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Abstrakt

Materialy s nanovladkennou strukturou jsou V oblasti mediciny povazované za zhavé téma
poslednich let. Vyvoj téchto materiald ve tkanovém inzenyrstvi udélal ohromny pokrok.
Nanovlakenné materialy se vyuzivaji v cilené¢ dopravé 1éCiv nebo jako tkanové nosice.
Pro vyvoj téchto materialll je dalezité to, jak na né organismus bude reagovat. Zasadni
vyznam V odpovédi organismu na materidly ma proteinova adsorpce, protoze urcuje
tzv. biologickou identitu materidlti. V této bakalarské praci byla studovana proteinova
adsorpce na vybrané polyesterové biodegradabilni materialy s rozdilnou morfologii
a chemickou strukturou. Byl analyzovan vliv morfologie a chemické struktury materialu
na proteinovou adsorpci. U testovanych materialii byla provedena morfologicka analyza
a analyza smacivosti. Nasledné byla analyzovana ¢asova zavislost proteinové adsorpce
na testované materidly. Proteinova adsorpce byla testovana pomoci modelového proteinu
(hovézi sérovy albumin, BSA). Bylo analyzovano mnozstvi slabé a siln¢ vazanych
proteinll na material ve vybranych ¢asovych intervalech pomoci spektrofotometrickych,
flourimetrickych a elektroforetickych metod. Z vysledku je patrné, Ze nejvice proteint,
jak slabg, tak i siln¢€ vazanych, se adsorbovalo na material z kyseliny polymlé¢né. Celkoveé
se navazalo 0,8 mg proteinti na 1 mg vzorku. Casova zavislost adsorpce nam ukazuje
urcity trend. U materiald vyrobenych pouze z ¢istého polymeru (polykaprolakton
a kyselina polymlécna) je maximalni adsorpce v intervalu 1 hodiny, za to pro kopolymery
a blendy je maximalni adsorpce pii 24 hodindch. Ze ziskanych vysledkd vidime, Ze
morfologie a chemicka struktura materiald ovliviiuji mnoZstvi adsorbovanych proteinti
na material. Material z polykaprolaktonu s vyssi molekulovou hmotnosti mél vyssi
praméry vladken a adsorboval vice proteini neZ material z polykaprolaktonu, ktery mél

niz8i molekulovou hmotnost.

Klicova slova: Tkanové inzenyrstvi, proteinova adsorpce, nanovlakenné materialy,

biodegradabilni polyestery
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Abstract

The materials with the nanofiber structure are considered as a hot topic of the last years
in the medical science. The development of these materials made a huge progress in the
tissue engineering. Nanofiber materials are used as a drug delivery or as scaffolds. The
important thing for development of these materials is how the organism will react to them.
The protein adsorption is the main thing in the response of the organism to the materials
because the protein adsorption determines the biological identity of the materials. In this
bachelor thesis the protein adsorption was studied on the chosen biodegradable polyester
materials with different morphology and chemical structure. The meaning of the
morphology and the chemical structure was analysed upon to a protein adsorption. The
morphological analysis and the analysis of the wettability was performed on the tested
materials. Then the time dependency of the protein adsorption was analysed on the tested
materials. The protein absorption was tested via modelled protein (BSA). The analysis of
weakly and strongly bound proteins on the materials was performed during the time
periods via spectrophotometric, fluorimetric and electrophoretic methods. We can see
from the results, that the most of the weakly and strongly bound proteins were adsorbed
to polymer of the lactic acid. The total amount of adsorbed proteins is 0,8 mg of the
protein per 1 mg of the polylactic acid. The time dependency of the adsorption shows
some certain trend. The materials created only from pure polymer (polycaprolactone and
polylactic acid) have maximal adsorption in 1 hour and on the other side, for the
copolymers and blends is a maximal adsorption in 24 hours of adsorption. In the end we
can see that the amount of the adsorbed proteins on materials are affected by morphology
and chemical structure of the materials. Polycaprolactone with higher molecular weight
has higher average of fibers and adsorbed more proteins than polycaprolactone with lower

molecular weight.

Key words: Tissue engineering, protein adsorption, nanofiber materials, biodegradable

polyester
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Uvod

Nanotechnologie a nanomateridly jsou trendem posledni doby. Ziskavaji si své misto
v mnoha oblastech primyslu. Lékaiské technologie a postupy nejsou vyjimkou a také se
jako ostatni priimyslova odvétvi posouvaji kuptedu. Oblast tkanového inzenyrstvi, ktera
se zabyva lécbou poskozenych tkéani ¢i cilenou dopravou 1éCiv, je vhodnym prikladem.
V postupném vyvoji tkdnového inzenyrstvi zaCinaji nanomateridly ziskavat na
dilezitosti. Nanovlakenné materidly, které svou strukturou pfipominaji piirozenou
mezibunéénou hmotu, vykazuji potencial pro vyuziti v medicinské oblasti. Je zfejmé, Ze
materidly nesmi byt toxické a po implantaci do Zivého organismu nesmi dochdzet
k zanétlivym reakcim. Aby se predeslo nezadoucim reakcim je potieba testovat chovani
materiald. Dulezitou roli v odpovédi organismu na material hraje proteinova adsorpce.
Material po implantaci neinteraguje pifimo s butikami organismu, ale je okamzité obalen
vrstvou proteintl. Vrstva proteini na materialu udava tzv. biologickou identitu a ta urcuje,
jak bude material interagovat s okolnimi buiikami. Vyvoj a testovani materialti skrze
proteinovou adsorpci je vhodné pro jejich nasledné vyuziti v 1ékatské praxi. Proteinova
adsorpce je ovlivnéna mnohymi faktory napf. chemickou strukturou a morfologii
materiald. Teoretickd cast této bakalarské prace se zpocatku zabyva tkanovym
inzenyrstvim, kde je popsan jeho historicky vyvoj a vyuziti v praxi. Nasleduje kapitola
o tkanovych nosic¢ich, ktera je zaméfena na vyuzivané materidly. Podrobné jsou zde
popsany nanovldkenné polymerni materialy a jejich metody ptipravy. Posledni kapitola
teoretické Casti se zabyva proteinovou adsorpci, kde se vysvétluje princip interakce
materialu s proteiny. Experimentalni ¢ast této prace se zaméfuje na studium vlivu
chemické struktury a morfologie vybranych nanovlakennych materiald na proteinovou

adsorpci a dale je studovana ¢asova zavislost proteinové adsorpce na vybrané materialy.
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Teoreticka c¢ast

1 Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inzenyrstvi je multidisciplinarni odvétvi, které vyuziva znalosti z inzenyrstvi,
1ékafstvi, biologie a materialovych studii k 1é¢bé nebo k upIné nahrad¢ poskozené tkané.
V praxi pokryva Siroké spektrum aplikaci, které se snazi zachrdnit nebo nahradit
poskozenou tkan (napt. kosti, krevni cévy, chrupavky, svaly, kazi atd.) (S. Safinsha
a Mubarak Ali 2020). Tkanové inzenyrstvi je povazovano za vlastni védni obor.
(Asadian et al. 2020). Jelikoz se v Iékafstvi nenachazi dostatek darci tkani, je potieba
pfipravit ndhradni tkané, které pomohou tento problém vytesit. K vytvofeni nahradni
tkan¢é mohou slouzit zdravé tkan¢ daného pacienta (autotransplantace), tkané ziskané od
darce (allotransplantace) (S. Safinsha a Mubarak Ali 2020), nebo také tkané ziskané
z jiného organismu (xenotransplantace) (Cascalho a Platt 2008). U takto vytvofenych
tkani mze dojit po transplantaci do téla pacienta k nezddoucim reakcim imunitniho
systému. Spektrum vyuziti tkanového inzenyrstvi je velmi Siroké. Spektrum vyuziti
tkanového inzenyrstvi je mozné délit podle riznych pfistupt. Jeden z nich je podle
zvolen¢ho zpiisobu 1écby. K 1é€bé poskozenych tkani se vyuZziji pouze zdravé bunky,
které se nasledné implantuji na poSkozenou tkan a dojde k jeji regeneraci. Jako dalsi je
mozné vyuziti tkdnovych nosicl (angl. scaffoldi) vyrobenych z biomateridlit nebo
nasledna kombinace buné¢k s tkanovym nosic¢em (Ratner et al. 2004) viz obrazek 1, ktery
popisuje tento piistup tkanového inzenyrstvi. Jako prvni se vyrobi tkafiovy nosic, dale
dochdzi k izolaci buné€k z Zivého organismu, které se nasledné nasadi na tkanovy nosic¢
a implantuji se na poskozenou tkan (Asadian et al. 2020). Jedna z dalSich moznosti je
také decelularizace extracelularni matrix (ECM) (bunécna slozka ECM se odstrani, ale
zachova se jeji morfologie) k vytvofeni biomateridlu, ktery je mozné osadit novymi

bunikami a vyuZit nasledné jako implantat do organismu (Chan a Leong 2008).
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Obrdazek 1 — Proces tkdiového inZenyrstvi; prevzato z (Asadian et al. 2020)

Dale lze tkanovy nosi¢ funkcionalizovat pro cilenou dopravu I1é¢iv (angl. drug-delivery).
Jedna se o navazani 1éCiva na materidl s vhodnymi vlastnostmi, diky kterym se 1é¢ivo
uvolni na pfedem dané poskozené misto, je mozné ovlivnit mnozstvi a rychlost uvolnéni
1é¢iva (pi. 1é¢ba rakoviny, pii které se uvolni pfesné mnozstvi 1é¢ivych latek, které zni¢i
nadorové bunky, ale nezasahne zdravé bunky v okoli) (Bansal et al. 2020). Odlisnym
pfistupem vyuziti tkafiového inzenyrstvi je podle cilové tkan€. VEdci se pokusily vytvorit
prakticky vSechny sav¢i tkané, mezi nejvyznamnéjsi oblasti tkafiového inZenyrstvi patii
kostni a kloubni nahrady, regenerace pokozky pii popéleninach ¢i jinych poranénich,
regenerace krevnich cév nebo pii 1écbé poskozenych organti (napf. jatra, slinivka
bfisni atd.) (Ratner et al. 2004). Vyzkum v oblasti biomateriali zacal v 50. letech
20. stoleti, avSak dikazy nezdmérnych implantaci ciziho materidlu do lidského téla
nachazime jiz z doby pravéku. Archeologicky nalez lidské kostry se zabodnutym kopim
v ky¢li dokazuje, Ze lidské télo je schopné se vyporadat a tolerovat cizi materidly
(Ratner et al. 2004). Prvni éru materiali mizeme oznacit jako obdobi pted 2. svétovou
valkou, kdy implantity nemely vysokou uspéSnost kvuli nizké biokompatibilité
(napt. hlinikové a zinkové nahrady). Mezi 50. a 60. lety minulého stoleti zacal vyvoj
druné generace materiall, jejimz hlavnim cilem bylo zkoumani toxicity

a biokompatibility materiald, které byly bézné dostupné z povalecného obdobi (napf.

[ 1] |
H B
(1] |
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titan, nerezova ocel, teflon, nylon). Z této doby je znamo mnoho novych 1é¢ebnych
treti éfe zacCaly vyvijet materialy pfimo pro Iékaiské ucely tak, aby nedochézelo
k nezadoucim interakcim mezi materidlem a organismem jako napf. bioskla,
polyethylenglykol atd. Jako posledni éra ve vyvoji biomateridlii se oznacuje obdobi od
nového tisicileti. V moderni éfe se vyuziva poznatkil z moderni biologie, diky kterym se

mohou vyvijet biomaterialy pro konkrétni biologické aplikace (Ratner et al. 2004).
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2 Tkanové nosicCe (scaffoldy)

Jedna se o podptirné struktury pii regeneraci bunék. Scaffoldy nesmi vyvolavat zanétlivé
a toxické reakce v lidském organismu, které by mohly zamezit regeneraci poskozené
tkan¢ (Tian et al. 2012). Chemicko-fyzikalni a povrchové vlastnosti pouzitych materialt
maji vliv na interakce mezi tkdni a implantovanym materialem. Pozadované vlastnosti
scaffoldu souvisi s danou cilovou tkani tzn. pro kazdou tkan jsou vhodné jiné vlastnosti.
Mezi zékladni vlastnosti patéi biokompatibilita, biodegradabilita, stavba scaffoldu
a mechanické vlastnosti. Materialy nesmi byt toxické. Biodegradabilita je vlastnost,
u které je zkoumana rychlost degradace materialu a nasledné degradacni produkty. Stavba
scaffoldu je specificka vlastnost a urCuje, zda se jednd o 2D ¢i 3D strukturu, dale se
zkoumd porozita struktury a drsnost povrchu. Tkanové nosice musi mit vhodné
mechanické vlastnosti (napf. pevnost, pruznost atd.) (S. Safinsha a Mubarak Ali 2020).
Pred jakoukoliv lékafskou aplikaci materidlu je dulezité znat jeho vlastnosti. Po
implantaci do organismu muze dojit ke zmén¢ vlastnosti daného materidlu (napt. zména
mechanickych vlastnosti vlivem degradace) (Ratner et al. 2004). Nejcastéji se materialy
vhodné pro vyrobu scaffoldii d€li na tfi skupiny, kterymi jsou kovy, keramika a polymery
(Ratner et al. 2004). Kovy jsou Casto pouzivané, diky jejich dobrym mechanickym
vlastnostem piedevsim vynikaji svou pevnosti, proto se vyuZzivaji jako kostni ¢i kloubni
nahrady. Po implantaci kovovych materialti do téla miZze dochazet vlivem prostredi ke
korozim, to miZe mit za néasledek zmeénu jejich funkce, a proto je jejich vyuZiti
omezenéjsi. Nej€astéji se na vyrobu scaffoldi pouziva nerezova ocel, kobalt nebo titan
(Dolcimascolo et al. 2019). Keramické materialy jsou pevné anorganické slouceniny
(Ratner et al. 2004), které jsou vysoce biokompatibilni, proto se bézn¢ pouzivaji pro 1écbu
poskozenych kosti, ale jejich vyuziti je znaéné omezeno kvuli jejich kiehkosti
(Dolcimascolo et al. 2019). Polymerni scaffoldy jsou obvykle dlouhé organické fetézce
slozené z mensich opakujicich se jednotek (monomert), ale existuji i vyjimky, které jsou
anorganického charakteru napf. silikony (Bauer et al. 2013). Polymerni materialy budou

vice popsany V kapitole 2.1.
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2.1 Nanovlakenné materialy pro tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi vytvaii biologické nahrady slouzici k regeneraci poskozenych tkani
pomoci zdravych bunék a tkanovych nosict (Asadi et al. 2020). Vyvoj ve tkanovém
inzenyrstvi se vydal smérem, ve kterém se scaffoldy snazi podobat ptirozené
mezibunééné hmoté (extracelularni matrix, ECM). ECM nema pouze mechanickou
funkci, ale také podporuje bunécnou adhezi a proliferaci. Ptedpokladalo se, ze scaffoldy,
které by se podobaly ECM nejen svymi chemickymi vlastnostmi, ale i svou strukturou,
by mohly mit podobnou funkci v organismu. Jelikoz je mezibuné¢na hmota tvorena
mikrovldkny  ananovldkny, zacaly se vetkdlovém inZenyrstvi  vyuzivat
mikro/nanovlakenné materialy. Podobnost mezi ECM a nanovldkennymi materialy je
mozné vidét na obrazku 2, kde jsou porovnavany nanovlakenné PET scaffoldy

s decelularizovanymi ECM) (Ma et al. 2005).

Scaffold

Obrazek 2 — Podobnost scaffoldii s ECM a) SEM snimek decelularizované bazdlni laminy b) SEM snimek
nanoviakennych PET scaffoldii ¢c) SEM snimek decelularizovanych prudusinek d) SEM snimek
dvoufazovych PET scaffoldii; prevzato z (Bridge et al. 2015)

Liberec 2021
1

~



Pro vyrobu nanovlakennych scaffoldi se pouzivaji polymerni materialy. Polymery se
nejCastéji déli na piirodni a syntetické, dale je mtzeme délit na biodegradabilni
a nebiodegradabilni (Dhandayuthapani et al. 2011). Pfirodni polymery jsou nejéastéji
ziskavany z zivych organismt. Do pfirodnich polymert vyuzivanych v Tl fadime
proteiny (napfi. kolagen, fibrin, elastin) a polysacharidy (napft. celuldza chitin, chitosan).
Tyto polymery se mohou vyuzivat k Sirokému spektru aplikaci v tkaniovém inzenyrstvi
(napf. tkanové nosice, cilena doprava 1é¢iv) (Asadi et al. 2020). Syntetické polymery jsou
vyrabény primyslovou syntézou a nejsou ziskavany z piirodnich zdroji. Syntetické
polymery délime do rtiznych skupin podle jejich chemické struktury. Mezi vyuzivané
polymery patii polyvinylalkohol, ktery je Casto vyuzivany v tkdnovém inzenyrstvi
(napf. pii regeneraci pokozKky) (Teixeira et al. 2019). Dal§im vyuzivanym polymerem je
polyethylenglykol, ktery se vyuziva k cilené dopravé 1é¢iv (Ratner et al. 2004). Mezi
vyuzivané polymery patii polyuretany, které se vyuzivaji pti 1é¢bé kardiovaskularnich
onemocnénich (napf. regenerace cév, srde¢ni chlopné atd.) (He a Benson 2013). Dalsi

¢asto zkoumanou skupinou jsou polyestery (Asadi et al. 2020).
Polyestery

Casto pouzivanou skupinou polymert jsou polyestery. Jedna se o biokompatibilni
a degradabilni polymery, které ve své chemické struktuie obsahuji esterovou vazbu
(Asadi et al. 2020). V oblasti mediciny se mohou vyuzit napt. jako stenty v kardiologii,

nosice 1éCiv, pii regeneraci krevnich cév atd. (Fernandez et al. 2012).
Polykaprolakton (PCL)

Jedna se o semikrystalicky alifaticky polyester (viz obrazek 3), ktery se vyrabi
polymerizaci monomeru kaprolaktonu, dochazi zde k otevieni kruhu cyklického

monomeru (ring-opening polymerisation, ROP). PCL je hydrofobni material.

Obrazek 3 — Chemicky vzorec PCL
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Vlastnosti polymerd zavisi na molekulové hmotnosti (Mw). Pokud je molekulova
hmotnost PCL vysoka (Mw >20 000), vyskytuje se PCL jako pevny polymer, ale jestlize
je jeho molekulovd hmotnost nizsi (Mw <20 000), je voskovité charakteru. Pevnost
materialu se pohybuje v rozmezi 12-30 MPa a jelikoz disponuje vysokou elasticitou, tak
ho mizeme prodlouzit o 400-900 %. Polykaprolakton ma nizkou teplotu skelného
ptechodu (~-60 °C) a jeho teplota tani se pohybuje okolo 60 °C (Jiang a Zhang 2013).
PCL podléha enzymatické degradaci. Degradace PCL je pomalejsi (muze trvat déle nez
1 rok) nez u kyseliny polymlécné a kyseliny polyglykolové, a proto se vyuziva pro cilenou

dopravu 1é¢iv a dlouhodobé aplikace tkanového inzenyrstvi (Sinha et al. 2004).
Kyselina polymlééna (PLA)

Dals$im polymerem, ktery se fadi mezi alifatické polyestery (viz obrazek 4), je kyselina
polymlééna. Jedna se o hydrofobni material, ale v porovnani s PCL je PLA vice
hydrofilni, monomerem je kyselina mlécna, ktera vznika kvaSenim uhlovodika
(sacharidt). Kyselina polymlécna se vyskytuje ve dvou enantiomerech, jednim z nich je
L-kyselina polymlééna (PLLA) a druhym je D-kyselina polymlécna (PDLA) (Mu et al.
2019). Vyroba PLA probiha polymerizaci otevienim kruhu (ROP) dimeru kyseliny
mlécné (Jiang a Zhang 2013). Pfirozené se vyskytujici monomer je kyselina L-mlé¢na,

tvorici kyselinu poly-L-mlé¢nou, ktera je krystalickym polymerem.

B O

Obrazek 4 — Chemicky vzorec PLA

Teplota skelného ptechodu se nachazi mezi 60—65 °C a teplota tani odpovida cca 175 °C.
Pevnost je okolo 4,8 GPa. Degradace je sice rychlejsi nez u PCL, ale stéle je oznacovana
za pomalou, jelikoz miaze trvat mésice (Ghanbarzadeh a Almasi 2013). PLA je
biokompatibilni a degradabilni polymer, ktery se ¢asto vyuziva v tkanovém inZenyrstvi.

(Calori et al. 2020).
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Kyselina polyglykolova (PGA)

Mezi vyuzivané alifatické polyestery dale patii kyselina polyglykolova (viz obrazek 5).
Syntéza probiha otevienim cyklického kruhu (Jiang a Zhang 2013).

@)
@)
1% \)J\

i - n

Obrazek 5 — Chemicky vzorec PGA

Teplota skelného piechodu je 35-40 °C a teplota tani se pohybuje mezi 225-230 °C.
V porovnani s PCL a PLA se jedna o nejpevnéjsi polymer (pevnost 7 GPa) a také podléha
nejrychlejsi degradaci. (Ghanbarzadeh a Almasi 2013).

Kopolymer kaprolaktonu a kyseliny mlé¢né (PLCL)

Kopolymery jsou vyrabény s cilem upravit vlastnosti ptivodnich homopolymert (napf.

rychlost degradace, mechanické vlastnosti atd.) (Mikes et al. 2019).

Obrazek 6 — Chemicky vzorec PLCL

Kopolymery mohou byt nahodné (statistické) a blokové. Struktura nahodnych
kopolymert je tvofena z nahodile uspofadanych monomert. Vlastnosti PLCL se méni
Vv zé&vislosti na poméru zastoupeni LA:CL. Statisticky PLCL se ¢asto tvoii v pomérech

90:10, 80:20, 70:30 (Fernandez et al. 2012).

2.1.1 Metody pripravy nanovlakennych materiali

Materidly pro tkaiové inZenyrstvi jsou vyrabény riznymi metodami. Jednotlivé metody

pfipravy se 1iS$i svou ndroCnosti a produktivitou. Vytvofené vlakenné materialy
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z odlisnych metod maji jiné vlastnosti jako napf. orientace vldken, primér vldken,

rovnomérnost atd. (Jirsak et al. 2003).
Elektrostatické zvlaknovani (Electrospinning)

Pii elektrostatickém zvlaknovani se vyuziva elektrického pole k tvorbé nanovldken
(s praméry mensimi nez 1 um) z polymerniho roztoku nebo taveniny (Frenot a Chronakis
2003). Vzhled a vlastnosti vyslednych vlaken zavisi na vice proménnych, kterymi jsou
napt. velikost intenzity elektrického pole, druh rozpoustédla, koncentrace polymerniho
roztoku, typ zvlaknovaciho systému atd. (Ratner et al. 2004). Elektrostatické zvlaknovani
muze byt jehlové (viz obrazek 7) nebo bez-jehlové (viz obrazek 8). Jehlové
elektrostatické zvlakiiovani vyuziva kapilarni jehly. Konec kapilarni jehly, kde se diky
svému povrchovému napéti udrzuje kapka polymerniho roztoku, vystavime vysokému
elektrickému napéti, tim se vyvold ndboj na povrchu kapaliny. ZvySovanim intenzity
elektrického pole se tekutina na Spicce prodluzuje a vytvari tzv. Tayloriv kuzel. Pti
prekroceni kritického bodu (tzn. Ze elektrostaticka sila je vEtsi nez povrchové napéti
polymeru), se nabity paprsek uvolni z hrotu kuzele a dochazi k jeho zvlaknéni a odpateni
rozpoustédla. Vytvorena vlakna se nasledné ptichytavaji na opacné nabity kolektor, ktery

byva vyrobeny z kovu (Frenot a Chronakis 2003).

Stiitkacka Polymer Jehla Tryska ﬁ
|
J
J
>/l

Tayloruv kuzel

2 3 ne
Zdroj vysokého \Dor

napéti

§

Obrazek 7: Aparatura na jehlové elektrostatické zvlakiiovani, prevzato z (Ziabari et al. 2009)

Bez-jehlové elektrostatické zvldknovani vyuziva zvldkinovani zvolného povrchu

polymerniho roztoku ¢i taveniny. Plasobenim elektrostatického pole se na povrchu
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roztoku vytvari mnoho polymernich trysek, ze kterych jsou tvofeny nanovlékna, které
jsou pfichyceny na opa¢n¢ nabity kolektor. Pii porovnani obou metod elektrostatického

zvlaknovani je bez-jehlova metoda produktivngjsi (M.Moghadam et al. 2016).

Kolektor

Trysky

Elektroda ) ! mBUbhny :

] ﬂ B S Polymer

- () :

. = x -
e ‘ | # B
Plynova pumpa U‘ | -
- I Plynova trubice |
) Zdroj vysokého napéti

Obrazek 8: Aparatura na bez-jehlové elektrostatické zvidkiiovani; prrevzato z (M.Moghadam et al. 2016)

Specidlnim typem bez-jehlové metody je technologie Nanospider™ (viz obrazek 9), ktera
byla vyvinuta spoleénosti Elmarco v Ceské republice (M.Moghadam et al. 2016).
Strunova a kolektorova elektroda je pfipojena ke zdroji vysokého napéti. Nasledné jsou
zvolného povrchu polymerniho roztoku, ktery se nachdzi na strunové elektrodé,

vytvotreny nanovlakna, které se prichyti na kolektor (Havli¢ek et al. 2020).

Kolektor 4

Spunbond  Zdroj U —

g

Nanovlakna

Strunova elektroda :

Polymer

Obrazek 9: Schématické zndzornéni technologie Nanospider™; prevzato z (Havlicek et al. 2020)
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Pomoci technologie Nanospider™ byly vyrobeny materialy (PCL, PLA, PLCL aBL 1:1)
pro experimentalni ¢ast této prace. U elektrostatického zvldknovani mizeme vyuzivat
stejnosmérny proud (DC electrospinning) nebo stfidavy proud (AC electrospinning).
Aparatura pro AC electrospinning se sklada z vysokonapétového transformatoru,
davkovaci pumpy a zvlakinovaci elektrody (Havlicek et al. 2020), neni zde potfebny
uzemnény kolektor. Produktivita je u AC electrospinningu vyssi (Balogh et al. 2016).

Odstredivé zvlaknovani (Forcespinning)

Metoda forcespinning vyuziva odstfedivych sil na rozdil od elektrospinningu, kde se
vyuzivaji sily elektrostatické. Ve stiedu bubnu se otac¢i kolem své osy zvlaknovaci tryska
S polymernim roztokem a piisobenim odsttedivych sil se tvoii na kolektoru soumérna
vlakna (Nahida Sultana et al. 2017). Specifickou metodu elektrostatického zvlaknovani
je centrifugal electrospinning. Dochazi zde ke kombinaci odstfedivého zvlaknovani
a elektrostatického zvladknovani. Na polymerni roztok pusobi sily elektrostatické i sily
odstfedivé. Mezi vlastnosti, které maji vliv na vysledna vlakna patfi rychlost otaceni
zvlaknovaci trysky, vzdalenost trysky od kolektoru, velikost elektrického napéti atd.
(Havlicek et al. 2020).

Melt-Blown

U metody melt-blown se nepouziva rozpoustédlo, vyuziva se zde Cisté taveniny
polymeru, k vytvofeni taveniny je potifeba polymer dostateéné zahfat (piekrocit jeho
teplotu tani) (Zhang et al. 2020).

Polymer Studeny vzduch

1

Horky vzduch

U

Tt

Motor Teplo MFizka Bubnovy kolektor  Oddéleni voda-olej

Obrazek 10: lustrace procesu metody melt-blown; prevzato z (Zhang et al. 2020)
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Tavenina polymeru je za pomoci horkého vzduchu prohnana ptes pérovitou zvlakinovaci
miizku, ktera urcuje velikost vytvofenych vldken. Vytvofend vlakna se naviji na rotujici
buben (kolektor), kde se vytvofi vrstva polymeru, kterd se na vzduchu necha vysusit

(Zhang et al. 2020).

Solvent casting

Metoda vyuzivajici porogen, ktery se piida do polymerniho roztoku. Jako porogen se
pouzivaji soli napt. NaCl. Velikost poru zavisi na velikosti molekul zvoleného porogenu.
Po vytvofeni smési z polymerniho roztoku a porogenu, se odpatfuje rozpoustédlo
a nasledn¢ se pomoci vody rozpusti a vymyje porogen od vzniklé¢ pérovité struktury
(S. Safinsha a Mubarak Ali 2020). Metoda vytvaii 3D porovité scaffoldy pro tkanové

inzenyrstvi, porovitost mize dosahovat az 90 % (Ong et al. 2019).
Self-Assembly

Vétsina ostatnich vyrobnich metod funguje na principu top-down (tzn. z velkého objemu
tvofime nanovlakna), metoda self-assembly vyuziva princip bottom-up. Vyuziva se
samovolného sestaveni jednotlivych molekul do vétsi struktury. Jednou z moznych
vytvofenych struktur jsou nanotrubice, slouzici jako nosice 1é¢iv (Asadian et al. 2020;

Li et al. 2021).
Fazova separace

Hlavni princip této metody je izolace dvou latek v odliSném skupenstvi (viz obrazek 11).

Rozpoustédlo

—0

Polymer Gelovateéni Extrakce rozpoustédla

Obrazek 11: llustrace procesu fazové separace; prrevzato z (Asadian et al. 2020)
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Teplota polymerniho roztoku se snizi, aby z roztoku vznikl gel. Pivodni rozpoustédlo se
nahradi odliSnym rozpoustédlem. Odstranénim pivodniho rozpoustédla se z gelu vytvoii

3D porovita struktura. (Asadian et al. 2020; Petras et al. 2009).
Freeze drying

Principialné jednoduchd metoda, ve které dojde ke zmrazeni polymerniho roztoku, ve
kterém se vytvoii ledové krystaly rozpoustédla. Rozpoustédlo se sublimaci odpati

zpolymeru a vytvoii se Cistda polymerni porovitd struktura (S. Safinsha

a Mubarak Ali 2020).
3D tisk

Jedna z nejnovéjsich pouzivanych metod. Jak bylo zminéno dfive, nékteré metody
pripravy nanovldkennych scaffoldli jsou schopné vytvotit 3D scaffoldy pro tkanové
inzenyrstvi, ale jejich struktura je tvofena nahodile, tzn. nelze regulovat velikosti port,
prim&ry vldken akazdy stejné vyrobeny materidl se nepatrné 1iSi. Struktura
u vytisknutych scaffoldu je fizena pocitatem a je tvofena metodou bottom-up tak, aby na
sebe vSechny vrstvy dokonale pasovaly (S. Safinsha a Mubarak Ali 2020).
Biodegradabilni a biokompatibilni materialy (popsané diive jako polykaprolakton,
kyselina polymle¢na a jejich kopolymery) se jevi jako vhodni kandidati pro
experimentalni vyrobu pomoci 3D tiskaren (Zhou et al. 2021). PCL a PLA nachazeji
vyuziti diky svym mechanickym vlastnostem pfevazné ve vyrobé kostnich nebo
kloubnich nahrad. Vyroba scaffoldd pomoci 3D tisku vykazuje obrovsky potencial
i v dalSich oblastech tkanového inzenyrstvi (napf. regenerace cév, ktize atd.) (Vyas et al.

2021; Zhou et al. 2021).
Drawing

Na rozdil od ostatnich metod drawing nevynikd vysokou produktivitou, ale oproti
ostatnim dokaze vytvofit vlakna orientovand do danych struktur, u ostatnich metod se
vlakna tvofi nahodile. Vlakna je mozné vytvaret z tavenin nebo z polymernich roztoki
(Strnadova et al. 2020).
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S pouzitim sklenéné mikropipety vytvofime na podloZce kapku z polymerniho roztoku.

Vlékno vytvorime tazenim do urcitého mista, kde na konci vytvotime druhou kapku pro

upevnéni. B&hem tazeni se odpafuje rozpoustédlo a vznikd samostatné vldkno

(viz obrazek 12) (Nain et al. 2006).

0 U U Ul

Krok A
Krok B Krok C KrokD I

Krok E

Obrazek 12: Zndzornéni metody drawing za pouZiti mikropipety; pievzato z (Nain et al. 2006)
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3 Adsorpce proteinti na nanomaterialy

Material ihned po implantaci do organismu reaguje s proteiny, vytvaii na povrchu
tzv. Koronu (vrstva proteind na povrchu materialu). JelikoZ je material okamzité obalen
proteiny nedochazi K pfimému kontaktu materiadlu S okolnimi bunikami (Wilson et al.
2005). Proteinova korona ovliviiuje vlastnosti materialu (napt. povrchova struktura,
naboj), udava jeho ,,biologickou identitu®, a pravé biologicka identita je tim faktorem,
ktery uréuje fyziologickou odpoveéd’ pii reakci materialu s okolnimi buiikami. Vlastnosti
materialu, mezi které patii struktura materialu (2D nebo 3D struktura), porozita materialu,
struktura povrchu, ovliviiuji mnozstvi a typ navazanych proteinti na material. Nejcastéjsi
biologické prostedi, se kterymi material interaguje jako prvni, je krev. V krevni plazmé
se nachazeji stovky ruznych proteini a teoreticky feCeno material mize reagovat
s kazdym znich. (Walkey a Chan 2012). Proteiny s vys$si afinitou k materialu tvofi
tzv. tvrdou koronu (hard corona), zatimco proteiny, které maji nizs$i afinitu tvofi
tzv. me¢kkou koronu (soft corona). V ramci proteinové Korony zjistime, ze zde dochazi
k interakci protein-material nebo k interakci mezi dvéma proteiny. Na to, jak interaguji
proteiny tvrdé a mékkeé korony, existuje vice teorii. Prvni teorie vysvétluje tvrdou koronu,
jako proteiny, které interaguji pfimo s materidlem. Mékka korona je slozena pouze slabé
vazanymi proteiny pomoci interakce protein-protein. Jinak fe¢eno, mékka korona je

navazana na tvrdou koronu (viz obrazek 13) (Walkey a Chan 2012).

Mékka korona Tvrda korona

K desorpce %

K adsorpce

I
o

Obrazek 13: Grafické zndzornéni tvrdé a mékké korony adsorbované na nanocdstici, modrd klubka
zndzoriuji slabé vazdané proteiny a éervend klubka zndzoriji silné vazané proteiny; prevzato z (Rahman

et al. 2013)
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Dalsi teorie tikd, Ze jak tvrdd korona, tak i mékka korona, mlze interagovat pifimo
S materidlem, ale lisi se zde jejich vazebna energie, kterd je u siln¢ vazanych proteinti
vy$$i nez u slabé vazanych. Rozdil mezi témito hypotézami je teoreticky, ale
experimentalni vysledky, které porovnavaji mnozstvi adsorbovanych proteind, se
vyrazné nelisi (Walkey a Chan 2012). Jelikoz se jedna o dynamicky proces, struktura
proteinové korony neni stald a potad se méni. Neni tedy mozné piedstavit obecny vzorovy
model proteinové korony pro vSechny materialy. U adsorbovanych proteini muze
dochazet Kk jejich denaturaci (zména jejich konformace) (viz obrazek 14) a nasledné

k jejich desorpci z materialu.

Adsorpce Denaturace

Obrdzek 14: Schéma adsorpce proteinii na material, kde dochdzi ke zméné konformace (denaturaci)
proteinii; prevzato z (Wei et al. 2014)

Na zacatku se adsorbuji proteiny s nejvyssi koncentraci, postupem ¢asu jsou vystiidany
proteiny svyssi afinitou k materidlu, dochazi zde ktzv. Vromanovu efektu
(Rahman et al. 2013). Proteiny tvrdé korony jsou adsorbovany béhem nékolika vtefin, na
rozdil od proteini me¢kké korony, kterym adsorpce miiZe trvat n€kolik minut az hodin.
Nasledna desorpce probiha naopak, rychleji se zde desorbuji proteiny mékké korony,
jelikoz se jedna o slabé vazané proteiny, staci k jejich uvolnéni niz$i energie. Tvrda
korona zlstava adsorbovana na material déle nez mekka, proto je jeji vyznam pii ur¢ovani
fyziologické odpovédi povazovan za dulezitéjsi (Walkey a Chan 2012). Hydrofilicita
a hydrofobicita materialti patii mezi zakladni parametry proteinové adsorpce. Hydrofobni
materidly adsorbuji jiné typy proteinii nez materidly hydrofilni kvili své afinité
k molekulam vody, kterymi jsou proteiny v organismu obaleny. Globularni proteiny se

snaze adsorbuji na hydrofobni materidly. Hydrofobni materidly vice ovliviiuji denaturaci

adsorbovanych proteini.
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3.1 Testovani adsorpce proteinii

Proteiny v roztoku muzeme identifikovat pomoci b&znych biochemickych metod
musime analyzovat pfimo zpovrchu materidlu nebo zroztoku po desorpci
adsorbovanych proteint z materialu. U proteinové adsorpce dochazi k ovlivnéni druhem
materialu, koncentraci proteinu, typem roztoku, dale zavisi, zda se jedna o roztok
samostatného proteinu ¢i o komplexni biologicky roztok (napft. krevni plazma), nasledné
je narocné pii testovani adsorpce proteinil od sebe odlisit siln€ vazané proteiny od slabé
vazanych proteinti. Pfi vybéru spravné analyzy pro testovani adsorbovanych proteinti je
pro nas dulezity typ pozadované informace (kvantifikace adsorbovaného proteinu,
kinetika adsorpce, konformace a orientace adsorbovaného proteinu). Dosud neni znama
zadna metoda, kterd by zajistila komplexni analyzu proteinové adsorpce, a proto je nutné
pro komplexni analyzu vyuzit vice metod (Martins et al. 2012). Ke kvantifikaci proteini
zroztoku lze vyuzivat spektrofotometrické a fluorescenéni metody, které vyuzivaji
interakce s vybranym cinidlem (zalezi dle metody) S adsorbovanymi proteiny (Hlady
etal. 1999) na zakladé kolorimetrického urceni jejich koncentrace. Jako piiklad si
muzeme uvést metodu podle Bradforda, kterd vyuziva barvivo Comassie Brilliant Blue
(CBB) (detailngjsi popis viz kapitola 4.7) a metodu s kyselinou bicinchoninovou (BCA)
(viz kapitola 4.7). Jako kvalitativni analyzy k identifikaci proteint z roztoku mohou byt
vyuzivany separacni metody. Jedna se o analyzu na zaklad¢ rozdéleni molekul podle
jejich velikosti (molekulové hmotnosti), pfikladem separani metody je napt. SDS-PAGE
elektroforéza (viz kapitola 4.7). Mezi separaéni metody patfi také kapalinova
chromatografie. Pfikladem kapalinové chromatografie je gelovd permeacni
chromatografie (GPC), ktera slouzi k odd€leni molekul podle jejich velikosti. Roztok se
zkoumanou latkou prochazi pies gelové castice s pory. Mensi molekuly si cestu
mprodlouzi® skrze pory a vétsi Castice jsou rychleji unaseny mobilni fazi (roztokem)
(Martins et al. 2012). K analyzam proteinii pfimo z materialu slouzi optické metody.
Mezi vyuzivané patii elipsometrie, kde se vyuzivd zmény stavu polarizace svétla po
odrazu na reflektivnim povrchu. Pomoci indexu lomu proteinu je mozné zjistit
koncentraci adsorbovaného proteinu (Martins et al. 2012). Dalsi metodou analyzujici
proteiny piimo z povrchu materidlu je rezonance povrchovych plazmond (SPR), kde
vlivem rezonance elektromagnetického zafeni s povrchovymi elektrony kovi (zlato,

stiibro atd.) dochazi ke zmén¢ uhlu odrazu zateni. (Durech et al. 2014).
|
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Experimentalni ¢ast

Cilem této bakalarské prace je studium Casové zavislosti adsorpce proteinil na testované

materidly a pozorovat vliv chemické struktury a morfologie testovanych materialii na

adsorpci proteintl.

4 Materialy a metody

4.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 1: Pouzité chemikdlie na piipravu nanovldkennych vrstev

Etanol absolutni
Chloroform

PCL (Mw 45 000)
PCL (Mw 80 000)
PLCL

PLA

Penta

Penta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Corbion
PolySciTech

Tabulka 2: PouZzité proteiny a chemikdlie na stanoveni jejich koncentraci

BCA
Bradfordovo ¢inidlo
BSA-hovézi sérovy albumin

Destilovana voda

Quant-it Kit

Tabulka 3: Pouzité chemikdlie na pripravu roztoku PBS

KCI

KH2PO4 — dihydrogenfosfore¢nan draselny
NaCl - chlorid sodny

NazHPO4 - 12 H20
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Termo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
(laboratorni zatizeni
Aqual)

Termo Fisher Scientific

Penta

Penta
Sigma-Aldrich
(laboratorni zatizeni

Aqual)
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Tabulka 4: Pouzité chemikdlie pro SDS-PAGE elektroforézu
30% akryl-bisakrylamid mix
APS-amonium persulfat
Bromfenolova modr
B-mercaptoethanol
Coomassie Brilliant Blue R-250
EDTA
Glycerol
Glycin
Kyselina octova
Methanol
Precision Plus ProteinTM All Blue Prestained
Protein Standards
SDS-sodium dodecyl sulfat
Tris
TEMED

4.2 Pouzité pristroje

Tabulka 5: Pouzité pristroje a programy
Nanospider ™ NS 1WS500U

Rastrovaci elektronovy mikroskop Vega 3 SB

Spektrofotometr Synergy HXT

pH metr

SDS-PAGE elektroforéza - miniprotean
Quorum

Inkubator Q-cell

ImageJ

Microsoft office
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Amresco
LachNer
Amresco
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Penta

VWR International
Penta

Penta

Bio-Rad

Sigma-Aldrich

Amresco
Sigma-Aldrich

Elmarco

Tescan

BioRad

Quorum technologies

w
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4.3 Pouzité roztoky

Tabulka 6: Pouzité roztoky

Roztok
PBS

Roztok modelového
proteinu

1 % SDS pro desorpci

silné vazanych proteini

10 % SDS
-100ml

1,5M Tris-HCL pH 6,8

-50ml

1,5M Tris-HCL pH 8,8
-100 ml

10 % APS
-100 ml

2x SDS-PAGE
vzorkovaci pufr
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SloZeni

800 ml dH.O

8 g NaCl

0,2 g KCL
3,63 g Na2HPO4-12 H20
0,24 g KH2PO4
50 mg BSA

1 ml PBS

19 SDS

100 ml PBS

10 g SDS

90 ml dH20

Doplnéno dH20 do 100 ml

9,09 g Tris
40 ml dH20
pH upraveno HCI

Doplnéno dH20 do 50 ml

18,7 g Tris
80 ml dH20
pH upraveno HCI

Doplnéno dH20 do 100 ml

19 APS
8 ml dH20

Doplnéno dH20 do 10 ml

10 ml Tris-HCI pH 6,8

6 ml 20 % SDS

30 ml glycerol

15 ml B-merkaptoethanol
1,8 mg bromfenolova
modr

Doplnéno dH20 do 100ml

Poznamka

-Pii ptiprave roztoku zahtat

na 50 °C
-Skladovéno pii RT
-Skladovano pti RT

-Skladovéno pii RT

-Skladovéno pii -20 °C

-Skladovano pfi -20 °C

w
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10 % polyakralamidovy
separacni gel

-20 ml/4 gely

5 % polyakralamidovy
zaostirovaci gel

-8 ml/4 gel

10x SDS-PAGE pufr
-11

10x PBS
-11

CBB barvici roztok
-11
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7,9 ml dH20

6,7 ml 30% akryl-
bisakrylamid

mix

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

0,2 ml 10 % APS
0,008 ml TEMED

5,5 ml dH20

1,3 ml 30 % akryl-
bisakrylamid

mix

1,0 ml 1,5M Tris (pH 6,8)
0,08 ml 10 % SDS
0,08 ml 10 % APS
0,008 ml TEMED

10 g SDS

30,3 g Tris

144,1 g glycin

800 ml dH20
Doplnéno dH20 do 1 |
80 g NaCl

2 g KCI

26,8 g NaxHPO4-7H20
2,4 g KH2PO4

800 ml dH20
Doplnéno dH20 do 1 |
2,5 g Coomassie Brilliant
Blue R-250

450 ml methanol

100 ml kyselina octova

Doplnéno dH20 do 1 |

-Pfed  pouzitim 10x

zfedéno do roztoku PBS

-Skladovano pti RT
-Pfed  pouZitim 10x
zfedéno dH20
-Skladovano pii RT
-Skladovano pii RT
HEE
H n
HEE

w



CBB odbarvovaci roztok 450 ml methanol - Skladovano pii RT
-11 100 ml kyselina octova

450 ml destilovana voda

Susici roztok 450 ml methanol - Skladovano pti RT
-11 100 ml kyselina octova
30 ml glycerol

420 ml destilovana voda

4.4 Morfologie materialu

Morfologie materidli byla analyzovana pomoci snimki ze skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM). Aby bylo mozné vytvofit snimky materialti pomoci SEM, musi byt
vzorky mikro/nano vlakennych materiald pokoveny. Zde byly vzorky pokoveny
10 nm vrstvou zlata. Poté byly pofizeny snimky (pouzité napéti 10-20 kV) o zvétSeni
vzorkid 1000x, 2500%, 5000x a 10 000x. K vyhodnoceni byly vyuzity snimky, na kterych
byly materialy zvétSeny 5000x. Priméry vlaken byly méfeny pomoci programu Image].
Néhodn¢ bylo vybrano 125 vldken od kazdého materialu, u kterych byl zméten jejich
pramér. V programu Microsoft Excel byly vypocitany prumérné hodnoty praméri

vlaken, Cetnost vldken o urcitych primérech a byla provedena statisticka analyza.

4.5 Smacivost materialu

Smacivost materialu byla analyzovana pomoci metody WCA (méfeni kontaktniho thlu
ptisedlé kapky, angl. water contact angle). Bylo piipraveno 10 vzorkd od kazdého
materialu o velikosti 2x2 ¢cm. Vzorky byly pfipevnény a vypnuty na plastové téleso (ve

tvaru komolého kuzele) pomoci plastového kolecka (viz obrazek 15).
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Obrdzek 15: Vevo: Pripraveny vzorek na méreni kontaktniho whlu; vpravo: prilehld kapka na materidlu
PCL 45, ze které byl nasledné meéren kontaktni ithel

Na kazdy takto pfipraveny vzorek byla pomoci pipety nanesena 1 kapka destilované vody
o objemu 5 pl. Po naneseni kapky na vrstvu materidlu bylo sledovano jeji chovani pomoci
aparatury vytvofené z mikroskopu a pfipevnéné kamery. Chovani kapky bylo
zaznamenano na video, ze kterych se nasledné vyhodnotila smacivost materiali. Byly
méteny kontaktni uhly s vyvojem v Case v programu ImageJ a poté byla provedena

statisticka analyza v programu Microsoft Excel.

4.6 Metodika adsorpce a desorpce

Pro testovani adsorpce proteini na testované materialy byl jako modelovy protein pouzit
hovézi sérovy albumin (BSA). Aby bylo moZzné analyzovat ¢asovou zavislost proteinové
adsorpce, bylo provedeno 6 experimenti adsorpce BSA o ruznych intervalech inkubace
(5 minut, 10 minut, 1 hodina, 4 hodiny, 8 hodin a 24 hodin). Po uplynuti ¢asovych
intervalti doslo k oplachu slabé vazanych proteinti (pomoci oplachu v PBS) a k desorpci
siln€¢ vazanych proteini (pomoci detergentu SDS) z materialu. Slab& vazané proteiny byly
analyzovany spektrofotometricky pomoci Bradfordovy metody a metody BCA. Jedna se
o kvantitativni analyzy, které nam urcuji koncentraci slabé vazanych proteint v roztoku.
Spektrofotometricky byly analyzovany i siln¢ vazané proteiny, u kterych byla pouzita
metoda BCA, nemohla zde byt pouzita Bradfordova metoda, jelikoz ¢inidlo CBB reaguje
s detergentem SDS, ktery byl vyuzit k desorpci silné vazanych proteind, a vysledky by
nebyly piesné. Bradfordova metoda byla nahrazena citlivéjsi flourimetrickou metodou
Quant-iT protein assay Kit a dale byly silné vazané proteiny testovany pomoci separacni
metody SDS-PAGE elektroforézy.
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Piiprava vzorki

Bylo ptipraveno 6 triplikatt (trojice vzorkl) a 1 kontrolni vzorek pro vSechny testované
materialy. Kazdy vzorek byl vytiznut o velikosti 2x2 ¢cm a byl samostatn¢ zvazen (viz

ptiloha A).
Metodika adsorpce a desorpce

Kazdy z triplikatt slouzi k analyze adsorpce proteinti v daném ¢asovém intervalu, pii
kterém jsou materialy inkubovany s roztokem proteinu. Byly zvoleny ¢asové intervaly
5 minut, 10 minut, 1 hodina, 4 hodiny, 8 hodin a 24 hodin. Po zvazeni byly vSechny

vzorky opatrné vloZzeny do 1,5 ml mikrozkumavek, tak aby nedoslo k jejich poSkozeni.

Desorpce 1%
)4/ SDS v PBS

* roztok BSA v PBS e Slabé vizans * Silné vazané
(50mg/ml BSA, 37°C, pHees =7,4) proteiny

* 5Smin, 10 min, 1 hod, 4 hod, 8
hod, 24 hod

proteiny

Obrazek 16: Grafické schéma experimentu

Ke v§em vzorkim byl ptidan 1 ml roztoku BSA (50 mg/ml) ve fosfatovém pufru (PBS,
pH= 7,4). Ke kontrolnim vzorkiim od kazdého materialu byl pfidan 1 ml ¢istého PBS.
Tyto vzorky slouzi jako negativni kontrola. Takto pfipravené vzorky v roztoku BSA
v PBS byly vlozeny do inkubétoru pii teplot¢ 37 °C (vCetné negativni kontroly).
V inkubatoru byly ponechidny po dobu urCenych cCasovych intervalli. Po uplynuti
nastavenych intervalll byly vzorky oplachnuty v 1 ml ¢istého PBS, ¢imz byly vytvoreny
roztoky se slabé vazanymi proteiny. Nasledné byly vzorky ponoteny do 1 % roztoku SDS
v PBS. Vzorky byly ponechany v desorp¢nim roztoku 1 hodinu pti pokojové teploté, aby
doslo k desorpci siln€¢ vazanych proteinli ze vzorki. Takto pfipravené roztoky slabé

a siln€ vazanych proteint byly pouzity k analyze proteinové adsorpce.
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4.7 Pouzité metody

V této kapitole budou popsany metody, které slouzily k analyze proteinové adsorpce.

10 % SDS-PAGE elektroforéza

Jedna se o separacni metodu, ktera rozdé€luje proteiny podle jejich velikosti (molekulové
hmotnosti). K separaci molekul dochazi diky rozdilné rychlosti nabitych ¢astic
Vv elektrickém poli. Vyuzivany dodecylsiran sodny (SDS) dodava proteinim zaporny
naboj. Kvuli zapornému naboji se molekuly pohybuji pies polyakrylamidovy gel
k elektrodé s kladnym elektrickym nabojem. V&tsi molekuly se pohybuji pomaleji nez

vvvvvv

vysledki slouzi srovnavani s markerem, u kterého jsou znamé velikosti molekul.

V kadince byl piipraven 10 % separa¢ni (dolni) gel (viz tabulka 6), pomoci pipety byl
nanesen do aparatury (dvojice skel), ktera se timto gelem zaplnila do cca 75 %, zbytek
aparatury byl dolit destilovanou vodou. Béhem sitovani separa¢niho gelu byl v kadince
ptipraven gel zaostiovaci (horni) (viz tabulka 6). Kdyz byl dolni gel dostate¢né zesitény
(ztuhly) byla destilovana voda nahrazena zaostfovacim gelem. Do zaostfovaciho gelu byl
vloZen hiebinek, ktery v gelu vytvofi jamky, do kterych se budou nanéset vzorky. Po
ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl hiebinek opatrné odebran. Takto piipravené gely byly
vlozeny do elektroforetické vanicky a byly =zality elektroforetickym pufrem
(angl. running buffer). Do vytvofenych jamek pomoci hiebinku byly pomoci pipety
naneseny vzorky, které byly pfedtim smichany 1:1 se vzorkovym pufrem a povateny ve
vodni lazni pii 95 °C po dobu 10 minut. Do prvni jamky bylo vzdy naneseno 5 pl markeru
(Precision Plus ProteinTM All Blue Prestained Protein Standards). Do ostatnich jamek
bylo pfidano 15 pl kazdého vzorku. Celkova aparatura SDS-PAGE elektroforézy byla
uzaviena a privedena ke zdroji. Z pocatku bylo vstupni napéti nastaveno na 80 V, po
uplynuti cca 20 minut, kdy molekuly vzorki prosly skrze zaostfovaci gel, bylo napéti
zvySovano az na 120 V. Pii zvySeném napéti probihala elektroforéza 1 hodinu. Po
ukonéeni samotné elektroforézy byly zaparatury vyjmuty gely. Z celého gelu byl
odfiznut zaostfovaci gel, ktery se uz dale nebude vyuzivat. Rozd€lovaci gel byl vlozen do

misky s barvicim roztokem CBB a za stdlého michani byl ponechan 24 hodin k barveni.

Liberec 2021



Poté byl gel vloZzen do misky s odbarvovacim roztokem, ktery byl podle potieby ménén
do uplného odbarveni ptebytecného barviva z gelu. Gel mizeme uchovat mezi vrstvou
celofanu (na bazi celuldzy) pomoci susiciho roztoku. Takto vytvoiené gely byly dale

analyzovany.
Analyza koncentrace proteinu dle Bradfordovy metody

Metoda slouzici k uréeni koncentrace adsorbovanych proteint. Je zde vyuZzivano
interakce proteind s barvivem CBB v kyselém prostfedi. Po navazani barviva na
molekuly proteinu dochazi ke zméné absorpéniho maxima na 595 nm z pivodnich
465 nm. Barva roztoku se zméni z hnédé na modrou (viz obrazek 18). Nevyhodou této
metody je, ze dochazi k reakci s detergenty (napf. SDS) a tim se snizuje spolehlivost
vysledkl, a proto nemuize byt Bradfordova metoda vyuzita v analyze siln€ vazanych

proteint.

Z roztoku BSA (50 mg/ml) byly pfipraveny roztoky o snizujici se koncentraci (1 mg/ml,
0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0 mg/ml), z takto pfipravenych roztokd byla

sestrojena kalibra¢ni kiivka a jeji rovnice (Viz obrazek 17).

Kalibracni krivka
0,4
0,35 .9
.,
0,25 o

) S y = 0,352x - 0,0111

R2=0,9956
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0,1
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o
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o
o
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e

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Koncentrace BSA [mg/ml]

Obrazek 17: Kalibracni krivka vytvorena pri analyze koncentrace proteinu dle Bradfordovy metody

Bradfordiiv roztok byl vytemperovan na pokojovou teplotu a poté bylo do kazdé predem
popsané jamKy z 96-ti jamkové desticky pfidano 250 pl Bradfordova roztoku.
K Bradfordové¢ roztoku bylo pfidano 5 pl testovanych vzorkd, takto vzniklé roztoky byly
fadné promichany (pipetou), aby doslo k reakci barviva s proteiny (viz obrazek 18)

a nasledn¢ byly inkubovany 10 minut pii pokojové teplot¢.
|
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Obrdzek 18: Reakce CBB s proteiny za zmény barvy roztokii z hnédé na modrou

Pomoci spektrofotometru byla méfena absorbance vsech testovanych vzorkt pfi vinové
délce 595 nm. Zrovnice kalibra¢ni kiivky a hodnot absorbance zmétfené pomoci
spektrofotometru byly vypocitany koncentrace proteini ve vSech testovanych vzorcich

a nasledné byla provedena statisticka analyza.
Analyza koncentrace proteinu dle metody BCA

Metoda BCA je dalSi ztady kvantitativnich analyz slouZici k ureni koncentrace
adsorbovaného proteinu. V této metodé se vyuziva reakce proteini s Cu* ionty, piicemz
dochazi kredukci na ionty Cu®. Jednomocné ionty médi reaguji s kyselinou
bicinchoninovou (nebo s jejimi sodnymi solemi) v alkalickém prostiedi za tvorby
fialového komplexu. V porovnani s Bradfordovou metodou nedochazi k interferenci

s detergenty, a proto touto metodou mizeme analyzovat slabé i silné¢ vazané proteiny.

Z roztoku BSA (50 mg/ml) byly stejné€ jako u Bradfordovy metody vytvoreny roztoky se
sestupnou koncentraci na sestrojeni kalibracni kiivky. Roztok BCA byl pomoci pipety
nanesen do 96-ti jamkové mikrotitraéni desticky. Do kazdé jamky bylo pfidano
200 pl roztoku BCA a poté bylo pfidano 25 pl testovaného vzorku. Testovany vzorek byl
dikladné promichan s roztokem BCA a po dobu 30 minut byl inkubovéan pfi teploté
37 °C, aby doslo kreakci proteinii s Cinidly za vzniku fialového komplexu (viz

obrazek 19).
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Obrdzek 19: Reakce roztoku BCA s proteiny za vzniku fialového komplexu

Po inkubaci vzorkt byla pomoci spektrofotometru méfena absorbance pti vinové délce
562 nm. Zrovnice kalibra¢ni kifivky a zméfené absorbance byla opét spocitdna

koncentrace adsorbovanych proteint a provedena statisticka analyza namétenych hodnot.
Analyza koncentrace proteinu dle metody Quant-iT

Jedna se o flourimetrickou metodu, ktera slouzi k uréeni koncentrace adsorbovaného
proteinu na material. Fluorimetrické metody vyuzivaji pfechodu elektronu ze zakladniho
stavu do stavu excitovaného. Pfi navratu zpét do zakladniho stavu vyzafi elektron energii
ve formé fotonu. Pii méfeni dopada na vzorek zéieni o vinové délce, které excituje atom
do vyssiho energetického stavu. Pfi navratu do zakladniho stavu vyzaii testovany vzorek
zéteni o vinové délce, ktera je vySsi nez excitacni zafeni, protoze emitované zafeni ma

vzdy niZsi energii (Cast energie se pfeméni napt. na teplo).

Z ptipravenych roztokli o sestupné koncentraci BSA (500 ng/ul, 400 ng/ul, 300 ng/ul,
200 ng/ul, 100 ng/ul, 50 ng/ul, 25 ng/ul a 0 ng/ul) byla sestrojena kalibra¢ni kiivka.
Fluorimetrické metody jsou citlivéjsi nez metody spektrofometrické, a proto musely byt
testované vzorky 10 x zfedény v PBS. Do ¢erné 96-ti jamkové mikrotitraéni desticky
bylo naneseno 200 pl roztoku ptipraveného pro metodu Quant-iT a 10 pl ziedénych
vzorkll. Poté prob&hlo meéfeni pomoci spektrofotometru pii excitacni vinové délce
470 nm a pii vlnové délce emitovaného zafeni 570 nm. Z rovnice kalibracni kiivky
(kubicka rovnice) a zméfenych hodnot pomoci spektrofotometru byly ziskany
koncentrace modelového proteinu (koncentrace byly zpétn€ vynéasobeny 10x kvili

ziedéni vzorkll) a nésledné byla provedena statisticka analyza.
[
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Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Infracervena spektroskopie je analyza chemického slozeni zkoumané latky. Infracervené
zateni (vlnova délka A = cca 1-1000 um), nema dostacujici energii k excitaci atomu do
vys$i atomové vrstvy (orbitalu). Vlivem energie infracerveného zéaieni dojde ke zméné

vibra¢niho stavu molekuly, nebo ke zméné¢ rota¢niho stavu molekuly.

Pro analyzu chemického slozeni pomoci FTIR byly pouzity materidly PCL 80, PLCL,
BL 1:1 a PLA. Pipravené vzorky testovanych materialu byly uchyceny do spektrometru.
Pomoci infracerveného zéfeni, které proslo vzorkem, byl vytvofen interferogram.
Z vysledného interferogramu bylo zkouméano chemické sloZeni testovanych materidl.
U BL 1:1 bylo provedeno 7 métfeni na ndhodné vybranych mistech. Analyza testovanych

materialt infraéervenou spektroskopii byla provedena Ing. Janou Miillerovou, Ph.D.
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5 Vysledky a diskuze

V této bakalaiské praci byly testovany polymerni mikro/nanovlakenné materialy a jejich
interakce s hovézim sérovym albuminem. Polymery, ze kterych byly materialy vyrobeny,
patii do skupiny alifatickych polyesterti. Byly pouzity ¢isté polymery nebo jejich blendy
¢i kopolymery (viz tabulka 7). Materialy byly pfipravené elektrostatickym zvlaknovanim

pomoci technologie Nanospider™ Ing. Kristynou Havli¢kovou (viz ptiloha B).

Tabulka 7: Testované materidly

Znaceni Polymer Molekulova hmotnost
(Mw)

PCL 45 Polycaprolactone 45 000 g/mol
PCL 80 Polycaprolactone 80 000 g/mol
PLCL Poly(lactide-co-g-caprolactone) 80 000 g/mol

BL 1:1 Blend 1:1 Poly(lactide-co-e-caprolactone) PLCL=80 000 g/mol

a polycaprolactone(80) PCL 80 =80 000 g/mol

PLA Polylactic acid 45 000 - 55 000 g/mol

Ze snimki ze SEM byla provedena morfologické analyza vyrobenych vldkennych vrstev
méfenim pramért vlaken. Dale byl v této praci sledovan vliv délky proteinové adsorpce
modelového proteinu na vybrané materialy. Bylo analyzovano mnoZstvi slabé vazanych
proteinl a silné¢ vazanych proteind. Slabé€ 1 silné vazané proteiny byly analyzovany
spektrofotometricky. Siln¢ vazané proteiny byly dale analyzovany flourimetricky

a elektroforeticky.

5.1 Morfologie materialua

Morfologie material byla analyzovéana ze snimku potizenych skenovacim elektronovym
mikroskopem pomoci méfeni prumért vlaken v programu ImageJ (viz kapitola 4.4).
Nasledné byla provedena statisticka analyza. Byly vypocitany pruméry vlaken
testovanych materialt (viz tabulka 8), Cetnost praméra vlaken (viz obrazek 20), plosna

hmotnost a nasledné byla provedena statisticka analyza v programu Microsoft Excel.
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Tabulka 8: Priiméry vidken, interval spolehlivosti 95 % a ploSnda hmotnost testovanych materidli

Material

PCL 45
PCL 80
PLCL
BL1:1
PLA

Priameér vlaken

0,80+0,64 pm
1,05+£0,47 pm
1,12+0,65 pm
0,91+£0,49 pm
1,02+0,49 pm

Interval spolehlivosti 95 %

(0,688:0,912) pm
(0,968;1,132) pm
(1,006;1,234) pm
(0,824:0,996) pm
(0,935;1,105) pm

Plo$sna hmotnost

20,1£2,1 g/m?
17,5+1,7 g/m?
19,8+1,1 g/m?
17,8+0,4 g/m?
15,4+4,3 g/m?

Pocet vldken

%
Y

S v =
\ \
L 8

Cetnost pramérd vldken PCL 45

0 —II--_-—--___
R M AT AR A G M A R S T >
S D o NN N N o A A A

~ A " o \,\,\ Q-

1

3 NI S, v
9 NG %

Pramér vldken [um]

&>
K

N
N

Liberec 2021

4

w



Cetnost primér@ vldken PCL 80

40
30
20

10
; __I-.I----_ -

DAl D D oD D AN DD
RS AT RNie S Ae Sie itS

Pocet vlaken

N ,Lg,\ ,L'D«\ [A) ’Lfb\

2

e o b g

Primér vlaken [um]

Cetnost primér vlaken PLCL

c 40
<
@ 30
>
= 20
8]
o 10
o
R R M M A AR A G M A A I R

QD e MM N N g A A A Y g
SH A SRS 2R S R 2N A SR Y
S & VT VI JF o ¥ Y¥ad o vy

Pramér vldken [um]

Liberec 2021
4

i



Pocet vldken

Pocet vldken

20
10

o — -

N
o

=
(=]

0 — |
oD

oD o o
\| \Q’Ln an \06|

o

Cetnost primérd vlidken BL 1:1

D 0B oD 4D AN (S (D

D AD B 1S

B
IS S

\0 \x‘ \,\’),’ ,\bu \‘\6' O

Pramér vldken [um]

Cetnost praimér@ vldken PLA

o8, of

\\ \o’l,v \Qbu \96‘

N

of N\ xl\ ,\’u\ xb\ x‘b\ ’L\ ,L'L\ 1&\ me>\ ,L%\

BN PN o or ot e

Primér vlaken [um]

Obrazek 20: SEM snimky a histogramy cetnosti priuméri vilaken testovanych materialii (za sebou PCL 435,
PCL 80, PLCL, BL 1:1 a PLA); snimky vievo-zvétseni 1 000X, meéFitko 50 um, snimky

vpravo- zvétseni 5 000 %, méFitko 10 um, dole grafy cetnosti priiméri vldken materidli.
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Nejmensi pramér vldken nalezneme u PCL 45, ktery je 0,8 pum (viz tabulka 8). Pti
porovnani morfologie materidlt PCL 45 a PCL 80, vidime, Ze material s vyssi
molekulovou hmotnosti ma také vysSi praméry vldken. Primér vldken PCL 80 se
pohybuje okolo 1 um. Polymer kyseliny mlécné mé nejuzsi distribuci priméra vlaken
(viz obrazek 21), coz je také patrné pti pohledu na snimek ze SEM (viz obrazek 20), kde
kde se priméry vlaken pohybuji od 0,7 do 1,5 um, ale nachazi se zde i nejvice odlehlych
hodnot. Ve struktufe PLCL se nachazeji i vlakna pfesahujici primér 3 pm (viz
obrazek 21). Materialy si jsou az na PCL 45 statisticky podobné (viz tabulka 8), kdy se
jejich  praméry vlaken pohybuji od 0,91um do 1,12 pm. Podle intervalu
spolehlivosti 95 % se PCL 45 statisticky pfiblizuje pouze k materialu BL 1:1. Defekty

u pfipravenych materialt miiZeme najit u PCL 45. U ostatnich materiali defekty nebyly

pozorovany.
Porovnani praméri vldken testovanych materidlQ
3,5
®
3
: L ]
T . ’ . :
§ 25 . :
L4
g 2 °
o
z 15
>
E g
e 1 g
o e
0,5 §
0

[ prcLas @ prcLso M PLCL [ Blend1:1 [ PLA

Obrazek 21 — Krabicovy graf porovnavajici priumeéry viaken testovanych materialii, znaménko (X)
zndzornuje prumeér vlaken materialii, znaménko ( —) znazornuje median a znaménko (°) zndzornuje
odlehlé hodnoty

5.2 Smacivost materiala

Smacivost materialti byla analyzovana metodou méteni kontaktniho uhlu (metoda WCA).
Na piipravené vzorky byla pipetou nanesena kapka destilované vody o objemu 5 ul
a nasledné bylo jeji chovani zaznamenano na video (viz kapitola 4.5). Pomoci programu
ImagelJ byly méfeny kontaktni thly s vyvojem v ¢ase. V programu Microsoft Excel byla

provedena statisticka analyza a vytvoteny grafy (viz obrazek 22).
|
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Obrazek 22: Grafy smacivosti materiali — Jednotlivé grafy smacivosti testovanych materialii. Testované
materialy PCL 45, PCL 80, PLCL a BL 1:1 maji casovou osu uvedenou v sekunddach a PLA ma casovou
osu uvedenou v milisekunddch; graf porovndni smacivosti materialii bez PLA, bez smérodatnych odchylek
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Pti porovnéni v§ech materidlu je nejméné smacivy material PCL 45. Na grafu mtiZzeme
vidét, ze se zastavilo klesani kontaktniho uhlu kapky na 105° a kapka od 45 vtefiny
zustava v podstat¢ nemeénnd. Toto chovani PCL 45 bychom mohli vysvétlit jeho
strukturou, ve které se nachazi nejtenci vlakna ze vSech testovanych materiall, a proto se
kapka nemusi do materidlu ochotné vstfebavat. U materialu PCL 80, ktery ma praméry
vldken vyssi, vidime staly klesajici trend kontaktniho thlu. V kone¢ném ¢ase méteni
(100 s) byl kontaktni uhel 60°. Polykaprolakton s vy$$i molekulovou hmotnostni
a vysSimi pruméry vlaken je tedy vice smacivy nez PCL 45. Nejvice smacivy material
byl polymer kyseliny mlé¢né, kde se oproti ostatnim materialim kapka vody vstiebala
I v ¢asech kratSi nez 1 vtefina. V samostatném grafu smacivosti pro PLA vidime, ze
kontaktni thel z ptivodnich 25° klesa v fadu milisekund. Pokud porovname morfologii
PLA s ostatnimi vzorky, vidime, Ze je podobna jako u ostatnich materiali. Je jisté, Ze na
smacivost PLA ma vliv jeji chemicka struktura, kde se nejhojnéji vyskytuje esterova
vazba. U grafu smacivosti materialu BL 1:1 si mizeme vSimnout enormnich
smérodatnych odchylek. Odchylky jsou dany rozdélenim naméfenych hodnot na dvé
skupiny. U ostatnich materialti se vyskytovala vétSinou 1 vybocujici hodnota, ktera byla
z méfeni vyloucena. Je mozné, ze toto chovani BL 1:1 je dano nehomogennosti
chemického slozeni materialu. Chemické slozeni materialu BL 1:1, bylo analyzovano
infracervenou spektroskopii (FTIR) (viz ptiloha C) a ta ukazala, Zze chemické slozeni

materialu BL 1:1 je vSude stejné a homogenni (viz obrazek 23).

0.30.blend PCL-PLCL A
iblend PCL-PLCL B
0.28:
‘blend PCL-PLCL D
0.26:plend PCL-PLCL E

024:b|end PCL-PLCL G
0.22:
0.20:
0.18:

0.16!
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0.12!

0.10!
0.08!
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0.04.

0.02:
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Obrazek 23: Interferogram z infracervené spektroskopie; Porovnani chemického slozeni BL 1:1

Nevyhodou metody FTIR pro analyzu nanovldkennych vrstev je, Ze infraCervené zareni

projde skrz celou vrstvu materialu. I kdyz je chemické sloZeni celé vrstvy podle metody
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FTIR homogenni, je mozné, Ze se li§i chemické sloZeni (napf. orientaci funkénich skupin)
jednotlivych vlaken, které podle morfologie nemizeme rozeznat, jelikoz PLCL a PCL 80
maji podobnou morfologii. Méfeni, ve kterém se hodnoty kontaktniho thlu dostaly az
ptes 100 °, byly pravdépodobné provedeny v oblasti vyskytu vlakna vytvoieného
z PCL 80. Mg¢feni, kde naopak kontaktni uhel nabyval hodnot pouze okolo 50 °, mohlo
byt provedeno na oblasti z PLCL. Mé&feni kontaktniho thlu neni Gplné vhodnd metoda
pro meéfeni smacivosti vlakennych materidlti. Testované vlakenné vrstvy jsou
morfologicky nehomogenni a zavisi do kterého mista je kapka vloZena, a proto je mozné
mit velmi rozdilné vysledky. Pro metodu WCA je velmi dilezitd geometrie struktury
materiald  a drsnost povrchu, jak ve svych studiich zminuje Szewczyk
(Szewczyk et al. 2018). Ve struktufe materialt se mohou nachazet oblasti s ten¢imi nebo
SirS§imi vlakny, pory, defekty atd. (viz obrazek 20), proto muzeme v grafech najit velké
odchylky. Bylo by vhodné dale testovat smacivost materialu napft. ptistrojem Kriiss, kde
je studovan hmotnostni pfirustek materialu vzlinanim vody. Analyza pomoci pfistroje
Kriiss byla v pivodnim planu této prace, jenze protiepidemicka opatieni znepiistupnila

studentim vstup do budov univerzity, a proto nebyla analyza provedena.

5.3 Analyza proteinové adsorpce

Adsorpce proteinii byla testovana pomoci modelového proteinu BSA. Z kazdého
materidlu bylo pfipraveno 6 triplikatl vzorki 2x2 cm a vSechny vzorky byly jednotlivé
zvéazeny. Kazda sada triplikatt slouzila k testovani adsorpce proteinti na material, kdy byl
pro kazdou sadu zvolen jiny ¢as adsorpce proteint (5 minut, 10 minut, 1 hodina, 4 hodiny,
8 hodin a 24 hodin). K testovanym materialim byl pfidan 1 ml roztoku BSA v PBS
(50 mg/ml), takto piipravené vzorky byly inkubovany pii teplot¢ 37 °C po dobu
vybraného ¢asové intervalu. Poté byly vzorky vlozZeny do roztoku ¢istého PBS, kde doslo
Kk uvolnéni slabé vazanych proteinti. Takto vznikly roztok se slabé vazanymi proteiny byl
dale analyzovéan. Po oplachu v PBS byly materidly vlozeny do roztoku desorp&niho
¢inidla 1 % SDS v PBS na 1 hodinu pfti pokojové teploté, kdy doslo k desorpci silné

vazanych proteint, které byly nasledné analyzovany.

5.3.1 Analyza slabé vazanych proteint

Slab¢ vazané proteiny (tzv. ,,50ft corona‘“) byly analyzovany z roztokd, které byly ziskany

z oplachi testovanych vzorku v ¢istém PBS po adsorpci. Mnozstvi slabé vazanych

Liberec 2021
49



proteini  bylo analyzovano spektrofotometricky pomoci Bradfordovy metody
a metody BCA (viz kapitola 4.7). Pomoci kalibra¢ni kiivky byly dopocitany hodnoty
koncentraci BSA, které byly nasledn¢ piepocitany na mnozstvi adsorbovaného proteinu
na 1 mg vzorku, aby bylo mozné porovnavani vysledki (viz obrazek 24), jelikoz v§echny
vzorky nemély stejnou hmotnost (viz pfiloha A). Nasledn¢ byly z takto vypocitanych

hodnot mnozstvi slabé vazanych proteinti vytvoreny grafy.

Mnozstvi slabé vazanych proteinli podle
Bradfordovy metody
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Obrdzek 24: Graf mnoZstvi slabé vizanych proteinii na 1mg materidlu (z roztokii po oplachu v PBS)
horni graf — analyza pomoci Bradfordovy metody, spodni graf — analyza pomoci metody BCA

Z obou grafil je ziejmé, Ze nejvice slabé vazanych proteinli na 1 mg vzorku na sebe vaze
PLA. Hodnoty slabé vazanych proteinii na material PLA jsou az 3x vyS$$i nez hodnoty
[ | ] |
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(] ]
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U zbylych testovanych materiali a dostavaji se az k hodnotam 0,9 mg adsorbovaného
proteinu na 1 mg vzorku (podle Bradfordovy metody) (viz obrazek 24). Je mozné, Ze se
na PLA adsorbuje nejvice proteini kvuli vice hydrofilnimu chovani oproti ostatnim
materialiim. Pokud porovname PCL 45 a PCL 80, kdy se jedna o stejny polymer lisici se
svou molekulovou hmotnosti. Lze vidét, ze PCL 80, ktery ma spiSe mikrovldkennou
strukturu, je schopny adsorbovat vice slabé vazanych proteini nez PCL 45, ktery ma

vlakna se signifikantn¢ niz§im prameérem.

5.3.2 Analyza silné vazanych proteinii

Siln¢ vazané proteiny (tzv. ,.hard corona®) byly analyzovany z roztokd po desorpci
v 1% SDS v PBS. Mnozstvi siln¢ vazanych proteinti bylo zkouméno elektroforeticky,
spektrofotometricky a fluorimetricky (viz kapitola 4.7). Ze spektrofotometrickych metod
byla zvolena pouze metoda BCA, ktera nereaguje s desorpénim ¢inidlem SDS. Z tohoto
divodu nemohla byt provedena analyza pomoci Bradfordovy metody, jelikoz dochazi
k interakci s desorpénim ¢inidlem a doSlo by ke zkresleni vysledkt. Fluorimetricka
metoda Quant-iT je také citliva na SDS, a proto musely byt vzorky 10x ziedény.
SDS- PAGE elektroforéza slouzi k identifikaci proteinti, kde se porovnavaji pasy

znamého markeru a testovaného vzorku (viz kapitola 4.7).
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Obrazek 25: Snimky gelii z SDS-PAGE elektroforézy znazornujici viiv doby adsorpce na materialy.
V ramecku jsou zvyraznény doby s nejvyssi adsorpci silné vizanych proteinii. (A-PCL45, B-PCL80,
C-PLCL, D-BL1:1, E-PLA

Pti zkoumani Casové zavislosti proteinové adsorpce na materidl je ze snimka geli
z elektroforézy vidét, ze na materialy, pfipravené ze samostatnych polymert, (PCL 45,
PCL 80 a PLA) se adsorbuje nejvice silné vazanych proteind v kratsich dobach adsorpce
(viz obrazek 25 A, B, E). U kopolymeru PLCL a blendu BL 1:1 se adsorbuje nejvice silné
vazanych proteini az po 24 hodinach inkubace materialu s roztokem proteind (viz
obrazek 25 C, D). Toto bychom mohli vysvétlit tzv. Vromanovym efektem
(viz kapitola 3) (Rahman et al. 2013), kdy muze dochazet k ovlivnéni afinity proteinu
nehomogenni chemickou strukturou vlaken vytvoteného kopolymeru a blendu. Silné
vazané proteiny byly nasledné analyzovany spektrofotometricky a fluorimetricky.
Pomoci kalibra¢ni kiivky byly dopocitany hodnoty koncentrace BSA v 1 ml roztoku.
Nésledné byly hodnoty koncentrace ptepocitdny na mnozstvi adsorbovaného proteinu
na 1 mg testovaného vzorku stejné¢ jako tomu bylo u analyzy slabé vazanych proteinti
(viz obrazek 26). Kvuli vyskytu desorp¢niho ¢inidla SDS, nemohla byt provedena
analyza podle Bradfordovy metody a byla zde wvyuZita pouze metoda BCA
a flourimetrickd metoda Quant-iT. Vysledky obou metod vychazi vyrazné odlisné.
Hodnoty z metody Quant-iT jsou vyrazné vyssi a ukazuji i odli$ny trend. Je mozné, ze
u metody Quant-iT dochazi i po 10 ti-nasobném zfedéni vzorku k interakci s desorpénim
¢inidlem SDS, jako tomu je u Bradfordovy metody. Z tohoto diivodu je pro analyzu silné

vazanych proteinil vhodnéjsi metoda BCA.
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Obrdzek 26: Graf koncentrace silné vdazanych proteinii na material na 1 mg vzorku, horni graf - analyza
podle metody BCA, dolni graf- analyza podle metody Quant-iT

Siln¢ vazané proteiny na sebe nejvice vaze material PLA (viz obrazek 26), ktery je
schopny adsorbovat az 0,25 mg silné¢ vazanych proteinti na 1 mg vzorku. Na ostatni
materialy se adsorbuji proteiny do 0,1 mg na 1 mg vzorku. Metoda BCA potvrzuje
i vysledky z elektroforézy (viz obrazek 25), kdy se na materialy z ¢istych polymeri
adsorbuje nejvice proteinu pii kratSich dobach adsorpce. Na kopolymer PLCL a blend
BL 1:1 se proteiny nejvice vazi pii dobé adsorpce 24 hodin. PCL 80, ktery ma ve své
struktufe vldkna s vy$S§imi praméry nez PCL 45, vaze vice siln€ vazanych proteint.

Z toho je ziejmé, ze morfologie materialli ovlivituje proteinovou adsorpci, jak u slabé
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vazanych proteind, tak U siln€ vazanych proteint. Byly vybrany ¢asov¢ intervaly 1 hodina
a 24 hodin. V dob¢ adsorpce 1 hodiny se adsorbovalo nejvice proteinti na materialy ze
samostatnych polymerti a v dobé adsorpce 24 hodin adsorbovaly nejvice proteintit PLCL
a BL 1:1, proto byly vybrany tyto doby adsorpce pro vytvotreni grafu celkového mnozstvi
adsorbovanych proteint. Na vytvoteni grafi byly pouzity hodnoty z metody BCA, jelikoz
touto metodou bylo analyzovano mnozstvi slabé i siln€ vazanych proteint. Diky tomu

mizeme porovnavat vysledky mezi sebou (viz obrazek 27).
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Obrazek 27: Grafy celkového mnozstvi adsorbovanych proteinii metoda BCA, 1. graf doba adsorpce 1
hodina a 2. graf doba adsorpce 24 hodin
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Celkove se nejvice proteini (slabé i siln¢ vazanych) adsorbovalo na material PLA (viz
obrazek 27), ktery se také jevil jako nejvice hydrofilni. Morfologie PLA je podobna
S ostatnimi materialy, na smacivost i na adsorpci proteini ma znacny vliv chemicka
struktura PLA, kde se nejhojnéji vyskytuje esterova vazba. Hodnoty navazanych proteinti
na polymer kyseliny mlé¢né jsou az 3x vysSi neZ na ostatni materialy a dostavaji se az
k hodnotam 0,8 mg proteinu na 1 mg vzorku. Z ostatnich materialii se nejvice proteind
adsorbovalo na material PCL 80. Jedna se o stejny polymer jako PCL 45 liSici se
molekulovou hmotnosti a morfologii. Mizeme vidét, ze na material PCL 80, ktery ma
spiSe mikrovldkennou strukturu, se adsorbuje vice proteini a je také vice smacivy.
Z dosazenych vysledkt vyplyva, Ze morfologie materialii pfimo ovliviluje proteinovou
adsorpci. Zajimava je skute¢nost, ze kopolymer PLCL, ktery je slozeny z PLA a PCL 80
a také blend BL 1:1 slozeny z PCL 80 a PLCL, adsorbuji vyrazné¢ méné slabé i silné
vazanych proteintl. To by mohlo byt dano specifickym povrchem testovanych materiald,
ktery v této praci nebyl studovan. Studium ¢asové zavislosti proteinové adsorpce ukazuje,
Ze materialy vytvotrené pouze z polykaprolaktonu adsorbuji nejvice proteinti (slab¢ i silné
vazanych) pfi kratSich dobach adsorpce. Na materiadl PLA se adsorbuje nejvice silné
vazanych proteini pii dobé adsorpce 1 hodina, ale nejvice slabé vazanych proteinti se
adsorbuje az pii 24 hodinach. U kopolymeru a blendu je maximalni adsorpce slabg i siln¢
korony je dynamicky proces tzn. Ze se neustdle méni. Zavisi na afinité¢ proteinu
k materialu tzv. Vromanuv efekt. Nejdiive se adsorbuji nejvice koncentrované proteiny,
ale poté jsou nahrazeny proteiny s vyssi afinitou (Rahman et al. 2013). U adsorbovanych
protein mize dojit i k jejich denaturaci. Pro dalsi testovani vybranych materiala by
mohlo dojit k nahrazeni hovéziho sérového albuminu krevni plazmou. Jelikoz krevni
plazma obsahuje kombinaci proteinli mohla by byt studovana stavba proteinové korony
vice do hloubky. Kvili naro¢nosti experimentu by nemusely byt testovany vSechny
casové intervaly, jako tomu bylo v této praci, ale stacilo by testovat proteinovou adsorpci
po 1 hodin€ a po 24 hodinach. Dale by bylo dobré detailngji zkoumat to, jak chemicka

struktura ovliviiuje proteinovou adsorpci.
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Z.aveér

Cilem této bakalarské prace bylo studium casové zavislosti adsorpce proteinti a studium
vlivu morfologie a chemické struktury testovanych materiali na adsorpci proteint. Jako
testované materidly pro tuto praci byly zvoleny elektrostaticky zvlaknéné nano/mikro
vldkenné degradabilni polyestery. Konkrétné¢ byly pouzity PCL 45, PCL 80, PLCL,
BL 1:1 a PLA. Morfologie materidlli byla analyzovdna méfenim pruméra vldken ze
snimk z elektronové mikroskopie. Materialy maji podobnou morfologii a jejich priméry
vladken se pohybuji okolo 1 um, jediny material, ktery se od ostatnich lisi je PCL 45,
smacivosti byla vyuzita metoda WCA. Nejvice smacivy byl material PLA, ktery
absorboval kapku destilované vody Vv ¢asech pod 1 vtefinu, u ostatnich materialu se
absorpce kapky pohybovala v fadu minut. Nejvice hydrofobni byl material PCL 45, do
kterého se kapka po dobé méfeni viibec neabsorbovala. To mizeme vysvétlit jeho
nanovldkennou strukturou, kterd mé nejmensi pruméry vlaken. Testovani samotné
adsorpce proteinti probihalo pomoci modelového proteinu BSA. Bylo analyzovano
mnozstvi slabé vazanych proteint z roztokt po oplachu v PBS a siln¢ vazanych proteind
z roztokt po desorpci v 1% SDS v PBS. Podle vSech vybranych metod se nejvice
proteint (slabé i silné vazanych) vazalo na material PLA. Hodnoty navazanych proteind
jsou az 3x vys$si nez u ostatnich materialti. Nejméné slabé vazanych proteinti se vazalo na
materidly PCL 45 a BI 1:1 a nejméné siln¢ vazanych proteinli se navazalo na material
PLCL. V porovnani mnoZzstvi navdzanych proteini na materidly ze stejného polymeru
PCL 45 a PCL 80. Vidime, Ze PCL 80, ktery ma vys$si primér vlaken, adsorbuje celkové
vice proteini nez PCL 45, zde dochazi k ovlivnéni proteinové adsorpce vlivem
morfologie materiald. Morfologie PLA je srovnatelna s ostatnimi materialy, pfesto se
jevila jako nejvice smaciva a adsorbovala mnohem vice proteinii nez ostatni materialy.
Zde je jasné, ze smacivost i proteinovou adsorpci ovliviiuje chemicka struktura PLA, kde
najdeme nejvyssi zastoupeni esterovych vazeb. Testovani proteinové adsorpce v riznych
casovych intervalech ukéazalo, Ze materidly, které jsou vyrobeny pouze z Cist¢ho
polymeru (PCL 45, PCL 80 a PLA) adsorbuji nejvice siln¢ vazanych proteini v kratSich
intervalech (idealn¢ 1 hodina). Naopak u kopolymeru PLCL a blendu BL 1:1 se nejvice

proteini adsorbuje pii delsi dobé adsorpce (24 hodin).
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Experimentalni ¢ast této prace byla v praxi ndro¢na. Byla potieba dbat na presnost a na
spravné manipulovani s pipetou, které bylo pro tuto praci stézejni. Jak si miZzeme
vSimnout ve vysledcich z elektroforézy (viz obrazek 25), kdy mizeme najit jeden pas
z testovaného triplikdtu vyrazné Sirsi ¢i uzsi. Dale v grafech mnozstvi slabé i1 silné
vazanych proteinii miizeme najit velké smérodatné odchylky, je mozné, ze tyto odchylky
jsou dany nezkuSenosti pifi praci s pipetou béhem celého experimentu. Pro vyssi
relevantnost vysledkii dosazenych v této praci by bylo vhodné cely experiment
zopakovat. Nasledn¢ by bylo vhodné provést analyzu smacivosti piistrojem Kriiss.
Pokracovani této prace by mohlo byt zaméfeno na testovani proteinové adsorpce za
pouziti krevni plazmy misto modelového proteinu BSA. Je mozné, Ze zde pouzité
metody, které se zdaly byt vhodné pro BSA by nemusely byt vhodné pro krevni plazmu,
ktera je sloZzena z kombinace protein. Experiment by se mohl zkratit o n€které casové
mohl experiment rozsitit na detailngj$i studium chemické struktury materialti (napf.

krystalinita), ktera ovliviiuje, jak smacivost, tak i samotnou proteinovou adsorpci.
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Priloha A: Hmotnosti testovanych vzorki pfi proteinové adsorpci

Tabulka A-1: Hmotnosti testovanych vzorkii pro dobu adsorpce 5 minut a 10 minut

[mg]
PCL 45
PCL 80
PLCL
BL 1:1
PLA

A -5 minut
1
7.8
7,4
8
8
3,8

2
7,7
6,9
7,7
8,2
4,1

3
7,8
7,7
8,2

9
4,1

[ma]
PCL 45
PCL 80
PLCL
BL 1:1
PLA

64
65
65
B - 10 minut
1 2 3
8 8,1 7,6

6,4 7,7 7,3
7,4 8,6 7,9
91 8,5 91

3 2,8

Tabulka A-2: Hmotnosti testovanych vzorkii pro dobu adsorpce 1 hodina a 4 hodiny

[ma]
PCL 45
PCL 80
PLCL
BL 1:1
PLA

C - 1 hodina

1
7,5
6,4
7,6
8,3
2,7

2
7,7
7,9
7,6
8,3
3,3

3
7,7
7,9
7,5
8,7
4,1

[mg]
PCL 45
PCL 80
PLCL
BL 1:1
PLA

D - 4 hodiny

1 2

7,7 7,8 8,1
7,4 8,4 7,7
8,6 7,2 7,1

8 9,5 8,9
3,4 3,5 3,9

Tabulka A-3: Hmotnosti testovanych vzorkii pro dobu adsorpce 8 hodin a 24 hodin

[mg]
PCL 45
PCL 80
PLCL
BL 1:1
PLA

Liberec 2021

E - 8 hodin
1
7,7
7,7
8,2
9,4
42

2
8,5
6,7
7,2
8,9
4,1

3
7,8
7,4
7,5
9,6
3,8

[mg]
PCL 45
PCL 80
PLCL
BL 1:1
PLA

F - 24 hodin
1 2

7,8 7,5 8,7
7,4 8,3 7,3
7,2 7,2 7,7
8,4 8,2 8,7
3,2 2,9 2,9



Piiloha B: Informace o polymernich roztocich pri elektrostatickém zvlaknovani

Tabulka B-1: Informace o polymernich roztocich pii pripravé elektrostatickym zvidkiovanim

16 hm. % PCL45 Chloroform/Ethanol (8:2)
10 hm. % PCL80 Chloroform/Ethanol (8:2)
10 hm. % PLCL Chloroform/Ethanol (8:2)
PCL80/PLCL (1:1) Chloroform/Ethanol (8:2)
10 hm. % PLA Chloroform/Ethanol (8:2)

Priloha C: Chemické sloZeni testovanych materiali (metoda FTIR)
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Obrazek C-1: Interferogram z FTIR porovnavajici chemické slozeni testovanych materidlii
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