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ABSTRAKT

Tato prace si kladla za cil prostudovat moznosti optimalizace nanovlakennych
struktur s inkorporovanym SNAPsem, jenz zastavd funkci donoru oxidu dusnatého.
Byl zkoumén jeho vliv na morfologickou stavbu nanovldkennych nosi¢i vytvofenych
z alifatickych polyesteri PCL a PLC (PURASORB) pomoci -elektrostatického
zvlaknovani a rovnéz je zkouman vliv SNAPsu na bunécnou adhezi a viabilitu.
Déle byly prostudovany moznosti detekce uvolnéného oxidu dusnatého z nanovldkenné
struktury pomoci nepiimé metody Griess Assay a vliv sterilizace pomoci 70 hm %
etanolu na bunécnou viabilitu. Na zdkladé sérii testovani byl vyhodnocen nejvhodné;jsi
material spolu s koncentraci SNAPsu, ktery je nejvice vyhovujicim pro vytvofeni

maloprimérové cévni nahrady.

KLIiCOVA SLOVA

Oxid dusnaty, maloprimérova cévni ndhrada, SNAPs, Griess Assay,

poly-e-kaprolakton, PLC, absorbance, elektrostatické zvlaknovani



ABSTRACT

Purpose of this work was study of optimisation possibilities concerning
nanofibrous structures with incorporated SNAP, which acts as a donor of nitric oxide.
His influence on the morphological structure of nanofibrous carriers made of aliphatic
polyesters PCL and PLC (PURASORB) using electrostatic spinning, as well
as the effect of SNAP on cell adhesion and viability. Furthermore we explore the
possibilities of detection of released nitric oxide from the nanofibrous structure by the
indirect Griess Assay method and the effect of sterilization with 70 wt % etanol on cell
viability. Based on series of testing, the most suitable material was evaluated, together
with the concentration of SNAP, which is most suited for the creation of a small

diameter vascular substitute.

KEY WORDS

Nitric oxide, small-diameter vascular graft, SNAP, Griess Assay, poly-e-caprolactone,

PLC, absorbance, electrospinning
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UvVOD

Hekticky zivotni styl, nedostatek pohybu a rovnéz Spatnd zivotosprava
jsou nejcastéjsi priciny vzniku tzv. civilizacnich chorob, které rovnéz muizeme oznacit
jako ,,nemocemi moderni doby*. NejvétSim zastupcem této skupiny jsou nemoci
kardiovaskularniho systému. Tato onemocnéni jsou nejcastéjsi pii¢inou uUmrti
v Ceské republice. Pii vzniku kardiovaskularnich chorob dochazi nejéastéji k poskozeni
cévniho systému, jehoz hlavnim tkolem je transport zivin, dychacich plynt, hormont
aje nedilnou soucésti pfi udrzovani homeostdzy. S prudkym rozvojem tkanového
inZenyrstvi a nanotechnologii je vSak spojen vznik novych Iékatskych postupt k feSeni
otazky 1éc¢by kardiovaskuldrnich onemocnéni v podobé umélych cévnich néhrad.
Avsak cévy maloprimérové, vyrobené ze syntetickych materiall, stale nejsou uspésné
pfijimany lidskym organismem jako je tomu u jinych implantati. Divodem je imunitni
odpovéd’ organismu na ,cizi“ pfedmét, tvorba trombll a nachylnost implantatu
k praskani. Z tohoto diivodu se pfistupuje k vyvoji optimalizovanych cévnich nédhrad,
které jsou obohaceny o latky, které jsou schopny potlacit negativni reakce organismu

a podpoteni spravné funkce cévniho implantatu.

Hlavnim z4jmem této diplomové prace je studium vybranych polymernich
materidlii, do jejichz struktury je inkorporovan SNAPs (donor NO), ktery v urcitém
casovém intervalu a ve vhodném prostfedi uvoliiuje oxid dusnaty. Ten je pomoci
Griessovy metody (Griess Assay) blize analyzovan. Tato ¢ast prace byla vypracovana
ve spolupraci s Michiganskou Technologickou Univerzitou (MTU) oddé¢leni

Biomedicinského inzenyrstvi.

Tato diplomova préace je rozdé€lena na dvé€ zakladni ¢asti. Prvni ¢ast teoreticko-
reSers$ni je zamétena na vysvétleni jednotlivych pojmu tykajici se feSené problematiky a

na teoretické poznatky diilezité pro uskutecnéni experimentt.

Druhd ¢ast diplomové prace je zaméfena experimentdlné a je zde zkoumana
koncentrace SNAPsu, kterd souvisi s postupnym uvolnovanim oxidu dusnatého
do vnéjSiho prostfedi. Hodnota oxidu dusnatého a jeho metabolitii je detekovéana
pomoci nepiimé metody Griess Assay. Zaroveil je v této praci zkoumdn vliv SNAPsu

na rist a proliferaci bunéénych linii (HUVEC, CASCM), kterou byly vzorky PCL
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sruznou koncentraci SNAPsu osdzeny. Aktivita bun¢k byla vyhodnocena pomoci
metabolického MTT testu. Dalsi soucasti experimentdlni ¢asti této prace je zjiStovani

vlivu chemické sterilizace na uvoliiovani SNAPsu.
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TEORETICKO-RESERSNI CAST
1. OXID DUSNATY

1.1 Uvod

Oxid dusnaty (NO) je za normalnich podminek bezbarvy, jedovaty
a za ptitomnosti vlhkosti leptajici plyn, ktery pii teplot¢ -152°C kapalni a tuhne
pfi teploté -164°C. Oxid dusnaty je relativné stabilni radikal s 11 valen¢nimi elektrony
(jeden je neparovy). Vyskytuje se v atmosféfe a prispiva ke znecisténi ovzdusi.
Ma paramagnetické vlastnosti a diky svému hydrofobnimu charakteru je velmi obtizné
rozpustny ve vodé (pfiblizné¢ 2mM). Za vysokého tlaku se oxid dusnaty samovolné
rozpada. Biologicky polocas rozpadu se pohybuje v rozmezi 3 - 5 s (Kupkova, Benes,

2004).

el —
115 pm

Obr. 1 Nakres molekuly oxidu dusnatého (Wikipedie, 2016)

Oxid dusnaty (NO) v lidském organismu reguluje neurologické, imunitni
a kardiovaskularni procesy. Prvni zminka o oxidu dusnatém je datovana roku 1620,
kdy byl poprvé piipraven belgickym chemikem, fyziologem a fyzikem Jeanem
Baptistou van Helmontem. Pozdé&ji, vroce 1772 byl NO poprvé chemicky popsan
anglickym chemikem, pedagogem, pfirodnim filozofem a teologem Josephem

Priestleym, ktery je obvykle spiSe spojovéan s objevem kysliku (1774). Toxicita oxidu
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dusnatého byla zjisténa roku 1800. V tomto roce se Sir Humphry Davy nadychal
nepatrného mnozstvi oxidu dusnatého a tim se témét otravil. Vroce 1867
bylo vypozorovéano, ze amylnitrit zplisobuje snizeni krevniho tlaku pii hypertenzi,
coz prozatim nebylo pfipisovano ucinkiim oxidu dusnatého. Za 1. svétové valky
(1914 - 1918) bylo zjisténo, Ze u vojakl delostielectva plnicich granaty nitroglycerinem,
se vyskytuje pokles krevniho tlaku. Tento poznatek byl pozdé&ji vyuzit pii 1é€bé anginy
pectoris (Kral 1998, Pindur 2013).

V roce 1977 1ékat, farmaceut a drzitel Nobelovy ceny Farid Murad objasnil
mechanismus ucinku a plsobeni NO na aktivaci guanlatcykldsy, kterd zvysuje
intracelularni koncentraci cGMP. V 80. letech 20. stoleti Robert Furchgott objevil
endotelialni relaxacni faktor (EDRF). Dulezity zlom nastal v roce 1987, kdy Louis
Ignarro a Salvador Moncada objevili schopnost endotelovych bunék tvofit oxid dusnaty.
Casopis »dcience™ v roce 1992 vyhlasil oxid dusnaty ,,Molekulou roku a v roce 1998
dostava Louis Ignarro, Robert Furchgott a Farid Murad Nobelovu cenu za Iékafrstvi
a fyziologii ,,Za klicové objevy tykajici se oxidu dusnatého jako signdlni molekuly
v kardiovaskularnim systému®. Tyto objevy oteviely nové moznosti v oblasti vyzkumu

vyuziti oxidu dusnatého. (Ignarro 2005, Sedlacek 1999).

1.2 Chemické reakce oxidu dusnatého

Oxid dusnaty za piitomnosti volného kysliku oxiduje na oxid dusicity,
coz je hnédy a jedovaty plyn, ktery je rovnéz radikal. Pfi vystaveni lidského organismu
vysSim davkam oxidu dusi¢itého (¢i jeho dimeru) dochazi k poSkozeni epitelovych

bunék dychacich cest. Tato poSkozeni mohou byt az smrtelna.
2NO + 0, — 2 NO; (1)

Polocas této reakce neni nijak konstantni a zalezi na pocatec¢ni koncentraci NO,
z ¢ehoz vyplyva, ze pokud je koncentrace oxidu dusnatého vyssi, tim je prabeh reakce
rychlej$i. Vzhledem k ptfitomnosti jednoho neparového elektronu Ize ocekavat snadny
prubéh tvorby dimeru, avSak tento proces za normdlni teploty neprobiha a ke vzniku
dimeru jsou nutné nizké teploty. Produktem této reakce je bezbarvy dimer postradajici

charakter radikdlu (Kupkova, Benes 2004).

2NO < N>0; (2)
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Za ptitomnosti vody reaguje oxid dusnaty s kyslikem za vzniku kyseliny dusité

(Bryan 2007).

4NO + O, + H,0 — 4HNO; (3)

1.3 Enzymaticka biosyntéza oxidu dusnatého

Biosyntéza oxidu dusnatého vyzaduje piisobeni ptislusnych enzymi - syntetdzy
oxidu dusnatého (NOS), substrat L - argininu, vzduSny kyslik a NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat). Oxid dusnaty vznikd oxidaci guanidinového
dusiku aminokyseliny L-argininu pisobenim NO-syntazy za vzniku L-citrulinu (Luo

2005).

S
eNOS

nNOS

_ INOS :
L - Arginin + Oy ———— L - Citrulin +

kofaktory

Obr. 2 Schéma enzymatické biosyntézy oxidu dusnatého. Pievzato z (www.posterus.sk, 2008)

NO-syntaza (NOS) byla izolovana v nékolika formach, které¢ se mezi sebou lisi
subcelularni  lokalizaci, kinetikou, zpilisobem aktivace a tedy 1 funkei

(Kupkova,Benes 2004).

NO-syntazy dé¢lime na konstutivni formy, které se jinak oznacuji
jako neuronalni forma (nNOS), imunitni forma (iNOS) a endotelovd (eNOS) (Lei

2013).

Neronalni forma (nNOS) se nachazi v nervovém systému, kde je zavisla na Ca*

a kalmodulinu. Aktivace nNOS je zavisla na stimulaci postsynaptickych receptort

vedouci ke vtoku Ca’* nebo naopak k jeho uvolndni z vnitrobund¢nych zasob.
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Dale je aktivace nNOS spojena s akénimi potencidly, které vyvoldvaji vtok Ca”™

do presynaptickych zakonceni vedouci ptes napét'ove fizené kandly.

Imunitni forma (iNOS) se nachdzi v makrofazich, hepatocytech, myocytech

ajinych buiikach. Aktivita iNOS nezavisi na zménach Ca’*, protoZe pevné vaze
kalmodulin. Je stimulovéna cytokiny ¢i pfitomnosti bakterii v butikach. Pfispiva
k neurotoxicité zprostiedkované¢ NO. Tato forma je velmi dilezitou pii zanétlivych
reakcich a je soucasti nespecifické imunity

(http://physiology.1f2.cuni.cz/teaching/nitricox/index.htm, 2012).

Endotelovd forma (eNOS) je produkovdna endotelovymi buinikami,

avsak jeji pfitomnost byla téz prokdzana v neuronech centrdlni nervové soustavy.
Jeji hlavni funkei v organismu je regulace cévniho tonu, krevniho tlaku a srazlivost
krve. Syntéza oxidu dusnatého v krevnich cévach ve vyssi mife probiha v arteridlnim
endotelu nezli v endotelu venéznim. Podnéty, které aktivuji endotelovou NO - syntasu
(eNOS) jsou ruzného ptivodu. Podnéty chemické jsou vyvolany nasledujicimi latkami:
acetylcholin, bradykinin, endotelin, angiotenzin II, katecholmaniny, atd. Fyzikalni
podnéty jsou vyvolany smykovym tfenim proudici krve ¢i pnutim cévni stény (Lei

2013).
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Tab. 1 Typy izoform NOS s jejich charakterizaci a fyziologickou funkei v organismu (Lei 2013)

Izoforma NOS neuronalni endotelova indukovana
Oznaceni nNOS eNOS iNOS
Vyzaduje Ca* ano ano ne
Lokalizace v buiice cytoplazma bunécnd membrana cytoplazma
makrofagy,
VYsk CNS, svalové prevazné myocyty,
yskyt buiiky endotelové buiky hepatocyty a jiné
bunky
Hlavni funkce neurotransmiter regulaf(e):ncuevmho imunitni reakce
1.4 Biologické ucinky oxidu dusnatého v organismu
1.4.1 Fyziologické ucinky oxidu dusnatého

Oxid dusnaty se v imunitnim systému ucastni nespecifické obrany, hlavné proti
prvokiim a nékterym bakteriim, virim a nadorim. Je 1 ucastnikem fagocytozy
a zasahuje do zanétlivych procesti. V CNS piisobi oxid dusnaty jako tzv. bunéény posel.
Zasahuje do regulace synapsi, aktivitu neuront ¢i vydej neurotransmiterd. Oxid dusnaty
byva povazovan za jeden z medidtorii bolesti. Oxid dusnaty déle ovliviiuje tonus stievni
stény vletné¢ svéracli, pomoci vazodilatace zplisobuje erekci. Rendalni funkce
jsou ovlivitovany produkci oxidu dusnatého a to takovym zplsobem, ze pii vySsi
syntéze NO v glomerulech ledvin infiltrovanych bilymi krvinkami pfispiva k udrZeni
perfuze glomerulli a inhibici trombdzy. V respiraénim systému je produkce oxidu
dusnatého minimalni, avSak bylo prokazano, Ze inhalace NO je vhodna jako lécebna
metoda pfi akutnich a subakutnich plicnich hypertenzich, protoze prokazateln¢ snizuje

tlak v plicich (Kupkova, Benes 2004).
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Obr. 3 Schéma fyziologickych u€inkti oxidu dusnatého. Pfevzato
z (http://www.argininecardio.com/science-of-nitric-oxide.php, 2013)

V kardiovaskularnim systému ma oxid dusnaty své zastoupeni. Hlavni funkci
oxidu dusnatého v kardiovaskularnim systému je udrzovéani cévniho tonu a krevniho
tlaku. Dale inhibuje adhezi a agregaci trombocyti a ma antitrombotické ucinky.
Jak jiz bylo zminéno, oxid dusnaty je vazodilatacni latka produkovana zejména
endotelovymi bunkami. Endotel je jednovrstevna cévni vystelka, kterd vytvaii vnitini

¢ast cévy (tunica intima) (Lei 2013, Kelm 2014).

1.4.2 Endotel a vazodilatace

Oxid dusnaty je vazodilatacni latka produkovdna zejména endotelovymi
bunikami. Endotel je jednovrstevna cévni vystelka, kterd vytvafi vnitini ¢ast cévy (tunica
intima). Endotel ma velmi vyznamnou syntetizujici funkci. Jeho bunky syntetizuji
vice nez dvacet faktord, které ovliviiuji fyziologické procesy probihajici v organismu.
Syntetizované faktory endotelu zajistuji optimalni permeabilitu, umozZiiuji a reguluji
transport iontd a tekutin, reguluji pfestup makromolekul a jinych bunéénych elementd.
Cévni tonus, prusvit cév, vazodilatacni u¢inky jsou endotelem kontrolovany pomoci
mediatoru NO a prostacyklinti (PGI2). Jejich hlavnimi antagonisty jsou angiotenzin II a
endotelin spolu s tromboxany a volnymi Ccasticemi plsobi vazokonstrikéné a
proagrega¢né. Zdravy a nepoSkozeny endotel plsobi antitrombogené. Jak jiz bylo
zminéno, uvoliuje vazodilatacni

a antiagregacni mediatory, které museji byt
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v rovnovaze s lokdlnimi vazokonstrikénimi a agrega¢nimi faktory (Karasek 2004,

http://pfyziollfup.upol.cz 2012).

Podle serveru (www.ftbit.cz, 2015) je mechanismus ptisobeni NO popisovan
tak, ze po navazani acetylcholinu na receptor dojde k nastartovani reakci. Dojde
ke zvyseni Ca®*, kdy nasledkem toho dojde k aktivaci endotelové NO - syntasy.
Synetizovany oxid dusnaty difunduje do bunék pfilehlé hladké svaloviny cévni stény,
kde je aktivovana guanylatcyklaza, kterda vytvaii cGMP, jenz stimuluje cGMP-
dependentni proteinkindzy. Tento proces ma za ndsledek relaxaci bunék hladké

svaloviny cévni stény.

acetylcholin
nitraty l

Endotel “
argiiruc;:“

NO + citrulin

§ h
GTP
nitraty —— NO—>l ]guanyla’tcykléza
cGMP

cGMP-dependentni
proteinkinazy
l stimulace

relaxace hladkého svalu
s g

Hladka svalovina

Obr. 4 Konstitutivni eNOS je exprimovan v endotelovych buikach a katalyzuje oxidaci L-argininu na L-
citrulin, coz vede k tvorbé NO. NO snadno difunduje z endotelovych bunék do bunék hladkého svalstva.
Ptevzato (www.pfyziollfup.upol.cz 2012, Saebra 2015)

1.4.3 Patofyziologické ucinky oxidu dusnatého

Dle ¢lanku (Kupkova, Benes§, 2004) mtize byt oxid dusnaty kli¢ovym faktorem

wrwe

Dalsi roli zastava pti vzniku septického Soku. Snizena hladina NO v téle mé velky vliv

na vznik hypertenze a erektilni dysfunkce.

Jiz diive bylo potvrzeno, ze hladina vydechovaného NO je jednim z ukazateli

stavu zanétu dychacich cest. Vyss§i hladina NO ma neurotoxické ucinky, coz vyrazné
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ovliviiuje prib¢h Alzheimerovy choroby nebo epilepsie. Vliv NO je velmi cCasty
u ocnich chorob, kde se patologicky projevuje jeho zvySend i sniZzend produkce
v organismu. Dal§im pfipadem, kdy oxid dusnaty negativné ovliviiuje fyziologické
funkce v organismu, je u nemocnych s diabetem 1. typu. Beta buitky Langerhansovych
ostrivkil jsou niceny autoimunitni reakci zplisobenou reaktivnim kyslikem a dusikem.
Oxid dusnaty také ovliviluje motilitu stfev. Jeho zvySend produkce je spojena

se vznikem zanétlivych onemocnéni stiev (Pafizkova, 1998, Karetova, 2002)
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2 DONORY OXIDU DUSNATEHO

Jak jiz bylo né¢kolikrdt zminéno, oxid dusnaty (NO) je za fyziologickych
podminek vysoce reaktivni, z ¢ehoz vyplyva, ze pro tuto molekulu existuje Siroka Skala

nosicl, které jsou velmi €asto pouzivany v medicinskych a biomedicinskych aplikacich.

Donory neboli darce oxidu dusnatého jsou latky, které se za fyziologickych
podminek, zejména fyziologickém pH (7,4+£0,04), rozklddaji a tim dochazi
k uvolilovani NO. N¢&které donory jsou pfipraveny synteticky a nékteré donory
jsou piirodni. Velkou vyhodou pouziti nosi¢i oxidu dusnatého v laboratornich
podminkach je jeho stala koncentrace v pritomné latce, ktera je definovana po relativné

dlouhou dobu.

Mezi slouceniny, které slouzi jako donory NO patii: glyceryltrinitrat (GTN),
diazeniumdiolaty (NONO4aty) nebo s-nitrosothioly (RSNO) (Busova 2011, AL-
SA’DON 2000).

2.1 S - Nitrosothioly

S-nitrisothioly je skupina donortt NO, ktera obsahuje chemickou vazbu mezi
thiolovou skupinou (R-SH) a NO skupinou. Soucasti této skupiny donorti oxidu

dusnatého je i SNAP (S-nitroso-N-Acetylpenicillinamine) (AL-SA’DONI, 2000).

2.1.1 SNAP (S-NITROSO-N-ACETYLPENICILLINAMINE)

Mezi nejvyznamnégj§i a nejcastéji puzivané donory NO patii syntetické
S-nitrosothioly. Konkrétné¢ pouZivanymi donory NO tohoto typu jsou: SNAP
(S-Nitroso-N-acetylpenicillinamine) a SNP (sodium nitroprusside). SNAP je donor,
ktery je schopen uvoliiovat oxid dusnaty ve fyziologickych podminkach
a prave proto je pouzivan jako vazodilatator, protoze produkci NO pisobi stimula¢né
na produkci cGMP. Udava se, ze poloCas rozpadu SNAP je pfiblizn€ 5 hodin pii 37°C
(AL-SA’DONI, 2000, Frost, 2004).
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Obr. 5 Chemicky vzore SNAP (S-Nitroso-N-Acetylpenicilinamine). Pievzato (Kupkova, Bene§ 2004)
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3 ANALYZA OXIDU DUSNATEHO A JEHO
METABOLITU

Oxid dusnaty je v téle tvofen ve velmi malém mnozstvi a rychle reaguje
s kyslikem, hemoglobinem, thioly a jinymi latkami. Z tohoto divodu je jeho doba
existence v organismu velmi kratka a pohybuje se v rozmezi 3 - 5 s. Jeho pfitomnost
v organismu lze stanovit pfimymi ¢i nepiimymi metodami. Pfimou metodou detekce
oxidu dusnatého je chemiluminiscence, coz je luminiscencni metoda, ktera je zalozena
na méfeni luminiscencniho zafeni, které zkoumany vzorek emituje. Dal§imi pifimymi
metodami je elektrochemickd (ampérometrickd) detekce nebo elektronova spinova
(paramagnetickd) rezonance ESR (EPR). Nepifimé metody detekce oxidu dusnatého je
napiiklad Griessova metoda, oxidace hemoglobinu, chemiluminiscenéni reakce NO
s luminolem, pfeména argininu na citrulin nebo analyza dusitanti a dusi¢nanti metodou

HPLC (Kupkova, Benes 2004).

3.1 Griessova metoda (Griess Assay)

Griessova metoda je nepfimd metoda analyzy oxidu dusnatého
a jeho metaboliti. Jako prvni byla Griessova metoda popsdna v roce 1879 Peterem
Griessem jako ,,Analyza dusitanu®. Tato metoda je zaloZena na spektrofotometrickém
stanoveni oxidu dusnatého, dusitanii a dusi¢nand pfitomnych v lidském organismu.
Tato analyza je realizovana pomoci nitratreduktazy a Griessova Cinidla (Kupkova,

Benes 2004)

V  ¢lanku  (Ridnour L., A., 2000) je fteceno, ze NOx reaguje
se sulfanilamidem/kyselinou sulfanovou (SULF/SA). AvSak hlavni reakci je reakce
slouceniny s N-(1-naftyl)ethylendiamin dihydrochlodidem (NEED). Touto reakci
dojde ke zbarveni roztoku za pouziti fosfatového pufru (PBS) s hodnotou absorbance
496 nm. V piipad¢é pouziti destilované vody se roztok zbarvi do fialova s hodnotou

absorbance 540 nm (Nims, 1995).
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Obr. 6 Reakéni mechanismus oxidu dusnatého pii Griessove reakci. Pievzato z (Kupkova, Benes 2004)
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4 OBECNA ANATOMIE A FYZIOLOGIE CEV

Podle (Dylevsky, Jezek 2004) je cévni systém definovan jako uzaviend soustava
trubic, kterd se v jednotlivych usecich lisi stavbou a tim i vlastnostmi a propustnosti
cévni stény. Zakladni funkci kardiovaskularniho systému je rozvod Zzivin a kysliku,
dale odvod metabolitii k exkrecnim orgdnim. Dalsi dilezitou funkci je transport
hormont. Kardiovaskuldrni systém je jednim z dualezitych prvk pfiudrzovani

homeostazy.

4.1 Typy cév

Cévy jsou primarn€ déleny na cévy krevni a lymfatické. Krevni cévy
jsou déle déleny na arterie, vény a kapildry. Jednotlivé typy cév se od sebe odliSuji
anatomickou strukturou a tim i svym funkénim zastoupenim v kardiovaskularnim
systému. Arterie jsou typem cév, které rozvadeji krev pod vysokym tlakem
a z tohoto diivodu maji velmi pevnou, ale pruZznou cévni sténu. Tento tlak klesd smérem
od srdce do periferii téla. Zakladem tepenné ¢asti krevniho ob¢hu je aorta (srdecnice),
coz je silnosténnd tepna vystupujici z levé srde¢ni komory. Vnitini prisvit aorty
je pfiblizné 30 mm a déle se postupné dé€li na jednotlivé arterie, které délenim zmenSuyji
svij vnitini prisvit, ktery se pohybuje v rozmezi od 5 do 15 mm. Pokud vnitini prasvit

arterii klesne pod 0,3 mm hovotime o arteriolach.

Vnitini prasvit kapilar se pohybuje v rozmezi od 7 do 50 um. V tomto typu cév
probihd vymeéna Zivin a krevnich plynti mezi organy. Kapildry vytvafeji spoje mezi
tepnami a Zilami. Zilni &ast krevniho obéhu je tvofena tkatiovymi kapildrami, ze kterych
vznikaji malé Zily (venuly). Venuly, jejichZ primér se pohybuje od 0,2 do 1 mm, sbiraji
krev z vlasecnic a postupné utvareji vétsi zily (vény), které jsou také oznacovany jako
nizkotlaky nebo kapacitni krevni systém. Zakladnim ukolem Zilniho systému je vedeni
krve zpét k srdci, ale také slouzi jako zasobnik krve. Vény délime na malé, stfedni a
velké vény (primér do 15 mm), které postupn€ odvadéji krev do horni a dolni duté Zily,
které¢ vedou krev dale do srdce a to konkrétné do pravé srde¢ni siné (Dylevsky, Jezek

2004).
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4.2 Obecny prufrez cévni sténou

Cévni strukturu lze obecné rozdé€lit do tfi zakladnich struktur: tunica intima,
tunica media a tunica adventitia. Tunica intima je slozena z endotelovych bunck,
které nasedaji na bazalni laminu. Endotelové bunky jsou ploché bunky
mezenchymalniho ptivodu, které jsou usporadany ve sméru toku krve a centralni oblast
se vyklenuje do lumen cévy. Tvar endotelovych bunck a jejich nésledné uspotadani
zajistuje hladky a nesmdacivy povrch vnitini strany cévy. Pravé endotelové bunky
zabezpecCuji syntézu vazoaktivnich latek napf. NO. Soucasti této struktury
je také subendotelové vazivo, coz je tidké kolagenni vazivo, které mize obsahovat

hladké svalové buiiky.

Tunica media je vrstva tvofend hladkymi svalovymi builkami,
které jsou spirdlovit¢ a kruhové orientovany. Tato cévni vrstva umoziuje zménu
prisvitu cévy a tim regulovat krevni tlak (pritok krve). Tunica media dodava cévé
pruznost, proto velké cévy maji tuto vrstvu velmi silnou. V této vrstvé jsou pfitomna

kolagenni a elasticka vlakna.

Tunica adventitia pfedstavuje vnéjsi vrstvu cévni stény. Je to vazivova vrstva,
ve které jsou umisténa elastickd vldkna, kterd zvySuji a podporuji pruznost cévy.
V této vrstvé je pfitomné nervové zasobeni, ale také naptiklad fibroblasty (Dylevsky,

Jezek 2004).
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5 OBECNY POPIS CEVNICH NAHRAD

5.1 Obecné vlastnosti cévnich protéz

Velmi dulezitou vlastnosti jakéhokoliv pfedmétu, ktery ma byt implantovan
do téla, je jeho biokompatibilita, coz znamena, ze material nesmi vyvoldvat zadnou
reakci s organismem. Porozita, kterd usnadiluje hojivé procesy a to diky moznosti
prorustani lidské tkan€ implantatem, je dalSi velmi dilleZitou podminkou pro vytvoteni
kvalitni cévni ndhrady. S touto vlastnosti tizce souvisi dalsi dilezitd vlastnost, ktera
ovliviiuje hojivé procesy a tou je biodegrabilita. Ta je definovana jako rychlost
degradace implantatu imérna rychlosti formovani tkdné. Samoziejmosti je netoxicita a
nekarcinogenost pouzitého materialu, nevyvoldvani alergickych reakci a co je zdsadni
u cévnich implantat, nesmi zptisobovat zmény krevni srazlivosti (Amler a kol. 2008,

Tara, 2013, Wu 2008).

r r

5.2 Indikace k pouziti cévni nahrady

Cévni nahrada je samostatny utvar, ktery je implantovan jako nahrada
za poSkozeny usek v cévnim fecisti, ktery nelze rekonstruovat. Cilem této nahrady
je obnoveni fyziologickych, mechanickych a anatomickych funkci poskozené casti
cévy. K poskozeni cévy dochdzi z né€kolika pfi¢in. Prvni pfi¢inou je poranéni,
které poskodilo cévu takovym zpisobem, ze nelze piejit k operativnimu feSeni.
Tato poskozeni cévy muze byt zpisobeno napiiklad bodnou ¢i stielnou zbrani, padem
nebo narazem. Poskozena céva nemulze plnit svou funkci, a proto je nutné piejit
k jeji vyméné. Dalsi pfi¢inou je onemocnéni cévy. Tato onemocnéni vétSinou zpisobuji
jeji nepruchodnost, které se projevuje hypoxii nebo poSkozenim orgdnu nebo jeho ¢asti.
Prvnim onemocnénim, které miize zplisobit neprichodnost cévy je srazenina
(trombodza). V cévé vznika trombus, ktery se pfichyti k cévni sté€né€, ¢imZ je omezena
prichodnost cévy nebo muze dojit k odtrZzeni trombu, ktery doputuje do mista cévy

s uz§im primérem a tim dojde k jeji ucpani.

Druhym onemocnénim je vydut neboli aneurysma. Hlavni pfi¢inou vzniku
aneurysmatu je oslabend nebo poSkozena céva, kterd podstatné¢ hife odolava tlaku

krevniho fecisté. Dochdzi k vyklenuti poskozeného mista a diky tomu dochazi
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ke zménam krevniho tlaku v misté tvorby aneurysmatu. Posléze muze dojit k prasknuti
aneurysmatu, coZz ma za nasledek vazné poskozeni cévy zptisobujici masivni krvéaceni,
které je Zzivot ohrozujici. Poslednim onemocnénim je aterosklerdza jinak znamo
také jako kornaténi tepen. Pficinou vzniku této nemoci je usazovani tukovych plati,
vaziva nebo cholesterolu ve stén¢ cévy. Céva tim ztraci svou piirozenou pruznost

a prufez, ¢imz dochazi k omezeni pritoku krve cévou (Amler a kol. 2008).

5.3 Zakladni déleni cévnich nahrad

Primér cévni ndhrady velkych primérti se pohybuje v rozmezi 12 - 38 mm
a nejCastéji vyuzivanym materidlem je PTFE (polytetraflourethylen/teflon) a polyester.
Cévni nahrady stfedniho priméru se velikostné pohybuji v rozmezi 5- 10 mm,
které se nejCasteji vyrabéji z teflonu, polyesteru a biologickych materiali. Problém
nastava v ptipadé¢ maloprimérovych cévnich nahrad, jejichz primér je méné nez 6 mm.
Vyuzivanym materidlem pfi vyrobé maloprimérovych cév jsou materidly syntetické
i biologické, avSak stale ve vyvoji. V piipadé umélych maloprimérovych cév

se setkdvame s vysokym stupném trombogenicity (Amler a kol. 2008, Tara 2013).

5.3.1 Maloprumérové cévni nahrady

Maloprimérové cévni nahrady jsou cévni ndhrady, jejichz primér je méné
neZ 6 mm. Vyroba spolehlivé fungujici cévni ndhrady je stale celkem problematicka,
ackoliv je velka snaha o vyrobu spravné fungujicich maloprimérovych cévnich nahrad.
Avsak v piipadé¢ implantovnych maloprimérovych syntetickych cévnich ndhrad
se setkdvame s vysokym stupném trombocity a intimdlni hyperplazii, coz zptlisobilo
selhani implantovaného cévniho §tépu. V posledni dobé vyvoj maloprimérovych cév
zaziva velky progres a s tim souvisi i pouzivani novych biologicky degradabilnich

materialti (Amler a kol. 2008,).

Podle ¢lanku (Zitka a kol.) je hlavnim problémem S$patné pfijeti cévni ndhrady
organismem. AvSak existuji metody, pomoci kterych Ize imunitni odpovéd’ a reakci
organismu potlacit a dojde k ptijeti umélé cévni nahrady organismem. Jako nejucinngjsi

jsou popsany tyto tii strategie, kdy se pfistupuje k protisrazlivym upravdm materialu:
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1. Imobilizace  protisrazlivych  molekul a  vytvofeni  bezbunétnych

tromborezistentnich nanopovrchii

2. Zaclenéni molekul, u kterych bylo prokdzano, ze zvysi tvorbu endotelu

i na vnitini sténé cévni nahrady in vitro a in vivo

3. Posileni tvorby endotelu pomoci nanocastic oxidu zeleza nebo endotelidlnich

bunék znacenych magnetickymi mikroc¢asticemi.

Podle ¢lanku (Tara 2013) se biodegradabilni polyestery prokazaly jako vhodné
materialy, které je mozné pouzit k vyrobé¢ scaffoldll pro tkdiiové inZenyrstvi a to véetné
cévnich ndhrad. Dal$im zasadnim krokem k vylepSeni maloprimérovych cévnich
implantat bylo pouziti nanovlaken praveé k jejich vyrobé€. Vnitini strana cévni ndhrady
tvofena nanovlakny zasadn¢ usnadnuje endotelizaci vnitiniho povrchu. Aby se zamezilo
vzniku zanétl, trombi, intimalni hyperplazii a podpofila se endotelizace vnitiniho

povrchu cévniho implantétu.
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6 ELEKTROSTATICKE ZVLAKNOVANI
(ELEKTROSPINNING)

Elektrostatick¢ zvladkinovdni je proces vyroby nanovldkenych materiald.
Pfitomto procesu je vyuZivano vodivosti polymernich roztokd ¢i tavenin
a jejich formovani pomoci putsobeni elektrickéhostatického pole vysoké intenzity.
Vznikla nanovldkna jsou deponovédna na kolektor, ktery se pohybuje po povrchu

zemnici elektrody.

Existuje nékolik metod tvorby nanovlaken, avSak primyslové nejcastéji volenou
metodou je jiz zminéné elektrostatické zvladknovani. I v tomto piipadé se mizeme setkat
s odliSnymi metodami elektrostatického zvlakiovani polymernich roztokl ¢i tavenin

(Petras 2009)

rozpustény polymer

'.\ vytvareni
/__nanovlaken

Obr. 7 Schéma elektrostatického zvlakinovani z jehly (kapilary) (www.asio.cz, 2015)

6.1 Zakladni metody elektrostatického zvlaknovani

e FElektrostatické zvlakinovani z jehly:

Nejjednodussim z nich je zvlakiiovani z jehly. Proces zvladkiovani probiha
mezi dvéma  elektrodami. Prvni z nich m4 podoby kapilary (jehly),
na kterou je pfivedeno vysoké napéti. Vnitiek této kapilary je vyplnén polymernim
roztokem. Tento roztok je konstantni rychlosti vytlaovan z jehly ven. Na Spicce
kapilary (jehly) dochézi ke vzniku tzv. Taylorova kuZele. Cestou k uzemnéné elektrodé
je z polymerniho roztoku odpatfovano rozpoustédlo a dochazi ke vzniku vldkna,

které je zachytavano na povrchu materialu, ktery je umistén pied zeménou elektrodou.
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e Elektrostatické zvlaknovani z ty¢ky

Dalsi jednoduchou metodou je zvlakiiovani =z tyCinky. Principielné
je tato metoda velmi podobné elektrostatickému zvlaknovani z kapilary (jehly).
Nicméné lisi se tim, Ze polymerni roztok neni plynule davkovan, ale je umistén ve tvaru
kapky ptfimo na elektrodu ve tvaru tycky. Pravé na tuto elektrodu je pfivadéno vysoké
napéti. Tvar kapky se méni podle intenzity elektrické¢ho pole. Kolektor, ktery zachytava
vytvofena vlakna, je umistén nahoru piimo nad zvldknovaci elektrodu v pfiblizné

vzdalenosti 10 cm.

e FElektrostatické zvlaknovani z valecku/struny

Dalsi metodou tvorby nanovldken je elektrostatické zvladknovani z povrchu
valecku. Tato metoda vyuZziva poznatku, ze Tayloriv kuzel nemusi vznikat jen kapilary
¢i ty€inky, ale mlze jich vznikat n€kolik za sebou za podminky, Ze mdme velmi tenkou
vrstvu polymerniho roztoku na povrchu, nakterém muze vznikat pravé nékolik
Taylorovych kuzeli soucasné. Tato metoda elektrostatického zvlaknovani
je tou nejefektivnéjsi a je nejvhodnéjsi k pramyslové vyrobé nanovldken. Elektroda

pouziti pfi této metodé je elektroda valcové nebo dratova/strunova (Jirsak 2004).

Obr. 8 Prave probihajici elektrostatické zvlaknovani z valcové elektrody se zachytdvanymi nové
vytvofenymi nanovlédkny na kolektoru (www.elmarco.cz, 2008)
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6.2 Enkapsulace

Enkapsulaci I1ze popsat jako metodu, kterd vyuziva aplikaci jinych latek do nitra
¢1 povrchu tzv. nosi¢e. Tato metoda umoziuje postupné a kontrolované uvoliovani
zejména 1éciv. Kapsle se skladaji z jadra (aktivni latka) a polymerniho obalu. Cilem
enkapsulace je moznost fizeni postupného uvoliiovani aktivni latky z polymerniho

obalu, kdy se obsah kapsle s postupem ¢asu pomalu uvoliiuje.

VétSina technik enkapsulace je zaloZzena na tvorbé kapek aktivni latky,
ktera je pozdéji obklopena polymerni matrici (nosny material). V dne$ni dob¢ je znamo
n¢kolik metod vyroby kapsli napf. sprejové suseni, sprejové chlazeni, elektrostatické

sprejovani, atd. (Reis 2006, Vrbkova 2015).
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7 ALIFATICKE POLYESTERY

Alifatické polyestery zaznamenaly v poslednich letech zvySené vyuziti zejména
v biomedicinskych aplikacich. Hlavnim divodem pouZzivani tohoto typu polyesteru
je jeho biokompatibilita a biodegrabilita. Uplatiiuji se jako nosice pii cilené/fizené
aplikaci 1é¢iv, chirurgické nité ¢i jako scaffoldy (leSeni) v oblasti tkdnového inzenyrstvi.
Charakteristickym znakem polyesteri je pfitomnost esterovych vazeb -COO-
v polymernim fetézci. Esterové vazby umoznuji za pfispéni enzymil hydrolyticky

rozklad polyesteru.

Skupinu alifatickych polyesterti tvoii 4 hlavni alifatické polyestery, ale i dalsi
sloueniny. Mezi tuto skupinu patii PHB (polyhydroxybutyrat), PLA (kyselina
polymlécnd), PBS  (polybutylen sukcinat) a PCL  (Poly-g-kaprolakton)
(Bikiaris 2013,Vroman 2009).

7.1 Poly-g¢-kaprolakton (PCL)

Poly-e-kaprolakton (PCL) je biologicky degradabilni semikrystalicky polymer
konkrétné patiici do skupiny polyesterti, konkrétné alifatickych. Vyznacuje se nizkou
teplotou tani (t,=59°C) a také nizkou teplotou skelného ptechodu (t,= - 72°C). PCL je
polymer, ktery ma vysoké prodlouZeni pii pietrzeni, ale velmi nizkou pevnost v tahu,
ktera se pohybuje okolo 23 MPa. Molekulovd hmotnost tohoto polymeru se pohybuje
od 3000 do 80 000 g. mol”. Typickym procesem piipravy poly-e-kaprolaktonu je
katalyticka polymerizace s otevienim kruhu (ROP, ring - opening polymerization)

e-kaprolaktonu (Garkhal, 2007, Smrckova, 2009).

Catalyst

0O
+ Heat ||

O O—(CHZ)S—C
N4 .

e-Caprolactone PolyCaprolactone

)

Obr. 9 Proces katalytické polymerizace s otevienim kruhu e-kaprolaktonu (Wikipedia 2016)
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PCL plvodem nepochazi z obnovitelnych piirodnich zdroja, ale i pfes tuto
skutecnost je pln¢ biodegradabilni. Je to z diivodu velké podobnosti jeho chemické
struktury s chemickou strukturou tukti a oleji. PCL je polymer, ktery se rozklada
hydrolyzou esterové vazby a to i pii fyziologickych podminkéch a proto je mozné tento
typ polymeru vyuzivat v implantaéni technice. Dalsi vlastnosti, kterd je velmi zddouci
pfi pouziti materidlu v medicinskych aplikacich, je vyssi hydrofobnost nez v piipadé
PLA nebo PGA. Diky této vlastnosti je doba rozkladu mnohem delsi, fadové 2 - 3 let
(Jerome 2008, Petras 2009).

7.1.2 Vyuziti PCL v mediciné

PCL mé& zadouci mechanické vlastnosti, pomalou rychlost biologické
degrabilitity a je biologicky kompatibilni a proto je velmi hojné vyuzivéan v 1ékaiskych,
farmaceutickych a biomedicinskych aplikacich. Dalsi velmi zddanou vlastnosti PCL
je minimdlni zanétlivd reakce organismu. Konkrétni pouziti polymeru je naptiklad
dlouhodobé uvoliovani 1éciv, tkanové inzenyrstvi (vyroba scaffoldu, implantati),
vyroba chirurgickych Sicich materialii ¢i jako souc¢ast kompozitu pro vypli kofene zubu

(Bikiaris 2013).

7.2 PLC (PURASORB)

PLC je kopolymer kyseliny poly-L-mlé¢né a poly-g-caprolaktonu v riznych
pomérech. PLC je dodavan ve formé& bilych aZ svétle hnédych granuli ¢i vlocek.
Tento materidl je vhodnym materidlem k vyrobé cévnich nahrad zvlasté v poméru
PLLA/PCL (75/25) (Mo 2014). Clanek (Dong, 2008) dokazuje, Ze testovany kopolymer
v poméru PLLA/PCL (70/30) je dlouhodobé kompatibilni s endotelovymi bunikami.
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EXPERIMENTALNI CAST
8 METODIKA

Hlavnim cilem této diplomové prace je zaclenéni molekul oxidu dusnatého
pomoci SNAP (S-Nitroso-N-Acetylpenicillinamine) do nanovldkené struktury
vytvofené elektrostatickym zvlakiiovanim polymernich roztokl tii typu alifatickych
polyesterti tak, aby byla podporovédna bunétna adheze a plynulé uvoniovani oxidu
dusnatého do vnéjsiho prostiedi. Nejprve byl testovan poly-g-kaprolakton (PCL) spolu
s PURASORB (PLC) jejichz specifikace je popsana nize (kapitola 8.1). Toto testovani
inspirované ¢lanky (Jang 2012, Romanowicz 2013, Jeong 2014) bylo oznaceno jako
Experiment €. 1 a probihalo nésledujicim zplisobem. Z obou testovanych materiald byly
vytvofeny polymerni roztoky o koncentraci 7 hm %. Polymerni roztoky byly posléze
rozdéleny na celkem osmi vzork o identickém objemu. Do kazdého piipravené¢ho
vzorku (€. 1-8) bylo pfidano urcité mnozstvi laboratorné piipraveného SNAPsu
(ptiprava kapitola 8.2) tak, aby v kazdém vzorku byla jina koncentrace (0; 0,2; 0,4 a 0,6
hm %). Vzorky byly dikladn¢ promiseny a posléze byly jednotlivé vzorky
elektrostaticky zvlaknény na zafizeni NANOSPIDER™ o sériovim oznaeni

NS 1WS500U za podminek, které jsou uvedeny v kapitole 8.3 (Sill 2008).

Pro kazdy vzorek byla vytvofena planarni nanovlakend struktura, ve které byl
inkorporovan donor oxidu dusnatého. Kazda struktura byla diikladné oznacena,
zabalena do aluminiové folie a wuchovavana v chladu po celoudobu pribéhu
Experimentu €. 1, protoze SNAPs ptidany do jednotlivych vzorkl reaguje se svétlem a

teplem, coz by mohlo zadsadn¢ ovlivnit vysledky experimentt.

Z planédrnich vrstev byly vytvofeny vzorky, které byly pouzity k testovani
in vitro. Testovani in vitro mé¢lo pfinést informaci o vhodné koncentraci SNAPsu
v nanovldkenné struktufe a jeho vlivu na testované bunécné linie. Celé testovani

in vitro, v€etn¢ mikroskopickych technik, je podrobné popséano v kapitole €. 9.
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Dal$im testovanim, kterému byly vystaveny plandrni vrstvy, bylo testovani
pomoci nepiimé metody detekce uvoliiovani oxidu dusnatého - Griess Assay. Pfiprava

této metody testovani je podrobné popsana v kapitole 8.4.

Identicky postup byl zvolen i v pfipad¢ druhé série testl oznacené
jako Experimentu  ¢. 2. AvSak byl testovdn pouze jeden  materidl,
jimz byl poly-g-kaprolaktonu (PCL) o koncentraci 16 hm % a M= 45000 g.mol™.
Vzhledem ziskanym vysledkim z pribéhu Experimentu ¢.1 byla zredukovana
koncentrace SNAPsu pouze na tii koncentrace (0; 0,2 a 0,4 hm %). Vytvofené planarni
nanovladkené vrstvy bylo rovnéz potieba uchovavat v chladu a tmé ze stejného diivodu

jako tomu bylo v Experimentu €. 1.

Poslednim pokusem této diplomové prace bylo testovani, zda ma sterilizace
pomoci 70 % ethanolu vliv na uvoliiovani oxidu dusnatého z nanovldkennych struktur.
Byly tedy vytvotfeny dvé série vzorki, pfiCemZ jedna série byla vysterilizovana pomoci
70 hm% etanolu po dobu 30 minut a druhd série nebyla zadnym zpisobem
vysterilizovana. Ob¢ série vzorkll byly osazeny bunécnou linii, 24 hodin inkubovany
a vyhodnoceny pomoci metabolického MTT testu. Pfesny pribéh testovani je uveden

v kapitole 12.

8.1 Priprava roztoku PCL a PLC pro elektrostatické

zvlaknovani

Pro pfipravu roztoku byly celkem zvoleny nasledujici ti1 typy polymert, které
byly pouzity ve dvou experimentech (Experiment €. 1, Experiment €. 2). V Experimentu
¢. 1 byl pouzit kopolymer slozeny z kyseliny mlééné a kaprolaktonu - PLC 7015,
PURASORB v poméru 70/30. Druhym pouzitym polymerem byl polykaprolakton -
PCL, M,=80 000 g.mol”', Sigma Aldrich. V Experimentu &. 2 byl testovan pouze jeden
materidl. Konkrétné se jednalo o polykaprolakton o odli$né molekulové hmotnosti nez
bylo v ptfipadé Experimentu ¢. 1. V Experimentu €. 2 byl tedy pouZit polykaprolakton -
PCL, M,=45 000 gmol', Sigma Aldrich. Polymery byly rozpustény
v rozpoustédlovém systému chloroform/kyselina octova/ethanol v poméru 8/1/1 (v/vIv).
V Experimentu €. 1 bylo k vyrobé€ planarnich vrstev pfipraveno celkové 100 g roztoku
o koncentraci polymerni slozky 7 hm %. Tyto hodnoty byly shodné v ptipadé piipravy
roztoku PCL a i v ptipadé ptipravy roztoku PLC.
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V Experimentu ¢ .2 byl zvldkiiovaci roztok pfipraven stejnym postupem
jako v Experimentu ¢.1, avSak koncentrace polymerni slozky byla zvySena na 16 hm %.
Celkové bylo pfipraveno 100 g zvldknovaciho roztoku, ktery byl pouzit k vyrobé

planarnich vrstev.

8.2 Priprava SNAPs

Ptiprava SNAPs je pomérné slozita a ¢asoveé naro¢na metoda. Prvnim krokem
bylo navazeni 200 mg N-acetyl-DL-penicilaminu (M,=191,25 g.mol'l). Toto mnozstvi
N-acetyl-DL-penicilaminu bylo rozpusténo v 5 ml methanolu. Absolutniho rozpusténi
N-acetyl-DL-penicilaminu bylo docileno pouzitim sonifikdtoru. K tpravé pH
bylo ptidano 1,5 ml jednomolarni kyseliny chlorovodikové (HCl) a 100 pl kyseliny
sirové (H2SO4). Roztok byl promisen. Do vzniklého roztoku bylo pfiddno 144,9 mg
dusitanu sodného NaNO, (M,=69 g.mol™). Vznikly roztok byl po dobu 30 minut
michan pomoci rota¢niho michadla. Po uplynuti 30 minut byl roztok chlazen po dobu
45 minut. Po ochlazeni roztok ziskal zeleny/Cerveny odstin, ktery byl v této fazi
zadoucim. Roztok byl vloZen do vakuové odparky, kde dochazelo k odpateni methanolu
z roztoku. V této fazi jiz bylo moZné pozorovat vznik tmavé zelenych krystalkd,
které¢ se  zachytavaly nasténé vakuové rozparky. Téméf hotovy SNAPs
byl poté dosusovan po dobu dvou dntli ve vakuu za pokojové teploty. Tento postup byl

zaptjc¢en MTU z divodu spoluprace na tomto vyzkumu.

8.3 Elektrostatické zvlaknovani

Jak jiz bylo feceno v Experimentu ¢. 1 bylo pro oba materidly piipraveno
celkem 100 g roztoku o koncentraci 7 hm %. Do obou polymernich roztokl
bylo pfidano rizné mnoZstvi SNAPs a to takové, abychom dosahli téchto koncentraci
SNAPs v polymernich roztocich: 0; 0,2; 0.4 a 0,6 hm %. Z téchto pozadavkl
bylo tedy odvozeno, Ze bylo navazeno toto mnozstvi SNAPs: 0, 200, 400 a 600 mg.

V Experimentu €. 2 byl pouZzit pouze jeden material, z kterého byly vyrobeny
jednotlivé vzorky. Stejné jako v Experimentu ¢. 1 bylo pfipraveno 100 g roztoku
s koncentraci polymeru 16 hm %. V tomto experimentu byly podminky pozménény
a koncentrace SNAPs v polymernich roztocich byla urcena nasledovné: 0; 0;2 a

0,4 hm %. Z toho vyplyva, ze mnozstvi SNAPs bylo navazeno nasledovné: 0, 200 a

43



400 mg. SNAPs byl do vSech roztoku pifidan pfiblizné hodinu pied elektrostatickym
zvlakiiovanim, které probihalo pomoci zafizeni Nanospider ™ o sériovém ozna&eni

NS 1WS500U.

Podminky elektrostatického zvldknovani byly v obou piipadech totozné.
Zvlaknovaci proces byl proveden pomoci 0,2 mm struny, na kterou byly postupné
naneseny vytvorené roztoky polymeru pfipadné roztoky polymeru spolecné
s pozadovanymi koncentracemi SNAPs. Tyto roztoky byly nandSeny na strunu
za pouziti Stérbiny o velikosti 0,5 mm. Vytvotfena vlakna byla zachytdvana na netkanou
textilii, kterd byla odtahovdna rychlosti 15 mm/min. Kolektor byl umistén
ve vzdalenosti 170 mm od struny. Napéti pouzité pii zvldknovani bylo - 10 kV
na kolektoru a + 35 kV na struné. Zvlaknovani probihalo za teploty 23°C a relativni

vlhkosti 35 % rh.

8.4 Griess Assay

Ptiprava Griess Assay v tomto piipad€ probihala podle ¢lanku (Ridnour L., A.,
2000), ktery pojednava o postupu piipravy Griessova ¢inidla a celkovém vyhodnoceni a

zpracovani Griess Assay.

Byl pfipraven roztok 100 puM dusitanu sodného (Sigma Aldrich).
Poté bylo toto pfipravené mnozstvi bylo dvojnasobné tedéno v ndasledujicich
koncentracich: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 a 1,56 uM. Do takto ptipravenych roztoki
dusitanu sodného bylo pfipipetovano 100 mM fosfatového pufru (PBS, Sigma Aldrich)
o pH 7.4, ktery obsahoval 17 mM sulfanilamidu (SULF, Sigma Aldrich) a 0,4 mM N-
(1-naftyl)-ethylen-diaminu (NEED, Sigma Aldrich). Vzhledem k pouziti fosfatového
pufru jako média byla hodnota absorbance zvolena 496 nm. Pro destilovanou vodu byla
zvolena hodnota absorbance 539 nm. Tyto roztoky byly poté spektrofotometricky
vyhodnoceny a vyneseny do zavislosti absorbance a koncentrace. Pomoci linearni

extrapolace byla stanovena kalibra¢ni ktivka.
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9 TESTOVANI IN VITRO

Ptipravené vzorky byly nejprve vysterilizovany v 70 hm % ethanolu po dobu
30 minut. Po uplynuti této doby byly vzorky dvakrat oplachnuty fosfatovym pufrem
(PBS, Lanza). Oplachnuté vzorky byly poté osdzeny piipravenou bunécnou linii.
HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells, Lonza), kterd byla kultivovana
v médiu uréeném pro endotelové buitkky (EBM-2). Tento typ buné¢né linie byl pouzit
pro testovani materidli pouzitych v Experimentu €. 1. Druhou pouzitou bunécnou linii
byla bunécna linie CASCM (hladkosvalové bunky), kterd byla také kultivovana v médiu
urCeném pro hladkosvalové bunky (EBM-2). Tato bunéfna linie byla pouzita
pro potieby testovani materidlu Experimentu ¢.2. Kultivace probihala za konstantnich
podminek, tzn. za teploty 37°C a 5% CO,. Po dosazeni 80% konfluence (vytvotfeni
souvislé vrstvy bun€k) byly buiiky ztrypsinizovany a nasazeny na testované materialy
v koncentraci 4,5 x 10" bunk na testovaci jamku (pasaz 5). Testovani probihalo
v 96 - jamkovych destickach po dobu 14 dnti. Testovacimi dny byly urceny 1., 3., 7. a
14. den kultivace. Bunécnd morfologie na testovanych materidlech byly pouzity
tyto mikroskopické techniky: fluorescencni mikroskopie a skenovaci elektronova

mikroskopie. Buné¢na viabilita byla testovana pomoci MTT testu.

9.1 Flourescencni mikroskopie

Vzorky analyzovany pomoci fluorescencni mikroskopie byly taktéZ dvakrat
proplachnuty fosfatovym pufrem (PBS). Proplachnuté vzorky byly zafixovany pomoci
vymraZeného methanolu o teploté -20°C po dobu 30 minut. Nasledovalo opétovné dvoji
promyti fosfatovym pufrem (PBS). Omyté vzorky byly obarveny fluorescencnim
barvivem propidium jodidem (Sigma Aldrich) po dobu 10 minut s dirazem
na neptitomnost svétla. Po uplynuti 10 minut byly vzorky dvakrat proplachnuty
fosfatovym pufrem (PBS) a ndasledné¢ analyzovany invertovanym fluorescen¢nim

mikroskopem NIKON Eclipse Ti X cite 120q(zvétSeni 40x).
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9.2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Vzorky urCeny pro skenovaci -elektronovou mikroskopii byly dvakrat
oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS) a poté zafixovany ve 2,5 hm % roztoku
glutaraldehydu (Sigma Aldrich) po dobu 30 minut pii teploté 4°C. Po uplynuti této doby
byly vzorky proplachnuty vzristajici ethanolovou fadou v intervalu 5 minut (60, 70, 80,
90, 96 a 100 hm % ethanol). Vzorky byly ulozeny na parafilm, kde byly ponechany
do tplného vyschnuti. Po vyschnuti byly vzorky pozlaceny anésledn¢ analyzovany

pomoci elektronového mikroskopu TESCAN VEGA 3.

9.3 Stanoveni metabolické aktivity bunék pomoci MTT

testu

MTT test je typ testu, kterym je mozné méfit viabilitu bunék, které jsou osazeny
na testovany materidl. Jednd se o kolorimetricky test, ktery je zaloZen na redukci
solubilni tetrazolové soli MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyltetrazolium
bromid) na nerozpustny formazan ve formé fialovych nerozpustnych krystalki.
Tato reakce probihd na mitochondridlni membrané vlivem mitochondrialnich
dehydrogenéz Zivych bunék. Pocet Zivych bungk je indikovan mnozstvim redukovaného
MTT. Ptfidanim okyseleného isopropanolu se krystalky rozpusti. MTT test
byl realizovan v 96 - jamkovych sterilnich destickach, do kterych bylo piipipetovano
150 pl bunééného média a 50 ul MTT roztoku (Sigma Aldrich). Poté byly pfeneseny
jednotlivé testované materialy, které byly osdzeny buitkami. Vzorky byly inkubovany
za teploty 37°C po dobu 4 hodin. Po uplynuti inkubaéni doby byly fialové krystalky

plné€ rozpustény pomoci okyseleného isopropanolu o objemu 200 pl.

Zabarveny vzorek byl poté piepipetovan do jiné Cisté 96 - jamkové desticky.
Na spektrofotometru byla meéfena absorbance pfi 570 nm a 650 nm. Vysledna
absorbance byla urcena jako rozdil absorbanci pfi 570 nm a 650 nm a po odecteni
od hodnoty negativnich kontrol. Negativnimi kontrolami se rozumnély naméfené

absorbance vzorki inkubovanych pouze v médiu bez ptitomnosti bunék.
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10 EXPERIMENT C. 1

10.1 Vyhodnoceni in vitro testu

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byly meéfeny primeéry vldken
vytvofenych nanovldkennych struktur, které byly vytvotfeny z jednotlivych polymernich
roztokt s rozdilnou koncentraci ptidaného SNAPsu (0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm %). Bylo nutné

si ovéfit, zda bude pfitomnost SNAPsu v polymernich roztocich mit zasadni vliv

na kvalitu a velikost vlaken.

Pro kazdou variantu tedy probéhlo celkem 100 méfeni pramért vlaken z ¢ehoz
byla vypocitdna primérnd hodnota a smérodatnd odchylka. Pro toto zpracovani

byl pouzit program Image J. Ob¢& tyto hodnoty byly poté zaneseny do tabulky ¢. 2 a dale

graficky zpracovany (obr. 10).

Tab. 2 Seznam testovanych materiall a jejich charakterizace (Experiment ¢. 1)

Priiméry Smérodatna
¢. Material Koncentrace SNAPs [%] vlaken/100
o odchylka [nm]
meifeni [nm]
1 PLC 0 1437,98 549,33
2 PLC 0,2 1029,13 461,60
3 PLC 0,4 1184,34 603,15
4 PLC 0,6 1122,60 414,49
5 PCL 0 962,61 497,08
6 PCL 0,2 1208,79 452,06
7 PCL 0,4 1306,25 631,76
8 PCL 0,6 1869,33 458,21
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Prumér vlaken v zavislosti na koncentraci SNAPsu v
nanovlakennych strukturach

mPLC
mPCL

Ken [nm]

a

1

o

ameér v

Pr

Obr. 10 Primér vlaken jednotlivych typt polymernich roztokt (7 hm% PLC a 7 hm% PCL) s ptidavkem
SNAPsu o riznych koncentracich (0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm%) a jeho vliv na pramér vlaken tvofenych
elektrostatickym zvlaknovanim

10.1.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Obarvenim bunécénych jader pomoci fluorescenéniho barviva propidium jodidu
lze posoudit za pouziti fluorescenéniho mikroskopu rozmisténi bunék na testovaném
materidlu. Testované materialy byly oznaeny pomoci cCislic 1-8 (stejné jako v Tab. 1).
Po dobu 14 testovacich dni probihala proliferace bunék po povrchu tkanového nosice

(scaffoldu). Snimky byly vyhodnoceny po 1. testovacim dni a 14. den.

Fluorescen¢ni mikroskopie - 1. testovaci den

Obr. 11 Snimky €. 1-4 (7 hm % PLC + 0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm % SNAPs)
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Obr. 12 Snimky €. 5-8 (7 hm % PCL + 0, 0,2, 0,4 a 0,6 hm % SNAPs)

Po prvnim testovacim dni bylo u v§ech osmi vzorkl ziejmé pravidelné rozlozeni
bunck po plochéch tkanovych nosict. AvSak u nékterych snimki jsou patrné shluky
bun¢k (napf. snimek ¢. 4 a €. 7). Tyto bunécné shluky lze piipisovat nehomogenni
vrstvé tkanového nosice, coz ovliviiuje proliferaci bunék. Naopak vzorek ¢. 2 vykazuje

nejvice pravidelné rozloZeni bunék po povrchu testovaného materialu. V tomto ptipadé

se jednd o 7 hm % PLC + 0,2 hm % SNAPs.

Fluorescenc¢ni mikroskopie - 14. testovaci den

Obr. 13 Snimky ¢. 1-4 (PLC + 0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm % SNAPs
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Obr. 14 Snimky ¢. 5-8 (PLC + 0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm % SNAPs)

Na konci testovani tzn. 14 den, bylo u vzorku €. 6 (7 hm % PCL + 0,2 hm %
SNAPs) prokazana témét konfluentni vrstva bunék, coz je patrné na snimcich
z fluorescencni mikroskopie. Naopak u vzorku €. 5 (7 hm % PCL + 0 hm % SNAPs),
ktery je bez ptidavku SNAPsu, je ziejmé nejméné souvisld vrstva bunck. Dalsi vzorky,
které vykazuji rovnéz konfluentni vrstvu bunék, jsou €. 7 (7 hm % PCL + 0,4 hm %

SNAPs) a¢. 4 (7hm % PLC + 0,6 hm % SNAPs).
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10.1.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

bez pritomnosti bunék

Pomoci SEM byla pozorovéna vladkenna struktura bez ptitomnosti bunécné linie.
Do vlakenné struktury byl aplikovan SNAPs. Pouzité snimky maji zvétSeni

w7

5000 x a métitko 10 um. Vysledné snimky jsou zobrazeny €ernobile a ozna¢eny pomoci

¢islic.

Obr. 15 Snimky €. 1-4 (PLC + 0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm % SNAPs)

Obr. 16 Snimky ¢. 5-8 (PCL + 0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm % SNAPs)

Testované materidly s aplikovanym SNAPsem byly testovany pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie. Toto testovani probihalo bez pfitomnosti bunécné linie.
Na snimcich je mozné pozorovat detailné vldkennou strukturu jednotlivych scaffoldd.
Snimek ¢. 6 (7 hm % PCL + 0,2 hm % SNAPs) vykazoval vlakennou strukturu s malou

pfitomnosti polymernich defektti a vysokou pravidelnosti vlaken.
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10.1.3 Skenovaci elektronova mikroskopie po 1 dni

kultivace

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla pozorovana vldkenna struktura
tkanového nosice (scaffoldu), ale také prostorovy povrch bunck. Vysledny obraz
je zobrazen cCernobile. ZvétSeni bylo 1000x. Jednotlivé vzorky byly opét oznaceny

pomoci ¢islic a to 1-8.

Obr. 18 Snimky ¢. 5-8 (PCL + 0; 0,2; 0,4 a 0,6 hm %SNAPs)

Po jednom dni kultivace je patrné, ze bunky, které byly nasazeny na jednotlivé
testované tkanové nosice (scaffoldy), adherovaly k testovanym materidlim. U vSech
testovanych materidlli tedy byla prokédzana pomoci SEM piitomnost pfilnutych bunék

na povrchu jednotlivych materialt.

52



10.1.4 Skenovaci elektronova mikroskopie po 14 dnech

r

bunééné kultivace

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla pozorovana vldkenna struktura
tkanového nosice (scaffoldu), ale také prostorovy povrch bunck. Vysledny obraz

je zobrazen Cernobile. ZvétSeni je 1000x a snimky byly vytvofeny po 14 dnech bunééné

kultivace. Jednotlivé vzorky byly opét ozna¢eny pomoci &islic a to 1-8.

Obr. 20 Snimky ¢. 5-8 (PCL + 0,2; 0,4 a 0,6 hm % SNAPs)

Ze snimkl z elektronového mikroskopu je patrné, ze nejvice adherovanych
bunék je na materialu ¢. 6, coz je PCL + 0,2 hm % SNAPs, které vytvareji souvislou

vrstvu. Naopak material ¢. 8 téméf souvislou vrstvu pfilnutych bunék nevytvaii.

Jedna se o material PLC + 0,6 hm % SNAPs.

53



10.1.5 Vyhodnoceni metabolické aktivity bunék pomoci
MTT testu

Metabolicka aktivita bun€k byla méfena pomoci MTT testu po 1, 3, 7 a 14
dnech bunééné kultivace. Tkanové nosice byly vysterilizovany pomoci 70 hm % EtOH
po dobu 30 minut. Po prob&hlé sterilizaci byly osdzeny buné¢nou linit HUVEC (Human
umbilical vein endothelial cells, Lonza), kterd byla kultivovana v médiu uréeném
pro endotelové buiiky (EBM-2). Kultivace probihala za konstantnich podminek,
tzn. zateploty 37°C a 5% CO® Po dosazeni 80% konfluence byly builky
ztrypsinizovany a nasazeny na testované materialy v koncentraci 4,5x10" bundk
na testovaci jamku (pasaz 5). Testovani probihalo v 96 - jamkovych desti¢kach po dobu

14 dnu.

Tato testovaci metoda byla vyuzita z diivodu vhodnosti materidlu kombinované
s materidly obohaceny o pfidany SNAPs v riiznych koncentracich. Byly celkové pouzity
dva testované materialy. V prvnim piipad€ byl testovan kopolymer poly-e-caprolaktonu
a kyseliny polymlécné do jehoZ struktur byl pfiddn SNAPs o koncentracich: 0; 0,2; 0,4
a 0,6 hm %. Druhym testovanym materidlem byl poly-e-caprolakton o stejnych

koncentracich SNAPsu ve struktufe polymeru.

Primérné hodnoty namérené absorbance negativnich
kontrol
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Obr. 11 Hodnoty absorbance negativnich kontrol polymert (7 hm% PLC a 7 hm% PCL) s riiznou
koncentraci SNAPsu (0, 0,2 0,4 a 0,6 hm %)
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Obr. 21 zobrazuje negativni kontroly naméfené absorbance pro jednotlivé
testované vzorky. Materidly, které neobsahuji SNAPs ve své struktute vykazuji nejnizsi
hodnotu absorbance a se zvySujici se koncentraci SNAPsu by se méla absorbance
materialu zvySovat jako je tomu u testovaného materidllu PCL. Z naméfenych
absorbanci materidlu PLC je zfejmé, ze vytvorend vldkna nejsou homogenni,
coz znamena, Ze struktura nanovldkenného nosice ovliviluje vysledky bunécné

proliferace.

Vyhodnoceni metabolického MTT testu (bunécna linie

HUVEC)

0.5 BPLC+0hm %

SNAPs

T B PLC+0,2 hm %

T 1 SNAPs

0,375 PLC+0,4 hm %
SNAPs

® PLC+0,6 hm %
SNAPs

BPCL +0hm %
SNAPs

® PCL+0,2 hm %
SNAPs

B PCL+0,4 hm %
SNAPs

m PCL+0,6 hm %
SNAPs

0,25

Absorbance [-]

0,125 A
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Obr. 22 Hodnoty absorbance testovanych materiali métenych po 1., 3., 7. a 14. dnubunééné kultivace.
Hodnota absorbance je vypocitana jako rozdil hodnot pfi 570 a 650 nm po odecteni primérné hodnoty
absorbance od negativnich kontrol - rozdéleno dle kultivacni doby

Z namétfenych vysledkli uvedenych v obr. 22 je patrné, ze bunécnd viabilita
vzristala konstantné na nésledujicich materidlech: PLC, PLC + 0,4 hm % SNAPs, PLC
+ 0,6 hm % SNAPs a PCL + 0,2 hm % SNAPs. Na zbylych testovanych vzorcich nebyl
tento konstantni nartist bunécné viability pfitomen. Moznym divodem je prudké a velké
uvolnéni oxidu dusnatého, ¢imz patrné doslo k rapidnimu nartistu jeho koncentrace.
Ackoliv by naptiklad vzorek PLC + 0,2 hm % SNAPs nemél obsahovat velké mnozstvi
oxidu dusnatého, negativni kontrola ukazuje na vysokou hodnotu absorbance, coz mize

souviset s vétsim mnozstvim uvolnéného NO, ktery plsobi ve vysSich déavkach
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cytotoxicky. Pravdépodobné ze stejného diivodu nedochazi ke zvySeni bunééné viability
u vzorku PCL + 0,4 hm % SNAPs a PCL + 0,6 hm % SNAPs. Ze ziskanych vysledk je
zifejmé, ze nejidedlnéjSim vzorkem pro proliferaci bunék je PCL + 0,2 hm % SNAPs.
Obr. 23 ma v sob& zahrnuta stejna data jako jsou zpracovana v obr. 22, avSak pro lepsi
nazornost byl graf upraven tak, aby bylo mozné porovnat hodnoty absorbance pro

jednotlivé materidly.

Vyhodnoceni metabolického MTT testu (bunécna linie
HUVEC)
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Obr. 23 Hodnoty absorbance testovanych materialtt métenych po 1.,3.,7. a 14. dnu bunécné kultivace.
Hodnota absorbance je vypoc¢itana jako rozdil hodnot pii 570 a 650 nm po odecteni prumérné hodnoty
absorbance od negativnich kontrol — materialové rozdéleni

10.1.6 Vyhodnoceni metody Griess Assay

Detekce oxidu dusnatého a jeho metabolitii probihalo pravé pomoci nepiimé
metody tzv. Griessova metoda neboli Griess Assay. Testované materidly, ve kterych
byl pfitomen SNAPs, byly nejprve nastiihany na malé ¢tverce o hmotnosti 0,0500 g.
Jednotlivé vzorky (5 vzorki pro kazdy testovany material) byly umistény do plastovych
zkumavek, do kterych byl pfidan fosfatovy pufr (PBS) o pH 7,4 a objemu 4 ml. Vzorky
byly umistény do inkubatoru, kde byla udrzovédna stabilni teplota 37°C. Testované

materidly byly uloZeny v inkubatoru po dobu jednoho testovaciho dnu. Po uplynuti této
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doby byly vzorky testovaného materidlu pfesunuty do jinych plastovych zkumavek,
kam bylo posléze ptidano stejné mnozstvi fosfatového pufru (PBS) jako v prvnim
pfipad¢é. Materidly byly opét uloZzeny do inkubatoru, kde =zastaly do uplynuti
dalsi naplanované inkubac¢ni doby, tedy po uplynuti 3 dnil. TentyZ postup byl zvolen

v dal$im testovacim dnu, tedy 7. den.

K vyhodnoceni detekce oxidu dusnatého a jeho metabolitii bylo nejprve nutno
vytvofit kalibraéni kiivku (obr. 24) v riznych vlnovych délkach pro hodnoty
absorbance, které nabyvaji nejvySSich hodnot v okoli 495 nm. Posléze byl kazdy
testovaci den odebran vzorek PBS o objemu 100ul jenz byl vlozen do C(isté
96 - jamkové desticky. K témto vzorkiim bylo pfidano 100 pl 17 mM sulfanilamidu a
ptiblizné 3 minuty poté 100 pl 0,4 mM NEDD.

Kalibrac¢ni kfivka metody Griess Assay PBS

(495 nm)
0.4
y =0,0032x + 0,0121
— 03 R>=0,9518 _~&
3 == Hodnoty absorbance
=]
)
2 02
S
=
172}
=
< 0,1
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Koncentrace dusitanu sodného [uM]

Obr. 24 Kalibraéni kiivka PBS vypocitana pro hodnotu 495 nm v rtznych v nasledujicich koncentracich
dusitanu sodného (1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 uM).

Pomoci spektrofotometru byly jednotlivé roztoky, ve kterych byl pfitomen
vylouceny oxid dusnaty spolu s jeho metabolity, vyhodnoceny. Ziskané¢ vysledky
byly vyneseny do graficky zpracovany. Na obr. 25 je patrnd obrovska hodnota
absorbance v ptipadé¢ PLC + 0,6 hm % SNAPs v 1. testovacim dnu, coz bylo s nejvyssi
pravdépodobnosti zpiisobeno vyssi koncentraci SNAPsu ve struktufe vzorku. Tieti
testovaci den také nejvyssi hodnoty absorbance vykazuje PLC + 0,6 hm % SNAPs.
Dalsi vysoky nartist v prvnim testovacim dnu byl zjistén i v ptipadé PLC + 0,4 hm %

SNAPs, ktery tfeti testovaci den nabyva velmi podobnych hodnot jako testovany
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material PLC + 0,6 hm % SNAPs, ktery mél prvni testovaci den velmi vysoké hodnoty
absorbance, coz signalizuje velmi prudké a rychlé uvolnéni oxidu dusnatého do roztoku
PBS, které simuluje svym pH pfirozené vnitini prostiedi lidského téla. V sedmém
testovacim dnu nabyvaly vSechny hodnoty absorbance testovanych materialit velmi
podobnych hodnot, coz znamena, Ze oxid dusnaty ptestaval byt uvoliiovan po uplynuti 7
dni od misténi do roztoku PBS a ulozeni do inkubatoru, ktery rovnéz ma za tkol

simulovat fyziologickou teplotu lidského téla tzn. t=37 °C.

Vyhodnoceni metody Griess Assay

1.2 2 PCL +0 hm %

SNAPs(PBS)
[ = PCL +0,2 hm %
SNAPs(PBS)

PCL + 0,4 hm %
SNAPs(PBS)

= PCL + 0,6 hm % +

T SNAPs(PBS)

® PLC + 0 hm % SNAPs

I (PBS)

= PLC + 0,2 hm %

0,3 SNAPs (PBS)

5 PLC + 0,4 hm %
SNAPs (PBS)

= PLC + 0,6 hm %
SNAPs(PBS)

L
o

Absorbance [-]
o
(@)}

1.den 3.den 7.den

Obr. 25 Vyhodnoceni nepfimé metody detekce oxidu dusnatého — Griess Assay. Hodnota
absorbance méfena za 1., 3. a 7. den.

Z namétenych hodnot ziskanych metodou Griess Assay (obr. 25) bylo mozné
pozorovat hodnoty absorbance testovanych materiali, tedy bylo mozné vyhodnotit
rychlost uvoliiovani derivati oxidu dusnatého do vnéjsiho okoli. Z obr. 25 je zfejmé, ze
nehomogenita povrchu u materiadli PLC zbisobuje prudké uvolnéni oxidu dusnatého
do vné¢jSiho prostiedi. Tteti inkubacni den pouze nésledujici materidly byly schopny
uvolnovani derivatii oxidu dusnatého z vngjsi struktury: PCL + 0,6 hm %, PLC +0,4
hm % aPLC + 0,6 hm %. Zbylé testované materidly jiz tfeti den nebyly schopny
uvolnovat oxid dusnaty v zaznamenatelném mnoZstvi. Tento jev je nejspiSe zpiisoben
velkou koncentraci SNAPsu v jednotlivych jmenovanych strukturach materidlu
ataké z divodu velké nehomogenity povrchu vzorkii vytvofenych z polymeru

PURASORB (PLC). Toto tvrzeni je rovnéz potvrzené negativni kontrolou MTT testu
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uvedenou na obr. 22 a také vizudlnim vyhodnocenim a porovnanim ziskanych snimka

z mikroskopti vytvoienych pomoci SEM a fluorescenéni mikroskopie.

10.2 Diskuze vysledki — Experiment ¢. 1

V Eperimentu ¢. 1 probihalo testovani dvou materialti, které byly obohaceny
o ruzné koncentrace donoru oxidu dusnatého. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit,
které¢ materidly spolu s inkorporovanym SNAPsem budou nejvice vhodné pro vyrobu

umélé cévni ndhrady.

Nejprve bylo potieba zjistit, zda ptitomnost SNAPsu v polymernim roztoku
neovlivni kvalitu a prubéh elektrostatického zvlaknovani a zda néjakym zptsobem
ovliviiuje  strukturu vytvofenych planarnich nanovldkennych vzorkid. Nejlépe
byl elektrostaticky zvldknovan vzorek ¢. 2 (7 hm % PLC + 0,2 hm % SNAPs).
Relativné nizkd smérodatnd odchylka (v porovnani s ostatnimi vzorky) poukazuje na
vy$§i homogenitu nezli tomu je naptiklad u vzorku ¢. 7 (7 hm % PCL + 0,4 hm %
SNAPs), ktery ma nejvy$si hodnotu smérodatné odchylky, coz ukazuje na vysokou

nehomogenitu vytvofené¢ho povrchu.

Dalsi velmi dualezitym aspektem, ktery byl pfedmétem zkoumani
tohoto experimentu, je zjiSténi, zda je pfitomnost SNAPsu v nanovldkenné stuktufe,
o které vime, Ze je biokompatibilni, toxicka. Vzorky byly testovany nékolika metodami.
Nejprve byla pomoci flourescen¢ni mikroskopie zkouména konfluence bunck. Nejvice
konfluentni vrstva byla prok4zéna u snimku ¢. 6 (7 hm % PCL + 0,2 hm % SNAPs).
Tento vzorek rovnéz prokéazal nejvice homogeni vrstvu, kterd byla zjisStovana pomoci
emisni elektronové mikroskopie. Rovnéz tento vzorek vykazal nejrovnomérnéjsi rast
bunécné struktury, kterd byla testovana pomoci metabolického MTT testu.
Vsechny tyto vysledky pfipisujeme faktu, ze pravé tento vzorek vykazoval nejvyssi
homogenitu povrchu, coZ pfiznivé ovlivnilo adhezi a nasledny riist bunéénych struktur a
zarovenn koncentrace SNAPsu v nanovldkenné struktufe nebyla pro testované bunky

toxicka.

V neposledni fadé¢ bylo potieba vyhodnotit uvolfiovani oxidu dusnatého
v zavislosti na cCase metodou Griess Assay. Nejvy$si hodnoty absorbance byly

naméfeny v piipadé vzorku €. 8 (7 hm % PCL + 0, 6 hm % SNAPs). Vysoka hodnoty
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absorbance byly naméteny i v piipadé vzorku €. 7 (7 hm % PCL + 0,4 hm % SNAPs).
Testovany material PLC byl z dalSiho experimentu vyfazen, protoze nespliioval
pozadavky kladené na material (Spatnd homogenita, horSi proliferace bunék

nezli u druhého testovaného materidlu), ktery by byl vhodny k vyrob¢ cévni ndhrady.

Praveé z diivodu prudkého uvolinovani oxidu dusnatého byla pro dalsi experiment
vyfazena koncentrace 0,6 %. Tato koncentrace a prudké uvolnéni muze pusobit

na bunécné linie toxicky (Kroncke, 1997).
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11 EXPERIMENT C. 2

11.1 Vyhodnoceni in vitro testu

v

V Experimentu ¢. 2 probihalo in vitro testovani vzorkd vytvofenych
z biodegradabilniho polymeru. V tomto piipadé¢ se jednalo o alifaticky polyester
polykaprolakton (PCL, M,, = 45000 g.mol”, Sigma Aldrich). Roztok byl vytvofen
o koncentraci 15 hm %. Jednotlivé vzorky byly modifikovany pifidavkem SNAPs

o koncentracich: 0; 0,2 a 0,4 hm %.

Tab. 3 Seznam testovanych materialt a jejich charakterizace (Experiment ¢. 2)

. Priméry Smérodatna
¢. Material Koncentrace SNAPs [%] vlaken/100
o odchylka [nm]
meétfeni [nm]
1 PCL 0 325,40 113,02
2 PCL 0,2 306,10 146,19
3 PCL 0,4 272,66 111,94

Prumér vlaken v zavislosti na koncentraci SNAPsu

500

vnanovlakennych strukturach

375

ken [nm]

a

250

1

umér v

o

125

Pr

PCL + 0 hm % SNAPs

PCL + 0,2 hm % SNAPs

PCL + 0,4 hm % SNAPs

Obr. 26 Pramér vlaken jednotlivych typt polymernich roztokl (7 hm% PCL) s pfidavkem
SNAPsu o riznych koncentracich (0 hm%; 0,2 hm % a 0,4 hm %)a jeho vliv na primér vlaken
tvofenych elektrostatickym zvlakfiovanim
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Nameétené hodnoty, které jsou zapsany v tab. 3 a graficky zpracovany v obr. 26,
urcuji pramér vlaken, ktery je zavisly na koncentraci ptfidaného SNAPsu do struktury
polymeru. Ze ziskanych hodnot je zfejmy pokles velikosti priméru vlaken v souvislosti
s velikosti koncentrace SNAPsu. Méteno bylo celkem 100 hodnot pro kazdy testovany
vzorek. Z téchto hodnot byla urcena primérnd velikost vldken. Tedy v tomto ptipad¢ je
mozné pozorovat piesné opacny pribéh nez-li tomu bylo v pfipadé Experimentu €. 1,

kdy primér vlaken stoupal spolu s hodnotou koncentrace SNAPsu.

11.1.1 Fluorescen¢ni mikroskopie
I v tomto piipadé¢ byla bunéfna jadra obarvena pomoci propidium jodidu

a pozorovana pomoci flourescenéniho mikroskopu. Délka kultivace vzorkl byla celkem

11 dni. Materidly byly oznaceny ¢isly 1-3 (oznaceni identické jako v tab. 3).

Flourescenc¢ni mikroskopie - 1. testovaci den

Obr. 27 Snimek €. 1-3 (15 hm % PCL + 0, 0,2 a 0,4 hm % SNAPs)

Testované materidly byly osazeny bunéénymi kulturami CASCM
(hladkosvalové buiiky). Na vzorkach ¢. 1 (15 hm % PCL + 0 hm% SNAPs) a ¢. 2 (15
hm % PCL + 0,2 hm % SNAPs) je patrné pravidelné rozlozeni bunéénych struktur.
Vzorek €. 3 byl osazen bunikami velmi zifidka, coz mohlo byt zpiisobeno Spatnym
pfilnutim testovanych bunék ¢i neopatrnou manipulaci pii osazovani testované¢ho

vzorku.
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Flourescen¢ni mikroskopie - 11. testovaci den

Obr. 28 Snimek ¢ 1-3 (PCL + 0, 0,2 a 0,4 hm % SNAPs)

Vsechny vzorky (obr. 28) 11. testovaci den vykazovaly pravidelnou konfluentni
bunécnou vrstvu, coz dokazuje, Ze pfitomnost SNAPsu ve struktufe tkanového nosice

neovliviluje negativn¢ bunécny rast.

11.1.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

bez pritomnosti bunék

Pomoci skenovaci elektronové mikrospoie byla pozorovana vldkenna struktura
tkanového nosi¢e (scaffoldu). Ve struktufe scaffoldu byl pifitomen SNAPs
o koncentracich: 0; 0,2 a 0,4 hm % (obr. 29). Bylo pouzito zvétSeni 10 000x. Vysledny

obraz je zobrazen Cernobile. Jednotlivé vzorky byly opét oznaceny pomoci ¢islic.

Morfologie jednotlivych scaffoldi byla vyhodnocena pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie. Z jednotlivych snimkl je patrné, Ze pfi elektrostatickém
zvlaknovani dochazelo k casté tvorbé polymernich defektt, které jsou ptitomny
ve struktufe jednotlivych testovanych materidli. V tomto piipadé dochdzelo
spiSe k tvorbé mikrovlaken, av§ak ve vzorku byly pfitomny i nanovldkna. Bylo zji§téno,
ze inkorporovany SNAPs neni mozné pozorovat na jednotlivych snimcich. V piipadé
snimku ¢. 3 bylo moZné pozorovat relativné pravidelnd vldkna. V tomto piipadé

se jednalo o PCL + 0,4 hm % SNAPs.
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B AT é
SEMHV: 300KV SEM MAG: 10.00 ke VEGAS TESCAN SEMHV: 300KV SEM MAG: 10.00 kx | VEGAS TESCAN| SEMHV: 300KV SEM MAG: 10.00 ke | VEGAS3 TESCAN|

WD: 9.23 mm Det: SE WD: 9.84 mm Det: SE WD: 9.27 mm Det: SE
View fleld: 27.7 ym  Date(m/dly): 04/12/16. FT TUL Liberec View fleld: 27.7 ym  Date(m/dly): 04/12/16 FTTUL Liberec View fleld: 27.7 ym  Date(midly): 04/12/16 FT TUL Liberec

Obr. 29 Snimky ¢. 1-3 (PCL + 0; 0,2 a 0,4 hm % SNAPs)

11.1.3 Skenovaci elektronova mikroskopie po 1 dni

kultivace

Pouzitim skenovaci elektronové mikroskopie byly pozorovany adherované
buiky na vldkennou strukturu tkénového nosice (scaffoldu). Tkanové nosice
byly obohaceny o inkorporovany SNAPs o koncentraci: 0; 0,2 a 0,4 hm % (obr. 30)

anasledné byla vizudln€ porovndna jejich struktura s adherovanymi buiikami. Doba

P AUSR / 3 / 3 il
SEM HV: 10 SEM MAG: 1000 x VEGA3 TESCAN
WD: Det: SE ‘WD: 17.87 Det: SE 50 pm z
View field: 208 pm _ Date(midiy): 1210115 View field: 208 pm _ Date(mydly): 12110/15 FT TUL Liberec

Obr. 30 Snimek ¢. 1-3 (PCL + 0; 0,2 a 0,4 hm % SNAPs)

Po wuplynuti jednodenni inkubaéni doby bylo provéfeno, zda buiky,
kterymi byly jednotlivé materidly osazeny, adherovaly k povrchlim testovanych

materiald. Na jednotlivych snimcich je patrna pfitomnost adherovanych bunék.
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11.1.4 Skenovaci elektronova mikroskopie po 11 dnech

kultivace

Poslednim testovacim dnem, kdy bylo vizudln€¢ zkoumana bunécna vrstva
na tkdnovych nosi¢ich vytvofenych z PCL a obohaceny o SNAPs o rdznych

koncentracich, byl testovaci den jedenacty.

SEMHV: 100KV | SEM
WD: 17.66 mm

View fleld: 205 pm _ Date(midiy): 12110115 FT TUL Liberec View field; 208 pm | Date(midiy): 1210115 FT TUL Liberec View fleld: 208 pm _ Date(midiy): 12110115 FT TUL Libersc

Obr. 31 Snimek ¢. 1-3 (PCL + 0; 0,2 a 0,4 hm % SNAPs)

U vSech tfi zkoumanych vzorkdi byla zaznamendna souvisla vrstva
adherovanych bunék (obr. 31), avSak ze ziskanych snimki je zifejmé, Ze nejvice
adherovanych buné¢k je v pifipadé snimku €. 2 a €. 3. Oby tyto vzorky obsahovaly v
nanovlakenné struktufe inkorporovany SNAPs o koncentracich 0,2 hm % (snimek ¢. 2)

a 0,4 hm % (snimek €. 3).

11.1.5 Vyhodnoceni metabolického MTT testu

Metabolicka aktivita bun€k byla méfena pomoci MTT testu po 4, 7 a 14 dnech
bunécné kultivace. Tkanové nosi¢e byly vysterilizovany pomoci 70 hm% EtOH
po dobu 30 minut. Po probéhlé sterilizaci byly osidzeny bunécnou linii CASCM,
ktera byla kultivovana v médiu uréeném pro hladkosvalové buitkky (EBM-2). Kultivace
probihala za konstantnich podminek tzn. teploty 37°C a 5% CO®. Po dosaZeni 80%
konfluence byly buiiky ztrypsinizovany a nasazeny na testované materialy v koncentraci
4,5%x10" bungk na testovaci jamku (pasaZ 5). Testovani probihalo v 96 - jamkovych
destickach po dobu 14 dnti. Testovanym materidlem byl poly-e-caprolakton obohaceny

o0 SNAPs o koncentracich: 0; 0,2 a 0,4 hm %.
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Obr. 32 zobrazuje absorbance namétené u negativnich kontrol. Dle o¢ekavani je
nejniz§i hodnota méfené absorbance (<0,02) v pfipadé testovaného materidlu,
v jehoz struktuie neni pfitom SNAPs. I v tomto pifipadé by méla hodnota absorbance
stoupat se zvysujici se koncentraci SNAPsu ve struktufe testovanych materidli (stejné
jako je tomu v Experimetu €. 1 u testovaného materidlu PCL). Testované materidly
(obr.32) tento trend nevykazuji, coz znaci pfitomnost nehomogenich struktury
tkanového nosice. Lze tedy predpokladat, ze vlakenna struktura testovanych materialti

ovliviiuje vysledky buné&tné proliferace a nasledné uvoliiovdni oxidu dusnatého

ze struktury testované¢ho materidlu.

Primérné hodnoty namérené absorbance negativnich
kontrol

0,040

L

(=) [« S
—_ NS} (98]
() S S
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>

Absorbance [-]
o =

0,000 -

Obr. 32 Hodnoty absorbance negativnich kontrol polymeru (7 hm% PCL) s riznou
koncentraci SNAPsu (0; 0,2 a 0,4 hm %)

Obr. 33 zobrazuje bunécnou viabilitu, kterd byla méfena pomoci MTT testu
je nejprve fazena podle kultivacni doby (4., 7. a 14. den). Buné¢na viabilita stoupala
u vSech tii testovanych materialt. U vzorku PCL + 0,4 hm % SNAPs byl patrny drobny
pokles viability 7. testovaci den. Pfi¢inou muze byt velké uvoliiovani derivati oxidu
dusnatého, ktery poté plisobi na bunky cytotoxicky. Vzorek PCL + 0,2 hm % SNAPs
oproti ocekdvani nevykazoval navysSeni bunécné kultivace 7. den. Negativni kontroly

ukazuji na vyssi hodnotu absorbance, coz znamend, ze povrch testovaného materialu
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nebyl homogenni, protoze vzorek PCL + 0,2 hm % SNAPs méa vyss§i hodnotu
absorbance nez PCL + 0,4 hm % SNAPs. Diky nehomogenni struktufe nejspise
probihalo uvolnovani SNAPsu do vnéjsiho prostredi rychleji a ve vétsim mnozstvi, coz

ovlivnilo negativn€ bunécnou proliferaci mezi 4. a 7. dnem.

Vyhodnoceni metabolického MTT testu-CASCM

0,9

T 0,675 I —
§ I = PCL
S 045 - T __mPCL + 0,2 hm % SNAPs
= PCL + 0,4 hm % SNAPs
2
< 0225 -

0, -

4.den 7.den 14.den

Obr. 33 Hodnoty absorbance testovanych materialti métenych po 4., 7. a 14. dnem kultivace. Hodnota
absorbance je vypocitana jako rozdil hodnot pti 570 a 650 nm po odecéteni primérné hodnoty absorbance od
negativnich kontrol

Obr. 34 zobrazuje hodnoty absorbance jednotlivych materidli za danou
kultivacni dobu. Hodnoty jsou totozné s hodnotami v obr. 33, avS§ak pro nazornost jsou
hodnoty uspofadany tak, aby bylo zfejmé, jaké materidly nabavaji nejvyssi hodnoty
proliferace. Jak je tedy zfejmé z obr. 34, nejvyssi hodnoty absorbance lze pozorovat
u vzorku PLC + 0,4 hm % SNAPs, ackoliv 7. testovaci den doslo k naopak k ubytku

bunék, coz je mozné vysvétlit rychlym uvolnénim SNAPsu do vnéjsiho prostiedi.
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Vyhodnoceni metabolického MTT testu (bunécna linie
CASCM)
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Obr. 34 Hodnoty absorbance testovanych materiali métenych po 4.,7. a 14. dnu bunééné
kultivace. Hodnota absorbance je vypoc¢itana jako rozdil hodnot pii 570 a 650 nm po odecteni
pramérné hodnoty absorbance od negativnich kontrol — materialové rozdéleni.

11.1.6 Vyhodnoceni metody Griess Assay

I v tomto ptipad¢ byly pfipraveny vzorky testovaného materidlu o hmotnosti
0,0500 g, které byly vloZzeny do plastovych zkumavek. Celkové byly vytvofeny
dvé sady vzorkl. Do prvni sady vzorku (5 vzorkl z kazdého testovaného materialu) byl
aplikovan fostatovy pufr (PBS) o objemu 4 ml a pH 7,4. Do druhé sady vzorka (rovnéz
5 vzorkl z kazdého testovaného materialu) byla aplikovana destilovana voda o objemu
4 ml a pH 7. Vzorky byly uloZeny do inkubatoru, kde byla udrZzovéana konstantni teplota
037°C. Pouplynuti inkuba¢ni doby tedy 1 dnu, byly vzorky pifesunuty
do jiné zkumavky naplnéné stejnym roztokem, ve kterém byly pfed tim testovany.
Tento postup byl stejny i v dalSich urenych testovacich dnech, coz byl den tfeti a den

sedmy. Z testovanych roztokl byly odebrany vzorky o objemu 100 pul a byly aplikovany
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do 96 - jamkové desticky. K nim bylo nejprve pfidano 100 pl 17 mM sulfanilamidu a
po pfiblizné tfiminutovém ¢asovém intervalu bylo k jednotlivym testovanym vzorkim
ptidano 100 pul 0,4 mM NEED. Roztoky byly poté spektrofotometricky vyhodnoceny,
avSak bylo nutné  si vytvofit  kalibracni  kiivky. Prvni  kalibraéni  kiivka

byla pro fosfatovy pufr (PBS) o hodnot¢ 495 nm (obr. 35).

Kalibra¢ni kfivka metody Griess Assay PBS (495 nm)
0,4
y = 0,0032x + 0,0121
R>=0,9518
o 03
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=
[72]
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O, T T T T 1
0 25 50 75 100 125
1

Obr. 35 Kalibracni kiivka PBS vypocitana pro hodnotu 495 nm v riznych v nasledujicich
koncentracich dusitanu sodného (1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 uM).

Druhé kalibraéni kiivka byla vytvotfena pro destilovanou vodu o hodnoté 539
nm. Kalibrac¢ni kfivka byla vytvofena stejnym zpiisobem jako kalibra¢ni kiivka pro PBS

(obr. 36).
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5o5 - (539 nm)
’ y=0,0157x + 0,1588
L8 R2 = 0,9993

L35 /
/ == Hodnoty absorbance
0,45 //
0,
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Obr. 36 Kalibracni kiivka destilované vody byla vypocitana pro hodnotu 539 nm v riznych hodnotach
koncentrace dusitanu sodného1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 uM).
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Vyhodnoceni metody Griess Assay
0.7 = PCL + 0hm %
SNAPs(PBS)
0,525 ® PCL + 0,2 hm %
SNAPs(PBS)
PCL + 0,4 hm %
0,35 SNAPs(PBS)
[ = PCL + 0 hm % SNAPs
(dH20)
= PCL + 0,2 hm %
SNAPs (dH20)
PCL + 0,4 hm %
1.den 2.den 3.den SNAPs(dH20)

Absorbance

0,175

(a
H

Obr. 37 Vyhodnoceni metody Griess Assay ve tfech testovacich dnech (1., 2. a 3. den). Vysledky byly
zaznamenany do grafu. Pro polovinu testovanych vzorkl byl pouzit fosfatovy pufr (PBS) a pro druhou
polovinu byla vyuzita destilovana voda

I v tomto piipad€é byla metoda Griess Assay pouzita pro zjisténi uvoliiovani
oxidu dusnatého z plandrnich vrstev, které jsou taktéz obohaceny o pfidavek SNAPsu
o koncentracich: 0; 0,2 a 0,4 hm % SNAPs. Material pro tvorbu planarnich vrstev
byl pouzit poly-g-caprolakton. Byla pouzita dvé média prvnim byl roztok PBS,
coz je roztok, jenz ma za ukol simulovat fyziologicky stabilni prostfedi lidského
organismu. Druhym pouzZitym médiem byla destilovand voda, ktera mé neutralni pH
(obr. 37). Nejvyssi hodnota absorbance v 1. den testovani byla v pifipadé¢ PCL + 0,2
hm % (destilovana voda). Jak ukazuje tabulka s primérnymi hodnotami velikosti vlaken
pravé v tomto piipadé je ziejma nejvyssi smérodatnd odchylka v porovnani se zbylymi
hodnotami, coZ poukazuje na nehomogenitu testovaného vldkenného povrchu.
Dalsi vysokou hodnotu absorbance vykazuje material PCL + 0,4 hm % (SNAPs),
ktery nejvice  uvolioval  oxid  dusnaty rovnéZ prvni  testovaci  den,
avsak to bylo pfipisovano nejvyssi koncentraci SNAPsu z testovacich vzorkli. Druhy
testovaci den oba materidly s nejvyS$imi honotami absorbance byly rovnéz
PCL + 0,2 hm % a PCL + 0,4 hm %. Tteti testovaci den byly hodnoty absorbance vSech
materidli téméf vyrovnany, avSak i v tomto piipad€¢ nejvySsi hodnoty absorbance
ze vSech vzorkl opét vykazovaly materidly PLC + 0,2 hm % a PLC + 0,4 hm %. Oba
materidly byly ponofeny v destilované vodé, coz nejspiSe podpoftilo rozklad polymerni
nanovladkenné matrice, protoze alifatické polyestery jsou rozkladany hydrolyticky. Je
tedy zfejmé, ze nejvice oxidu dusnatého je uvolnéno v prabehu prvniho testovaciho dnu

metody Griess Assay.
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11.2 Diskuze vysledkii - Experiment ¢. 2

V Experimentu ¢. 2 probihalo velmi podobné testovani jako v piipadé
Experimentu ¢. 1, avSak byl testovan pouze jeden materidl a o jiné molekulové
hmotnosti a tedy i jiné koncentraci v polymernim roztoku (15 hm % PCL,
M, =45 000 g.mol"). V ptipadé SNAPsu byly testovany pouze koncentrace 0,2 a
0,4 hm %. VSechny tfi vzorky byly testovany pomoci fluorescenéni mikroskopie a
skenovaci elektronové mikroskopie na schopnost bunééné linie (v tomto pfipadé byla
testovana bunécnd linie CASCM) proliferovat na testovanych materidlech. Na vSech
trech materidlech vznikla béhem testovani souvisld bunééna vrstva. Tento poznatek je
zjevny z vyslednych snimkii z fluorescencni mikroskopie a skenovaci elektronové
mikroskopie. Dle metabolického MTT testu vykazuje nejvyssi nariist bunék vzorek €. 3
(15 hm % PCL + 0,4 hm % SNAPs), ktery vSak den sedmy vykazoval drobny tbytek
pravdépodobné zpiisobeny velkym uvoliovanim derivati oxidu dusnatého
a v této koncentraci byl pro buiiky cytotoxicky. Vzorek ¢. 2 (15 hm % PCL + 0,2 hm %
SNAPs) vykazoval vcelku rovnomérny nariist bunécné vrstvy na testovaném vzorku,
avSak az posledni, tedy 14. testovaci den. Hodnoty absorbance 4. a 7. testovaci den
byly pro tento vzorek téméf identické. Divodem mizZe byt vysokd nehomogenita
povrchu a tim padem nejspiSe dochéazelo k neplynulému uvolnovani derivatu oxidu
dusnatého do vnéjSiho prostfedi vzorky a to nejspiSe negativné ovlivnilo rychlost

proliferace bunécné linie testované na vzorku PCL + 0,2 hm % SNAPs.
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12 VLIV STERILIZACE PCL A PLC S OHLEDEM
NA INKORPOROVANY SNAPS

Zasadni otazkou pfi vyvoji a vyrobé cévnich ndhrad v pfipadé, kdy je
do nanovldkenné struktury inkorporovan SNAPs, je postup, jakym pfistupovat
ke sterilizaci. Laboratorn¢ pouZzivanou metodou sterilizace testovanych polymernich
materidlti byla sterilizace pomoci 70 % ethanolu po dobu 30 minut. Avsak tato metoda
sterilizace se nejevi jako nejvhodnéjsi vzhledem k inkorporovanému SNAPsu. I ptes
dikladné omyti testovanych materiali pomoci roztoku PBS (fosfatovy pufr), muze
zbytkové mnozstvi ethanolu negativné¢ ovliviiovat uvolfiovani oxidu dusnatého
z inkorporovaného SNAPsu. Byl tedy zvolen typ testu, kdy byly porovnany dva
materidly. Jeden materidl byl sterilizovan konven¢nim zptsobem, tedy byl ponoien do
70 hm % ethanolu a byl zde ponechan po dobu 30 minut. A déle testovan pomoci MTT
testu, coz mélo za ukol dokdzat, zda zvolend laboratorni metoda sterilizace ovliviiuje
uvoliovani oxidu dusnatého, jehoZ koncentrace méla vliv na viabilitu bun¢k. Druhy
materidl nebyl nijak sterilizovan. Jednalo se o materidly, které byly pouzity
v Experimentu €. 1, tedy PLC a PCL s rtiznou koncentraci SNAPsu (0; 0,2; 0,4 a 0,6
hm %). Néplni pokusu bylo zjist€ni zda sterilizace pomoci 70 hm % EtOH
muze ovliviiovat uvoliiovani oxidu dusnatého. K tomuto pokusu byl pouzit MTT test,
ktery slouzi k urCeni viability bun€k. Pfi pokusu byly pouzity dvé sady vzorka.

Bylo pouzito 8 materidlii po 6 vzorcich (uvedeno nizZe).

Sada €. 1 byla vysterilizovana 70 hm % ethanolem po dobu trvani 30 minut.
Po vysterilizovani byla na te tované vzorky nasazena bunécné linie HUVEC (Human
umbilical vein endothelial cells, Lonza), ktera byla kultivovana v médiu ureném

pro endotelové bunky (EBM-2).

Sada ¢. 2 nebyla Zadnym zplsobem vysterilizovdna. Na zkoumané vzorky
byla nasazena rovnéZz bunécéna linie HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells,
Lonza), ktera byla kultivovdna v médiu uréeném pro endotelové bunky (EBM-2).
Pouziti jedné sady vysterilizované 70 hm % EtOH po dobu 30 minut a jedné sady
bez sterilizace prob¢hlo z divodu mozného negativniho ovlivnéni viability bunék
rezidualnim mnozstvi ethanolu. Vzorky byly povazovany za cytotoxické pokud viabilita

bunek po uplynuti inkubaéni doby klesne pod 70 %. Procentualni vyhodnoceni prob&hlo
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tak, Ze materidl, ktery nevykazoval cytotoxické ucinky, byl ohodnocen 100 %.
Jedna se o materialy, které neobsahuji SNAPs ve své struktufe a z predeslych
laboratornich zkusenosti je znamo, ze materidly PCL a PLC bez jinych aditiv nejsou
cytotoxické. Vysledky byly graficky zpracovany, kde byla vypsana hodnota absorbance,
ktera byla uréena pomoci MTT testu a procentualni viabilitu buné€k, kterd se vztahuje

k materialu, ktery neni cytotoxicky.

12.1 Sada ¢. 1 - MTT test (24 hodin, sterilizace
70 hm % EtOH)

Celkem bylo testovdno 8 materidlii, které byly vysterilizovany v 70 hm %
ethanolu po dobu 30 minut. Poté byly vzorky osazeny buiikami a po uplynuti 24 hodin
byl MTT test vyhodnocen pomoci spektrofotometrie o hodnoté 570 nm (obr. 38).

Absorbance testovanych materialua
(po sterilizaci 70 hm % EtOH)
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Obr. 38 Hodnoty absorbance metabolického MTT testu, které byly naméteny pii vinové délce 570
nm. Testované materialy byly vysterilizovany po dobu 30 minut v 70 hm % EtOH
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Obr. 39 Procentudlni vyjadreni konfluence bun¢k na povrchu testovanych materialt,
které byly vysterilizovany po dobu 30 minut v 70 hm % EtOH

Ze ziskanych vysledkl je patrné, Ze nejvySSi bunééna aktivita byla zaznamendna
pomoci MTT testu v ptipadé materidlu PLC + 0,4 hm % SNAPs. Déle vysoka bunécna
aktivita byla zaznamenana v ptipadé PCL + 0,2 hm % SNAPs (obr. 39).

12.2 Sada ¢. 2 - MTT test (24 hodin, bez sterilizace)

Celkem bylo taktéZz testovano 8 materidll, které nebyly Zzadnym zplsobem
sterilizovany. Vzorky byly osdzeny buiikécnou linii HUVEC a po uplynuti inkuaéni
doby 24 hodin byly vzorky vyhodnoceny pomoci spektrofotometrie o absorbanci

570 nm (obr. 40).

Pro objektivni posouzeni bylo nutné testovat vzorky, které nebyly zaddnym
zpusobem sterilizovany. Testovani probihalo stejnym zplisobem, jako v predeSlém
piipad€. AvSak bez jakékoliv sterilizace. NejvEtsi nariist bunécné aktivity je ziejmy
rovnéz v piipad¢ vzorku PLC + 0,2 hm % SNAPsu. Naopak vzorek PCL + 0,6 hm %
SNAPsu je cytotoxicky, protoze bunécné aktivita v jeho piipad¢ klesla na 61 %. Pokud

bunécna aktivita klesne pod 70 %, vzorek 1ze povaZovat za cytotoxicky (obr. 41).
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Absorbance testovanych materiali
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Obr. 40 Hodnoty absorbance MTT testu buné¢né aktivity na povrchu testovanych materiald,
které byly osazeny bunécnou linit HUVEC a nebyly zddnym zptisobem sterilizovany.
Hodnoty absorbance byly naméfeny piti vinové délce 570 nm
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Obr. 41 Grafické vyjadreni procentudlni konfluence bun¢k na povrchu testovanych scaffolda
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Ze ziskanych hodnot a nasledného grafického zpracovani (obr. 38-41) je zfejmé,
ze sterilizace vzorkl, které uvoliuji oxid dusnaty, méa vliv na uvoliiovani oxidu
dusnatého do vnéjsiho prostiedi, nikoliv v§ak na bunéfou aktivitu testovanych bungk.
Lze tak usuzovat z faktu, ze vzorek PCL + 0,6 hm %, ktery nebyl vysterilizovany,
pusobil cytotoxicky na testované bunky, ackoliv hodnota smérodatné¢ odchylky je
vysoka, coz muze znacit chybu zpisobenou v pribéhu testovaciho procesu. Naopak
identicky vzorek, ale vysterilizovany pomoci 70 hm % EtOH po dobu 30 minut
nevykazoval tak nizky bunéény nartist. Z toho faktu Ize usuzovat, Ze sterilizace pomoci
70 hm % EtOH ovliviluje uvoliiovani oxidu dusnatého z nanovlakenné struktury.
Hodnoty absorbance namétfené u materiald, které byly vysterilizovany pomoci 70 hm %
EtOH nabyvaji men$ich hodnot, nez 1i hodnoty absorbance naméiené¢ u materiald,

které nebyly zddnym zplsobem sterilizovany.
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ZAVER

Diplomové prace byla zamétfena na hledani moznych vyuziti donoru oxidu
dusnatého pifi vyvoji umélych cévnich nahrad za pouziti nanovldkennych struktur
vytvofenych z biodegradabilnich a biokompatibilnich materiald. Pro realizaci této prace
byly zvoleny materidly, které se jiz dfive ukazaly jako velmi vhodné a které Ize pouzit
k tvorbé implantati ¢i scaffoldi. Mezi pouzité polymery patfili poly-g-kaprolakton
(PCL) a kopolymer kyseliny poly-L-mlé¢né a poly-e-caprolaktonu v riznych pomérech
(PURASORB, PLC). Donorem oxidu dusnat¢tho byl zvolen tzv. SNAP
(S-Nitroso-N-acetylpenicillinamine). Cilem této diplomové prace bylo analyzovat rizné

koncentrace SNAPsu v riznych roztokti polymerd.

Prace se opirala o teoreticko-resersni zaklad, jenz obsahuje poznatky velmi uzce
souvisejici s feSenou problematikou jako napf. vliv oxidu dusnatého na fungovani
lidského organismu, umélé cévni ndhrady ¢i alifatickymi polyestery. Experimentalni

¢ast diplomové prace je rozdélen na dva experimety.

V Experimentu ¢. 1 byla nejprve zkouména otadzka, zda piidavek SNAPsu
ovlivni kvalitu elektrostatického zvlaknovani a do jaké miry. Z naméfenych hodnot
(tab.2 a 3) lze vycist, Ze SNAPs pfitomny v polymernim roztoku zvySuje primeér
vlaken u testovaného materidlu PCL. Elektrostaticky zvlaknény PLC obsahoval mnoho
defekt, které vznikly pii procesu zvlaknovani, a proto povrch jednotlivych materialt
nebyl homogenni, coZz je zfejmé i ze snimkil, které byly ziskdny pomoci SEM a
fluorescenéni mikroskopie. Déle je toto tvrzeni potvrzeno pomoci negativnich kontrol,
které byly soucasti metabolického MTT testu, jehoz vysledky jsou pravé ovlivnény
nehomogennim povrchem testovanych materidlti. Praveé z diivodu prudkého uvoliovani
oxidu dusnatého byl z dalSiho experimentu vyloucen material PLC, ktery je ve vysSich
davkach cytotoxicky pro buiiky, jak ndm potvrdil vyzkum v kapitole 12. Metoda Griess
Assay ukazuje schopnost materialu uvoliiovat oxid dusnaty. Varianty PCL + 0,4 hm %,
PCL + 0,6 hm %, PLC + 0,4 hm % a PLC + 0,6 hm % uvoliuji derivati oxidu
dusnatého nejvice, coz je zpiisobeno vyssi koncentraci SNAPsu ve strukturach
polymeru. Nejvice idedlnim materialem pro tvorbu maloprimérové cévni nahrady je

PCL + 0,2 hm % SNAPsu.
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Experiment ¢. 2 byl velmi podobny Experimentu ¢. 1, pouze s rozdilem
v testovanych materidlech. Testovan byl pouze jeden material, tedy PLC
o koncentracich 0; 0,2 a 0,4 hm % SNAPsu. Testovany material mél niz§i molekulovou
hmotnost a tim padem vysSi koncentraci. Tento material diky niz§i molekulové
hmotnosti netvofil rovnéZz homogenni strukturu, ¢imz bylo ovlivnéno postupné
uvoliovani derivati oxidu dusnatého. Toto tvrzeni Ize potvrdit vizudlnim porovnanim
ziskanych snimkd ze SEM a fluorescenéni mikroskopie a rovnéz negativni kontrolou,
kterd je soucasti metabolického MTT testu. Nejvetsi bunéénd aktivita je ziejma
u vzorku PCL + 0,4 hm % SNAPs. AvSak dle metody Griess Assay nejvice derivati
oxidu dusnatého uvoliuje vzorek PCL + 0,2 hm % SNAPsu, coz je nejspise zpisobeno
nerovnomérnou strukturou polymerniho materialu. Testované vzorky v tomto
experimentu rovnéz uvoliovaly nejvice oxidu dusnatého v piipadé, kdy testovacim
médiem byla destilovand voda. Divodem je ziejmé fakt, Ze alifatické polyestery

jsou hydrolyticky degradabilni.

Poslednim experimentem bylo zjiSténi, zda sterilizace pomoci 70 hm % EtOH
ovliviluje uvoliiovani oxidu dusnatého. Ze ziskanych hodnot, kdy bunécna aktivita
u nesterilizovanych vzorki je vyssi, lze tvrdit, ze sterilizace pomoci 70 hm % EtOH ma
¢astecny uvolnovani oxidu dusnatého z polymernich struktur. Diivodem tohoto tvrzeni
je fakt, Ze materidl PCL + 0,6 hm % SNAPs, ktery neni vysterelizovany, piisobi na
bunky cytotoxicky, avSak vysterilizovany materidl PCL + 0,6 hm % SNAPs

na testované buniky neplisobi cytotoxicky.

Nejvice idedlnim materidlem pro tvorbu maloprimérovych cévnich nahrad
je PCL (M, = 80 000 g.mol™) + 0,2 hm % SNAPs. Tento polymerni material vytvatel
nejvice pravidelnd vldkna, coz pfiznivé ovliviiovalo plynulé uvoliiovani oxidu

dusnatého. Koncentrace SNAPsu 0,2 hm % nepusobila na buriky cytotoxicky.
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