou folii byl zvolen rotacni

valecek potazeny aluminiovou folii, ktery se otacel pomoci krokového motoru

(KNT, TUL) (Obr. 21).
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Vzdalenost kolektoru od obou jehel ¢inila 15 cm. Jedna jehla obsahovala 10%
roztok PVA pro zvlaknovani. Druha jehla pak obsahovala 15% roztoky PVA
s raznymi mnozstvimi trombocytarniho lyzatu — 0 ml, 1 ml a 2 ml. Rozprasovani i
zvlaknovani probihalo pri napéti 25 kV, rychlost davkovani pro kapsle byla 0,10
ml/hod, pro vlakna byla 0,7 ml/hod a doba vyroby se pohybovala okolo 35 az 40 minut.

Tabulka 11: Slozeni roztoku PVA pro electrospinning 4. a 5. experiment

16% PVA Sloviol R 18,75 g
Destilovana voda 11,25 ¢

Tabulka 12: Slozeni roztoku PVA pro electrospraying 4. a 5. experiment

1 ml lyzatu 1,5 ml lyzatu
PVA 18.000 MW 2,25 g 2,25 g
Destilované voda 10,475 g 9,975 ¢
Ethanol 1,275 g 1,275 g

SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx 11 VEGA3 TESéAN SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx i VEGA3 TESCAN

WD: 15.08 mm Det: SE 10 pm Wwe: 1508 mm | Det: SE 10 pm
View field: 41.5 pm |Date(m/dly): 03/12/15 FT TUL Liberec View field: 41.5 ym |Date(m/dly}: 03/12/15 FT TUL Liberec
Obrazek 32: Snimek 1.enkapsulace PVA viakna a PVA Obrazek 33: Snimek 1.enkapsulace PVA vidkna a PVA
kapsle bez lyzatu, zvétseno 5 000x kapsle s 1 ml TL, zvétseno 5 000x
[ 1]
H B
1]
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o

SEM HV: 30.0 kV | SEM MAG: 5.00 kx V 1 VEGA3 TESCAN
WD: 15.02 mm { Det: SE 10 pm
View field: 41.5 pm EDate(mh:Ily): 03112115 FT TUL Liberec

Obrazek 34: Snimek 1.enkapsulace PVA vidkna a PVA
kapsle s 2 ml TL, zvétseno 5 000x

Nejméné kapsli bylo shledano u vzorku PVA kapsli s 2 ml lyzatu, roztok byl jiz na
pohled hustsi a bylo nejvice problémt se samotnym procesem elektrostatického
rozprasovani. Domnivam se, Ze obsah proteinti ve dvou mililitrech trombocytarniho
lyzatu je prilis velky pro tuto metodu enkapsulace. PVA kapsle bez lyzatu se tvorily
snadno a také vykazuji nejmensi praméry. Z roztoku s 1 ml lyzatu vznikalo mnoho

kapsli, které byly mezi vlakny.

Z kazdého alobalu se nasledné vystrihly malé kousky pro mikroskop a také 2
¢tverce o obsahu 25 cm? (2x 5x5 cm), které se nachdzely ve stiednim pruhu, kde je
pravdépodobné nejvétsi mnozstvi kapsli. Prvni étverec obsahujici nasprejované
kapsle s vlakny se promyje v 0,5 ml destilované vody v mikrozkumavce, tim by se
melo ziskat celkové mnozstvi proteint obsazené v nasprejovanych kapslich. Druhy
¢tverec se nejprve promyje v 0,5 ml chloroformu, ten zajisti odmyti proteint, které
jsou mimo kapsle €1 na jejich povrchu. Roztok chloroformu je odpipetovan do jiné
mikrozkumavky a do ptvodni se napipetuje 0,5 ml destilované vody pro rozpusténi
PVA kapsli. Vsechny tii vzorky z kazdého alobalu (1 - rozpusténi pouze v destilované
vodé, 2 - rozpusténi kapsli v chloroformu a 3 - oplach destilovanou vodou

po odpipetovani chloroformu) se analyzuji pomoci SDS-PAGE.
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U elektroforézy je pouzit 8% polyakrylamidovy gel, 10ul vzorku je smichano a

povareno s 10 pl vzorkového pufru a napipetovano do jamek v gelu.
M 1 2 3 45 §5 7 2 9
.0 9.5 ) Rt

116.0 —»
974 —F

L
662 —¥%

450 ¥

31,0 %

a—

-
—

Obrazek 35: 8% SDS-PAGE 1.enkapsulace TL do kapsli s viakny, M - marker Wide
Range K494, 1 - kapsle 0 ml TL ve vode, 2 - kapsle 1 ml TL ve vode, 3 - kapsle 2 ml TL
ve vodeé, 4 - kapsle 0 ml TL v chloroformu, 5 - kapsle 1 ml TL v chloroformu, 6 - kapsle
2 ml TL v chloroformu, 7 — kapsle 0 ml TL ve vodé po chloroformu, 8 — kapsle 1 ml TL
ve vode po chloroformu, 9 — kapsle 2 ml TL ve vodé po chloroformu, 10— trombocytarni
lyzat

U prvni enkapsulace nebylo detekovano pomoci SDS-PAGE zadné mnozstvi
proteinu. Vzorek ¢islo 9 nekoresponduje s vysledky z elektronového mikroskopu.

Proto se domnivam, ze doslo k ,,vyliti“ koncentrovaného trombocytarniho lyzatu.

Vzhledem k tomu, ze se roztok PVA s 2 ml trombocytarniho lyzatu sSpatné
rozprasoval, pripravili jsme roztoky PVA o koncentraci 1 a 1,5 ml trombocytarniho
lyzatu v roztocich. Nasledné jsme se rozprasovali pri stejnych podminkach jako

predchozi pokus. Vzorky byly zkoumany elektronovym mikroskopem a SDS-PAGE.
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SEMHV:300kv  SEMMAG:500kx | ||| ||| VEGAS TESCAN SEM HV: 300KV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.04 mm Det: SE 10 pm WD: 14.00 mm Det: SE 10 pm

FT TUL Liberec

View fleld: 55.4 ym  Date(m/d/y): 04/15/15 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 04/15/15

Obrazek 36: Snimek 2.enkapsulace PVA vidkna a PVA Obrazek 37: Snimek 2.enkapsulace PVA vidkna a PVA
kapsle s 1 ml lyzatu, zvétseno 5 000x kapsle s 1,5 ml lyzatu, zvétseno 5 000x

U elektrostatického rozprasovani roztoku PVA s 1 ml lyzatu dochéazelo ke vzniku
mnoha malych kapsli. U druhého mnozstvi lyzatu vznikly technické problémy
v prubéhu electrosprayingu, nedochazelo k rozprasovani polymerniho roztoku. Tato
skutecnost byla zjisténa az po skonceni procesu. Snimek ze SEM nam to potvrdil,

na celém vzorku se vyskytovalo pouze par kapsli. (Obr. 37)

kDay)M 1 2 3 4 5 6 7 8

T
212,0 —»
116,0 —»
97,4 _y |
66,2 —, |
| - |
45,0 ~,

Obrazek 38: 8% SDS-PAGE 2.enkapsulace TL do kapsli, M - marker Wide Range
K494, I - kapsle 1 ml TL ve vode, 2 - kapsle 1,5 ml TL ve vode, 3 - kapsle 1 ml TL v
chloroformu, 4 - kapsle 1,5 ml TL v chloroformu, 5 - kapsle 1 ml TL ve vodé po
chloroformu, 6 - kapsle 1,5 ml TL ve vodé po chloroformu, 7 — roztok PVA s 1 ml TL,
8 —roztok PVA s 1,5 ml TL
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U druhé enkapsulace (Obr. 38) se detekoval pouze ,band“ u vzorku 1 (kapsle
z roztoku s 1 ml TL rozpusténych ve vodé), jinak mnozstvi trombocytarnich lyzatd v
nasprejovanych kapslich zirejmé nebylo natolik velké pro detekci na SDS-PAGE
pomoci CBBR, coz koresponduje se snimky z elektronového mikroskopu (Obr. 37). Ze
vzorka 7 a 8 je vidét, ze PVA smichané s 1 ml lyzatu obsahuje méné proteint, nez

PVA s 1,5 ml lyzatu.

PVA kapsle

V dalsim experimentu jiz nebylo pouzito zatizeni pro electrospinning. Ve své
podstaté jde jen prokazat zvySené mnozstvi proteinti v kapslich pri delsi dobé
rozprasovani. Pripravily se dva 15% roztoky PVA o hmotnosti 15 g, jeden neosahoval
zadné mnozstvi trombocytarnich lyzat, druhy pak 1 ml. Kazdy roztok se sprejoval
po 2 doby — 20 a 40 minut. Dalsim rozdilem bylo pouziti jehly o praméru 0,4 mm
misto jehly 0,6 mm, ktera nebyla k dispozici. Rychlost davkovani vsech roztokt byla
0,03 ml/hod a vzdalenost kolektoru od hrotu jehly cinila 18 cm. Z jednotlivych
aluminiovych folii byly odebrany vzorky pro SEM a dva vzorky po 25 cm?2 pro SDS-

PAGE jako v predchozim pripadé. Vse bylo stejnou metodou analyzovano.

Tabulka 13: Slozeni roztoku PVA pro electrospraying 6. experiment

0 mllyzatu 1 mllyzatu

PVA 18.000 MW 2,25 g 2,95 ¢
Destilovani voda 11,475 ¢ 10,475 ¢
Ethanol 1,275 ¢g 1,275 ¢g
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SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx I VEGA3 TESCAN| SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN|

'WD: 14.97 mm [ 10 pm 'WD: 14.94 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 pm  Date(m/dly): 04/20/15 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 04/20/15 FT TUL Liberec
Obrazek 39: Snimek SEM PVA kapsle bez Obrazek 40: Snimek PVA kapsle bez trombocytarniho
trombocytarniho lyzatu, 20 minut rozprasovani lyzatu, 40 minut rozprasovanit

e o

ey’ -~ i o Pse okl o . B
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx TESCAN| SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 5.00 kx
WD: 14.89 mm Det: SE WD: 14.88 mm Det: SE
View fleld: 55.4 ym  Date(m/dly): 04/20/15 FT TUL Liberec View fleld: 55.4 pm  Date(midly): 04/20/15 FT TUL Liberec
Obrazek 41: Snimek SEM PVA kapsle s 1 ml Obrazek 42: Snimek SEM PVA kapsle s 1 ml

trombocytdarniho lyzatu, 20 minut rozprasovdni trombocytdrniho lyzatu, 40 minut rozprasovani

Kapsle cistého roztoku PVA byly malych velikosti a kulového charakteru, pri
del$i dobé electrosprayingu dochizelo k agregaci (shlukovani) kapsli (Obr. 40).
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Velikost kapsli by mohla byt ¢astecné urcena také prumérem jehly, ze které se

rozprasuje. Jediny tento experiment byl provadén s jehlou s primérem 0,4 mm.

Na snimcich z rastrovaciho elektronového mikroskopu (obr 41 a 42) vidime
nasprejované PVA kapsle, které obsahuji trombocytarni lyzat. V prvnim pripadé
byla doba sprejovani 20 minut, vznikly zaoblené utvary s kapslemi. Zrejmeé
nedochazelo k iplnému odpateni rozpoustédla pred zachycenim kapsle na kolektor.
V druhém pripadé byla doba sprejovani dvojnasobna, tedy 40 minut. I kdyz nebyla
provedena zadna zména v davkovani ani v ostatnich parametrech, vznikaly zde
kapsle, které se obcas spolu shlukovaly. Kapsle maji podobny prameér

(piiblizné 1 — 2 pum).

GRaM. 1.2 3. .4 5 6 7 8
212,0 =wr® g

66,2 ——> W -

Obrazek 43: 8% SDS-PAGE, 1. gel 20 minut sprejovani, vzorky: M - marker Wide Range K494,
1- PVAOmlTLvoda, 2- PVA O ml TL chloroform, 3 — PVA 0 ml TL voda po chloroformu, 4 —
PVA I ml TL voda, 5 — PVA 1 ml TL chloroform, 6 — PVA 1 ml TL voda po chloroformu, 7 —
roztok PVA O ml TL, 8 — roztok PVA Iml TL
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Obrazek 44: 8% SDS-PAGE, 2. gel 40 min a 20 min s TL, vzorky: M - marker Wide Range K494,
1-PVAOmlTL voda, 2 - PVA 0 ml TL chloroform, 3 - PVA 0 ml TL voda po chloroformu, 4 -
PVA 1 ml TL voda, 5 - PVA 1 ml TL chloroform, 6 - PVA 1 ml TL voda po chloroformu, 7 — 20
min PVA 1 ml TL voda, 8 — 20 min PVA 1 ml TL chloroform, 9 — 20 min PVA 1 ml TL voda po
chloroformu

7Z provedené elektroforézy se prokazalo mnozstvi proteind v roztocich PVA kapsli
s 1 ml trombocytarniho lyzatu po 20 minutach sprejovani ve vodé (obr. 43 vzorek
4/obr.44 vzorek 7) a ve vodé po chloroformu (obr. 43 vzorek 6). Dale se prokazaly
proteiny u roztoku PVA s 1 ml TL po 40 minutach sprejovani ve vodé (obr. 44 vzorek
4). U dal$ich roztokti PVA s trombocytarnim lyzidtem se ziejmé nevyskytovalo takové
mnozstvi proteint, které by byly detekovatelné touto metodou. Pro lepsi citlivost

metody by bylo vhodné pouzit napi. barveni stiibrem.

2.2.6 Metoda podle Bradfordové
Pro zjisténi koncentrace trombocytarniho lyzatu v PVA kapslich byla potreba
promérit kalibrac¢ni kirivku. Jako standard byl zvolen roztok BSA o koncentraci 0,1
mg/ml (v destilované vodé). Pro kalibraci byly p¥ipraveny roztoky dle nasledujici

tabulky:
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Tabulka 14: Kalibrace BSA roztoku

BSA [ul]

10 |20 |40 |60 |80 | 100

H20 [p]

90 |80 |60 (40 |20 |O

Z téchto roztokl se vzdy 20 pl smichalo s éinidlem (180 pl) v mikrotitraéni desti¢ce

a nechalo se 5 minut inkubovat, nasledné se zmérila absorbance pri vlnové délce 570

nm. Z vyslednych hodnot absorbance se odeéetla hodnota slepého vzorku (tzv. blank),

vzniklé hodnoty byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci roztoku.

12,4

10,4

8,4

6,4

4,4

2,4

Vysledné koncentrace [mg/ml]

0,4

0,05 0,1

y = 23,56x + 0,4979 -®
R? = 0,9945
e
-.’....
0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
Absorbance

Graf 2: Kalibracni krivka BSA

U roztoku trombocytarniho lyzatu byla provedena koncentracni rada — 100x,

200x, 400x a 800x fedény roztok a nasledné se jednotlivé vzorky (20 nl) smichaly

s ¢inidlem Bradfordové (180 pl), nechaly 5 minut inkubovat a zmérily se odpovidajici

hodnoty absorbance pri vlnové délce 570 nm. Néasledné se odecetla absorbance

blanku (slepého vzorku) od hodnot absorbance vzorkd a vynesla do grafu.

Absorbance klesa s nasobkem redéni roztoku a to v poméru jednotlivych redéni.
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Kalibrac¢ni kiivka redéného trombocytarniho lyzatu
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Graf'3: Kalibracni kiivka redéného trombocytarniho lyzatu

0,350

Tuto metodu jsme vyzkouseli u posledniho pokusu, kdy jsme rozprasovali PVA

roztoky bez trombocytarniho lyzatu a s 1 ml trombocytarniho lyzatu. Hodnota absorbance

by méla byt umérna koncentraci proteinti. Nejvyssi hodnotu absorbance mél vzorek kapsli

rozpusténych ve vodném oplachu po chloroformu, kde by se podle nasi domnénky mélo

nachazet nejvyssi mnozstvi. OvSem také predpokladame, Ze obsah proteinli pouze ve

vodném roztoku by mél byt celkovy obsahem proteinil v kapslich. MnoZstvi proteinti ve

vodném oplachu by mélo ukazovat, jaké mnozstvi proteinti je sbaleno uvniti kapsli,

v chloroformu naopak mimo a na povrchu. Tato metoda potiebuje pro nase ucely jeste

optimalizovat, vzhledem k tomu, Ze hodnoty absorbace u vzorkii PVA byla vyssi nez

jsme predpokladali. To ale mutze byt zapticinéno vzdjemnou interakei c¢inidla

s roztokem PVA, technologickou chybou ¢i chybou pri pripravé vzorkua.
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Graf 4: Mnozstvi proteinu dle Bradfordové v kapslich
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Zaver

Utelem préce byla vyroba trombocytarniho lyzatu a optimalizace vyroby kapsli
obsahujici trombocytarni lyzat. Trombocytarni lyzat byl vyroben dvéema metodami a
obsahoval rtizné druhy rtstovych faktort — proteint (Tab. 3). Prok4zali jsme, Ze po
stoceni v centrifuze je v peletdch minimalni mnozstvi proteint a naopak nejvyssi
koncentrace se nachézi v supernatantu (Piiloha B3). Druh4 piiprava lyzatu
(podle upravené [71]) byla nejen snazsi, ale domnivame se, ze diky jednomu
rozmrazovani nedochazi ke ztraté nativity proteinta. Jednotlivé rastové faktory
obsazené v trombocytarnim lyzatu jsme se snazili detekovat pomoci SDS-PAGE
(Obr. 18, 19), ale vzhledem k jejich vysokému mnozstvi, podobnych molekulovych

hmotnosti a koncentraci by bylo potreba 2D elektroforézy.

Prabézné jsme optimalizovali podminky elektrostatického rozprasovani. Zjistili
jsme, ze prumeér kapsli je zavisly na volbé priuméru jehly a predevsim na davkovani
roztoku. Pri pouziti jehly s primérem 0,6 mm byla optimalni hodnota davkovani
kolem 0,10 -0,15 ml/hod, u jehly s primérem 0,4 mm se nejvice osvédcilo davkovani

0,03 ml/hod (Kapitola 2.2.5).

Dalsim cilem prace byla detekce proteini obsazenych v nasprejovanych
kapslich. Trombocytarni lyzaty byly v kapslich detekovany pomoci SDS-PAGE
s barvenim Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBBR). U nékterych koncentrovanych
vzorkt jsme detekovali mnozstvi proteint, ovSsem neustale se pohybujeme na hranici
detekéniho limitu metody. Byly by vhodné zkusit barveni stiibrem, ¢imz by se mohlo
dosahnout vyssi citlivosti metody.

Pro zjisténi celkové koncentrace proteinti jsme zkouseli 1 metodu podle
Bradfordové. Vysledky kalibraéniho roztoku BSA (Graf 2) i redéni trombocytarniho
lyzatu (Graf 3) dle predpokladu. Touto metodou byly analyzoviny vzorky
z posledniho experimentu (PVA kapsle s trombocytdrnim lyzitem po 2 doby
sprejovani, kapitola 2.2.5). Bylo zjisténo, Ze nejvice proteinti je obsaZeno ve vodném

roztoku po odpipetovani chloroformu (Graf 4), coz znaéi, Ze nejvyssi mnozZstvi
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proteinu je obsazeno uvnitt kapsli. Tyto vysledky by bylo potieba jesté potvrdit

dalsimi pokusy.

Dalsi prace by mély byt zaméreny na biologické testovani na podporu proliferace
bunék na scaffoldu s enkapsulovanymi trombocytarnimi lyzaty, enkapsulace
trombocytarniho lyzatu do jinych polymera jako napr. PLGA, fizené uvolnovani
latky. Dalsi moznosti by byla vyroba a pouziti lyofilizovaného trombocytarniho
pripravku. Urcité se budou opakovat tyto pokusy znovu a lépe analyzovat jednotlivé
vysledky. Je potieba zlepsit citlivost analyzy proteinu na elektroforéze a to pomoci
barveni stribrem, které by mélo detekovat i mensi mnozstvi proteinu. Dale je potteba
s1 osvojit metodu podle Bradfordové a zkusit vysledky porovnavat s jinou metodou

na zjistovani koncentrace proteind, napr. fluorometrii.
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Pfiloha A — Trombocytarni pfipravek z BC

o L Krajsks nemocice Liberec, as.  ZAZNAM TRANSFUZNIHO ODDELENI

mailsanisn Likaiss brcpinis Ptosp.

Predévaci ziznam
osum: /0 G fomy
i trombocyth [-{orsimy | Oblem (mi] 7%
TESH 640510 | #75 % ﬂl’ﬁ/?&{/. j/,fp

‘Koncentraty trombocytd (TRS) byly vyrobeny z krve 4 darcl screeningové otestovanych na pfitomnost
infekénich markert HBV, HCV, HIV a treponema pallidum metodami.

MONOLISA HBs Ag ULTRA
GENSCREE&" ULTRA HIV Ag-Ab
MONOLISA™ HCV Ag-Ab ULTRA
SYPHILISEIA Il

Virologické kontrola:

i s
Wsledekﬂé; YA datum Ao i #y podpis || Ao i
- ?73? A ]m_?s!lﬂs“m‘m

Koncentraty trombocytd (TRS) je nutno stale pokladat za potencidiné infekéni material a zachazet s nimi
je nutné dle pravidel pro zachazeni s infekénim materidlem,

Z@/M&&«, ; 7’1 ;;,_,,:m;

ZA TUL;

Prevzal: ! datum podpis ;
o A L{ /{f"/ . J%}.’_A
/ ﬁf{y"’f’) Al Todey N
J

Priloha A 1: Predavaci protokol TRS, ze kterého byl vytvaren lyzat
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Priloha A 2: Informace o roztoku Composol

Composol ® PS ‘

Vyrobce

Pouziti

Slozeni

Fresnius Kabi AG-61346 Bad Homburg-Némecko

Vyménny roztok urcéeny pro zpracovani a skladovani koncentrat( krevnich
destic¢ek pripravenych metodou separace ,buffy coat”

Pomér plazmy a roztoku je 30:70.

Natrii citras dihydricus 3,213 g,

Natrii acetas trihydricus 2,22 g,

Natrii chloridum 5,26 g,

Natrii gluconate 5,02 g,

Kalli chloridum 0,373,

Magnesii chloridum hexahydricum 0,305 g, Aqua pro injectione ad 1000 ml
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Pfiloha B — SDS-PAGE

Priloha B 1: Tabulka sloZeni 5% zaostrovaci gel pro denaturacni SDS-PAGE [72]

Volume of components (ml) per gel mold volume of

Components
1ml 2 ml 3 ml & ml 5 ml 6 ml 8 ml 10 ml

H;0 0.68 1.4 21 27 3.4 4.1 5.5 6.8
30% acryl-bisacrylamide mix 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1.0 1.3 1.7
1.5 M Tris (pH 6.8) 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1.0 1.25
10% SD3 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
10% ammonium persulfate 0.0 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01

Priloha B 2: Tabulka slozeni jednotlivych gelii s riiznou koncentraci akrylamidu - rozdélovaci gel pro SDS-PAGE

[72]
Volume of components (ml) per gel mold volume of
¥ Gel Components 5ml 10 ml 15 mi 20 mi 25 ml 30 mil 40 ml 50 ml
6% H,0 2.6 53 79 10.6 132 158 21.2 26.50
30% acryl-bisacrylamide mix 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 8.0 10.00
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 25 38 5.0 63 75 10.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.50
TEMED 0.00& 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04
8% H,0 23 46 69 9.3 115 138 18.5 23.20
30% acryl-bisacrylamide mix 1.3 2.7 40 5.3 67 8.0 107 13.30
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 25 38 5.0 6.3 75 1.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 025 0.3 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 025 0.3 0.4 0.50
TEMED 0.003 0.006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.024 0.03
10% H,0 19 40 59 79 9.9 119 15.9 19.80
300 acryl-bizacrylamide mix 1.7 33 5.0 6.7 23 1000 133 16.70
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 25 38 5.0 63 75 10.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 025 0.3 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 025 0.3 0.4 0.50
TEMED 0.002 0.004 0.008 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
12% HzO 1.6 33 490 6.6 82 9.9 132 16.50
30% acryl-bisacrylamide mix 20 4.0 6.0 20 10.0 12.0 16.0 20.00
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 25 3.8 50 6.3 7.5 10.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.50
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0016 0.02
15% Hy0 1.1 23 3.4 46 5.7 6.9 92 11.50
30% acryl-bisacrylamide mix 25 5.0 75 100 [ 15.0 20.0 25.00
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 25 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.50
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0012 0016 0.02
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Priloha B 3: 12% SDS-PAGE trombocytarniho lyzatu, vzorky: 1 - TRS lyzat po 1. rozmrazent, 2 - TRS lyzat
po 1. rozmrazeni supernatant, 3 - TRS lyzat po 1. rozmrazeni pelety, 4 - TRS lyzat po 2. rozmrazent, 5 - TRS
lyzat po 2. rozmrazent supernatant, 6 - TRS lyzat po 2. rozmrazeni pelety, 7 - TRS lyzat po 3. rozmrazeni, 8 —
TRS lyzat po 3. rozmrazeni supernatant (lednice), 9 — TRS lyzat po 3. rozmrazeni supernatant (mrazak), 10 —
TRS lyzat po 3. rozmrazeni pelety, M — Marker Wide Range K494
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Pfiloha C — Metoda podle Bradfordové

Priloha C 1: Pivodni tabulka zmérenych absorbanct pro kalibracni kiivku BSA

¢ [mg/ml] 0 1 2 4 6 8 10
BSA (1) 0,52 0,541 0,583 0,634 0,704 0,836 570

Priloha C 2: Pivodni tabulka zmérenych absorbanci pro kalibracni kiivku redénych trombocytarnich lyzati

blank pbs 100x 200x 400x 800x
fedéni TL 0,519 0,822 0,67 0,609 0,564 |s70

Priloha C 3: Pivodni tabulka zmérenych absorbanci PVA kapsli pri 570 nm

voda chloroform voda/chlor
1 2 3 4
0,504 0,579 0,563 PVA 20min
0,498 0,561 0,56 PVA 40min

0,578 0,555 0,596 PRP 20min
0,55 0,583 0,722 PRP 40min

0,519 0,043
PVA | PVA+PRP

mm|O|0|w| >
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Priloha D — Prilozené CD
KOPRIVOVA BARBORA BP 2015.docx
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