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ABSTRAKT

Z hlediska struktury jsou polymerni materidly vyrobené pomoci elektrostatického
zvlaknovani velice podobné extracelularni hmoté. Takto vyrobené nanovldkenné vrstvy
tvoii idealni prostiedi pro proliferaci, buné¢nou adhezi nebo jako fizena doprava 1éciv.
Nanovlakenné biodegradabilni polymerni materidly s inkorporovanymi proteiny mohou
celit n¢kolika prekazkam pfi vyuziti jako fizena doprava 1é¢iv pro podporu hojeni ran a
regenerace tkani. V ptipad¢ uvoliiovani inkorporovanych proteinil se u vétSiny materialii
projevuje efekt ,,burst release”, kdy dochazi k uvolnéni vice jak 90 % latek v prvnich 24
hodinach. Tato bakaldiska prace se zabyva fyzikdlni stabilizaci nanovldkennych
materiali vyrobenych z PVA s vysokym stupném hydrolyzy (98 %) zvlaknénych pomoci
stiidavého (AC) elektrického zvlaknovani, kde ve snaze snizit rozpustnost PVA, a tim
padem zvolnit pribéh uvolnovani proteini z nanovlakennych scaffoldl, byla pouzita
metoda sitovani ,,freeze-thaw* (F-T), ktera je zaloZena na posilovani vodikovych mustkt
mezi molekulami PVA. Cilem prace bylo sledovat vliv metody F-T a po¢tu cykld na
uvolnovani inkorporovanych proteinti, na rozpustnost a krystalinitu PVA. Vyrobené PVA
nanovlakenné scaffoldy méli v piipadé ¢istého PVA vétsi primérnou hodnotu priméru
vldken (384 + 120 nm) nez v ptipadé¢ materidlu PVA_TL s inkorporovanymi proteiny
(274 + 74 nm). Jeden cyklus metody F-T byl nastaven na zmrazeni materialu pii -20 °C
na 16 hodin a nasledné rozmrazovani pti +4 °C po dobu 8 hodin. Na zaklad¢ vysledki ze
spektrofotometrie bylo mozné pozorovat trend snizovani rozpustnosti PVA po 24
hodinach pfi pouziti metody F-T 0 11 % po 5 cyklech a 0 12 % po 10 cyklech. Pti
uvoliiovani proteinll bylo naméfeno sniZeni po 24 hodinach o 17 % po 5 cyklech F-T a0

26 % po 10 cyklech F-T.

KLICOVA SLOVA: Elektrostatické zvlakiiovani, Polyvinylalkohol, nanovlakna, riistové

faktory, freeze-thaw, tkanové inzenyrstvi, scaffold



ABSTRACT

In terms of structure, polymeric materials produced by electrospinning are very similar to
extracellular matrix. Nanofibrous layers produced this way form an ideal environment for
proliferation, cell adhesion, or as controlled drug delivery. Nanofibrous biodegradable
polymeric materials with incorporated proteins may face several obstacles when used as
controlled delivery of drugs for support of wound healing and tissue regeneration. In the
case of the release of incorporated proteins, most materials show a “burst release” effect,
during which more than 90 % of substances are released in the first 24 hours. This
bachelor thesis deals with the physical stabilisation of nanofibrous materials made of
PV A with a high degree of hydrolysis (98 %), which are produced by AC electrospinning.
Physical crosslinking method “Freeze-thaw” (F-T), which is based on strengthening
hydrogen bonds in-between PVA molecules, was used to reduce the solubility of PVA
and thus slow down the release of proteins from nanofibrous scaffolds. The aim of this
thesis was to monitor the effect of the F-T method and the number of cycles on the release
of incorporated proteins, on the solubility and crystallinity of PVA. The electrospun PVA
nanofiber scaffolds had a higher average value of fibre diameter (384 = 120 nm) in the
case of pure PVA than in the case of PVA_TL material with incorporated proteins
(274 £ 74 nm). One cycle of the F-T method was set to freeze material at -20 °C for 16
hours and then thawing at +4 °C for 8 hours. Based on the results from spectrophotometry,
it was possible to observe a trend of decreasing solubility of PVA after 24 hours using the
F-T method by 11 % after 5 cycles and by 12 % after 10 cycles. After 24 hours a decrease
by 17 % after 5 cycles and by 26 % after 10 cycles of the F-T method was measured upon

a protein release.

KEYWORDS: Electrospinning, Polyvinyl alcohol, nanofibers, growth factors, freeze-

thaw, tissue engineering, scaffold
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Uvod

Oblast tkanového inzenyrstvi zazila v poslednich desetiletich velky rozvoj. Vzrostl zajem
0 nové postupy a moznosti 1€cby chronicky postizenych tkani. Problémem je neideélni
prostiedi pro proliferaci bun€k v piipadé pouziti dostupnych léCebnych metod, nebo
potencialni negativni odezvou imunitniho systému téla, pokud byl pouzit implantat.
V téchto ptipadech se snazi tkdnové inzenyrstvi vytvofit umelé nanovldkenné scaffoldy,
u kterych by nedochazelo k odmitnuti téla pfijemce. Pro takovéto ucely jsou vedeny
vyzkumy na syntetickych biodegradabilnich polymerech, které l1ze snadno modifikovat
z pohledu jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti v zavislosti na misté jejich vyuziti.
Pti vyuziti funkcionalizovanych materialti proteiny obvykle dochézi k brzkému uvolnéni
navazanych proteini takzvany ,burst release®, ktery lze omezit pomoci snizeni

rozpustnosti vyrobenych materialti pomoci dodate¢ného sitovani.

Cilem této prace je fyzikalni stabilizace vyrobenych PVA nanovlakennych vrstev
s inkorporovanymi proteiny pomoci metody ,,freeze-thaw* (F-T) a vliv poc¢tu cykli
na vyslednou rozpustnost a krystalinitu materidlu véetné vlivu na uvoliiovani proteini.
Teoretickd ¢ast se zaméfuje na Gvod do tkanového inZenyrstvi, na materialy vyuzivané
Vv této oblasti a také na samotnou piipravu nanovldkennych vrstev. Dale jsou uvedeny
rozdilné druhy funkcionalizace materialii s mensi ivodem do problematiky rtstovych
faktorti. Dalsi kapitola se vyslovené zaméfuje na stabilizaci nanovlakennych material
pomoci riznych metod. Experimentalni ¢ast se potom zaobira analyzou pfipravenych
materialt z pohledu morfologie, rozpustnosti PVA, krystalinity PVA vcetné sledovani

uvolnovani inkorporovanych proteinti.
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TEORETICKA CAST

1. Nanovlakenné materialy pro tkanové inZzenyrstvi

1.1. Tkéanové inZzenyrstvi kiize a jeho problematika
Termin tkanové inzenyrstvi (= TE, Tissue Engineering) byl poprvé pouzit roku 1987
na konferenci National Science Foundation. Samotné poc¢atky tkanového inzenyrstvi jsou
datovany do zacatku 90. let, kdy doslo k uznani oboru, jakozto védecké discipliny. Tento
obor kombinuje principy techniky a pfirodnich véd. Cilem TE je navratit plnou funkci
danému orgénu ¢i tkdni za pomoci vytvorenych konstruktl ¢i nosicl, které mohou
obsahovat buiiky samotného pacienta a tim snizit potfebu déarci. Dostupné feSeni
se vetSinou potykaji s negativni reakci lidského imunitniho systému, ¢emuz se TE snazi
predejit. Existuji dvé hlavni strategie, jak pfistupovat k TE. Prvni je transplantace
vypé&stované tkan¢ in vitro, ktera se sklada z umélé matrice obohacené o bunky a ristové
faktory. Druha zahrnuje in situ regeneraci tkan¢ za pomoci kombinace rustovych faktort
a um¢lé matrice, jez maji vyvolat regeneraci tkan¢ pacienta in vivo. (Ratner et al. 2013)
Pro dosazeni idedlniho vysledku je nutné¢ vytvoreni TE ,triddy®, ktera se sklada
z trojrozmérného prostiedi ve formé nosice, odpovidajici buikam a ristovym faktoram.

(Akter et al. 2016)

Jedna z ¢asti tohoto oboru se specializuje na vyvoj a vyrobu potencialnich koznich
substituentl. Pro lepsi porozuméni problematice tkanového inzenyrstvi klize, je dilezité

znat anatomii lidské kuze.

epidermis~< %

mazova
. zlaza
dermis~ -
potni
zlaza

|

Obrdazek 1: Popis rezu lidskou kizi (prevzato z Human skin | anatomy, 2018)
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Kuze predstavuje nejvetsi organ lidského téla, jez je rozdélen do tii hlavnich ¢asti:
epidermis, dermis a hypodermis (= podkozni tkan). Epidermis je vné&jsi ¢ast ktize, v jejimz
slozeni dominuji keratinocyty a melanocyty. Dermis se sklad4 z tvrdé pojivové tkang,
vlasovych folikul, mazovych a potnich zldz. Membrana, jez odd€luje dvé vysSe zminéné
vrstvy obsahuje pfedev§im progenitorové buiky, jejichz funkci je kontinudlni
seberegenerace a diferenciace na keratinocyty. Posledni vrstva je tvofena prevazné tukem
a pojivovou tkani. Kize ma zasadni vyznam v udrzovani celkové homeostazy, ponévadz
musi aktivné reagovat na zmény ve vn¢jSim 1 vnitinim prostiedi. Dosavadni znalosti
o funkcich lidské kiize zahrnuji: termoregulaci téla, ochranu pied UV zéafenim, produkci
vitaminu D, samostatnd regenerace V postizeném misté, senzorické receptory

a polopropustnd mechanicka bariéra. (Wood 2019)

Jednim z cili tkanového inZenyrstvi je vyroba vhodnych nosict (= scaffoldir). Pro tyto
ucely jsou idealni polymerni nanovldkenné nosie. Vysoky pomér plochy a objemu
vlaken, velka porozita, propojenost jednotlivych pori a moznost modifikovat tyto
vlastnosti béhem vyroby téchto nosicl, jsou jedny z vlastnosti, pro¢ se vyuzivaji praveé
polymery pro vyrobu takovychto nosi¢t v TE. Dale je mizeme vyuzit na zapouzdieni
¢i pro pozvolnéjsi uvoliiovani 1é¢iv (Zhang et al. 2017) Na vyrobu nanovlakennych
nosi¢ll se vyuzivd fada dostupnych technologii. Jednou znejvyuZivangjsich
je elektrostatické zvlakiiovani polymernich vlaken, kde vysledné materidly jsou pouZity
pfevazné v regenerativni mediciné zaméfujici se na kosti, kizi a cévy. (Yang et al. 2011)
DalS$i moznosti vyroby nosicti je 3D tisk, u kterého je mozné velice piesné definovat
vysledné fyzikalni vlastnosti nosi¢e. BohuZel se musi potykat s technickymi potiZemi

souvisejicimi s citlivosti Zivych bun¢k béhem procesu biotisku. (Pina et al. 2019)

Proces hojeni lidské kiize zahrnuje n€kolik jednotlivych stupiiti viz Obrazek 2.

KRVACENI ZANET PROLIFERACE  REMODELACE
FIBROBLASTY a— o
PODI\OZ\I\' '
TUK

(EHH ﬁ bﬂ’ _/

Obrdazek 2: Stadia hojeni rany (upraveno, prevzato z Wound Healing & OCT, 2017)
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Prvnim stupném hojeni rany po poskozeni kiize je hemostdza. Nasleduje zanét dané rany,
ktery je nasledné nahrazen proliferaci bun¢k. Béhem proliferace dochazi k tvorbé ECM
(extraceulularni matrix), novych cév a téz tvorbé granula¢ni tkané. Cely proces
je zakonc¢en samotnou remodelaci tkan¢. (Akter et al. 2016) Problém, se kterym se potyka
TE, je u chronickych ran, kdy se proces hojeni zastavi ve zanétlivé fazi. Pfi akutnim
poranénim behem zanétlivé faze dochéazi k odstranéni nekrotické tkan¢ a necistot z rany,
a zaroven dochdazi k aktivaci fibroblastli. Béhem prvnich 72 hodin prakticky vymizi
neutrofily z akutni rany, zatimco u chronické rany jsou pfitomny béhem celého hojivého

procesu. Koneénym vysledkem je pouze prohloubeni zanétu v daném misté. (Menke
et al. 2007)

Kdyz se podivame na vetejn¢ dostupné prostfedky, vétSina z nich se soustiedi na 1écbu
popalenin nebo chronickych poranéni (napt. viedy). Pro zajisténi co nejlepsiho vysledku
je nutné dbat na vek pacienta a téz na misto, kde je kiize poSkozena. Popéleniny jsou
naptiklad spojeny s nadmérnou zanétlivou reakci. Problémy, se kterymi se dosavadni
feSeni potykaji, zahrnuji moznost odmitnuti nahrady imunitnim systém pacienta,
neidealni neinvazivni pfilnuti na ranu, nebo nendvratné ztraty prirozenych funkci kize.

Mezi tyto funkce patii nedokonala regenerace vlasovych kofinkt a zlaz. (Wood 2019)

Dnesni doba nabizi n¢kolik komeréné dostupnych feSeni pro 1é€bu postizeného mista.
Mezi nejpouzivangjsi moznosti, které jsou lidskému télu nejblize, fadime kozni alostép,
xenostép z praseci kiize, kultivované epidermalni autostépy nebo amnion. Kozni alostépy
se ziskavaji od souhlasnych darcti po smrti a jsou uloZzeny zmrazené V tkanovych
bankach. Hlavni nevyhodou je moZnost imunogenniho odmitnuti piijemcem.
Kultivované epidermalni auto$tépy zatéZuje vysoka cena, Spatna GspéSnost piichyceni
a obtiznd manipulace se vzorky. Pacient miize podstoupit autologni transplantaci kize,
kdy se pomoci jednoduchého nastroje odstrani epidermis a vrchni ¢ast dermis. Stép
je nasledné upraven tak, aby se zvétsila plocha. Uskalim tohoto feSeni je opakovany odbér

na stejném misté, poté mize dojit ke zjizveni ¢i opozdéné hojeni. (Akter et al. 2016)

1.2.Polymery pro tkanové inzenyrstvi
Polymery jsou diky svoji vysoké variabilité vhodné pro vyuziti i v oblasti tkanového
inzenyrstvi. Jednim z diivodd, proc¢ se vyuzivaji polymery, je ze vyrobené nanovldkenné

nosi¢e mohou mit diky spravné volbé materidlu velice podobné vlastnosti jako ECM.
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Abychom dosahli podobnych vlastnosti jako ECM, je nutné, aby vyrobené materidly
mély velky povrch na relativné malé ploSe. Spolecné s velkou porozitou materialu
muzeme docilit zajisténi idedlnich podminek pro proliferaci bunék a vymeénu potiebnych
latek (napf. zivin nebo kysliku). Zaroven je dilezité, aby materiél, ze kterého je nosic¢
vyrobeny, byl biokompatibilni. Pfi jeho rozkladu by nemély vznikat cytotoxické
produkty. Proto se vétSinou voli nosice vyrobené ze syntetickych polymert, které dodaji
danému nosi¢i spravné mechanické a fyzikalné-chemické vlastnosti, do nichz jsou

nasledné inkorporovany biologicky aktivni latky. (Asadi et al. 2020)

Déleni polymeri 1ze zalozit na jejich chemickém piivodu, poté je mizeme rozdélit na
syntetické nebo piirodni. Pro tkanové inzenyrstvi jsou dulezité dalsi vlastnosti, mezi které
fadime jejich degradabilitu. Jednou z dal$ich ddlezitych vlastnosti je jejich

biokompatibilita, ktera je rozdé€li na bioinertni, bioaktivni a biotolerantni. (Tomlins 2016)

Syntetické polymery jsou vyjimeéné svoji relativné jednoduchou syntézou ve velkém
méfitku a moznosti modifikace pro ziskani pozadovanych vlastnosti. Samostatné jsou
vSak velice biologicky neaktivni, a proto je vétSinou nutnd inkorporace urcitych
biologicky aktivnich latek. Mezi nejpouzivanéj$i zastupce syntetickych polymera
v oboru mediciny se fadi PLA (kyselina polymlééna), PGA (polyglykolova kyselina),
PCL (polykaprolakton), PEG (polyethylenglykol), PU (polyuretan) a PVA
(polyvinylalkohol) (Romero et al. 2020).

Za ptirodni polymery povazujeme latky, které syntetizuje ptimo lidsky organismus, nebo
jiné zivé organismy, jako jsou bakterie, hmyz, korysi, rostliny ¢i houby. Vétsinou to jsou
proteiny (kolagen, ¢i jeho derivaty Zelatina, elastin, fibrin atd.), nebo polysacharidy
V nesulfatované  form¢  (kyselina  hyaluronovd) nebo  sulfatované  formé
(glykosaminglykany). Velikou vyhodou nanovldkennych nosi¢i vyrobenych piimo
z ptirodnich polymert je jejich vétsi podobnost s ECM neZ u syntetickych polymert
a lepsi bunécna adheze. V kombinaci se syntetickymi polymery zvySuji jejich bioaktivitu,
zaroven tak syntetické zlepSuji mechanické vlastnosti a zvldknitelnost. Dobfte rozlozitelné
polymery v lidském téle se pouzivaji jako pfimé nosice v tkanovém inzenyrstvi. Zatimco
polymery produkované jinymi organismy jsou vétSinou Spatné odbouratelné pro lidské
télo kvili nedostatku specifickych enzymt. Takové polymery jsou vyuzivany spise

na obvazy na rany nebo doruceni 1é¢iv do téla. (Bacakova et al. 2020)
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Tabulka 1: Vyuzivané polymery v tkaniovem inzenyrstvi

Polymer

Charakteristika

Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) se vyznacéuje svoji nizkou
teplotou tani 60 °C a velice nizkou rychlosti
degradace v lidském organismu. Jelikoz je PCL
velice hydrofobni, nema bioaktivni povrch a ani
neobsahuje adhezni faktory, neni tak nevhodny pro
samotnou regenerativni medicinu. Mlzeme vSak
jeho velkou stabilitu v lidském téle vyuzit pro
zlepseni vlastnosti pfirodnich polymert. Diky své
cen¢, viskoelasticité a velmi dobré kompatibilite se
smesi je atraktivni pro 3D tisk. (Borkar et al. 2021)

Kyselina polyglykolova
0]

0
H OH

Kyselina polyglykolova (PGA) ma velice
podobnou chemickou strukturu jako PLA, ale je
daleko vice hydrofilni, tudiz podstupuje relativné
rychlé degradaci in vivo. Vyuziva se predevsim na
tvorbu nanovldkennych nosic. PGA se pfevazné
vyrabi zropnych zdroji, ztoho diivodu je cena
vy$s§i nez u PLA. Velkym zlomem pro §irs$i vyuziti
PGA by mohl byt ptechod na vyrobu PGA
Z odpadnich plyni z uhelnych chemickych zavodi.
(Jem a Tan 2020)

Kyselina polymlécna (PLA)

O\
O

Kyselina polymlécna (PLA) patii do skupiny
alifatickych  polyesteri. Vznikd  pfimou
kondenzacni polymerizaci kyseliny mlé¢né, nebo
polymerizaci  otevieného kruhu cyklického
laktidového dimeru. Suroviny, ze kterych jsou tyto
polymery vyrabény, jsou z ekologicky Setrnych
materialt, jako naptiklad cukrova titina, nebo
kukuficny Skrob. PLA je jednim znejvice
pouzivanych polymerti pro aplikace v medicing,
diky svym netoxickym vedlej$im produktim, ale
také diky své biokompatibilité, snadnosti
zpracovani, mechanickym a  fyzikdlnim
vlastnostem (vysoka pevnost). (Nofar et al. 2019)
Degradace PLA mize v lidském tcle zplsobit
zangtlivou reakci, tudiZ byla zkouména potencialni
inkorporace keramiky pro negovani této vlastnosti.
(Alizadeh-Osgouei et al. 2019)

Polyuretany (PU)

Q K Q HH
OOt

H H H H H

Polyuretany (PU) jsou velice ¢asto vyuzivany v
medicin€ pro své mechanické vlastnosti, stabilitu
a biokompatibilitu. Pravé diky vysoké stabilité,
odolnosti proti tinavé, biokompatibilité a inertnosti
S lidskym organismem jsou vyuzivany ptevazné
Vv kardiostimulatorech, cévnich stépech a umelych
srde¢nich chlopnich. (Ratner et al. 2013)
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Polyvinylalkohol (PVA) patii mezi vodorozpustné
Polyvinylalkohol (PVA) polymery. Diky svym fyzikélné-chemickym
vlastnostem je Tfazen mezi nejvyuzivané]si
polymery V komer¢nich, primyslovych
a lékarskych aplikacich. (Ben Halima 2016) Mezi
HO Casté medicinské aplikace patii kontaktni Cocky,
n umélé organy, obvazy na rdny nebo systémy pro
cilenou dopravu Ié¢iv. (Kamoun et al. 2015)
Polyethylenglykol (PEG) je hydrofilni synteticky
polymer, ktery je vyuzivan v materidlech, jez
mohou rozlozit pouze specificky uréené enzymy
Polyethylenglykol (PEG) takzvané MMP (matrixové metaloproteazy). Tyto
kopolymery jsou slozeny z polyethylenglykolu

O /H a oligopeptidi. Podobnému enzymatickému

H O rozkladu podléhaji piirozené slozky ECM, jako
y y J

n napiiklad kolagen. Vzniklé blokové kopolymery

jsou zesitény za vzniku hydrogelovych siti, které
mohou byt rozlozeny bunécné vylou¢enymi MMP.
(Guo a Ma 2014)

1.2.1. Polymery rozpustné ve vodé
Polymery rozpustné ve vod¢ vytvareji hydrogely, coz jsou zesiténé hydrofilni polymery,
které maji schopnost absorbovat velké mnozstvi vody bez rozpusténi. Vzniklé hydrogely
sdili nékteré strukturni vlastnosti s mékkou tkani, diky ¢emuz se hodi pro vyuziti v TE.
(Guo a Ma 2014) Nasledn¢ bych se rad podrobnéji vénoval jednotlivym zastupctim jak
pfirodnich polymert rozpustnych ve vodg, tak i syntetickym polymertim, na které je tato

prace zamétena.

Kolagen

Kolagen se fadi mezi nejrozsifenéjsi bilkoviny v lidském téle. Zaujima funkci fyzické
podpory v ECM, ktera reguluje jak bunééné chovani, tak tkanové funkce. Samovolné
tvofi strukturu trojitych Sroubovicovych vldken, které se samy shromazd'uji
do makromolekularnich vldken. Tento proces samovolné¢ho skladani se fadi mezi
entropicky fizeny termorezistentni proces, ktery lze vyuzit pro tvorbu hydrogell pii
fyziologickém pH a teploté. (Hogan a Mikos 2020) Kolagen se ¢asto vyuziva pro vyrobu
nanovlakennych scaffoldt pro TE, avsak tyto nosi¢e jsou obvykle mechanicky slabé,
proto je nutné upravit materidl zesitovanim ¢i smichanim se syntetickymi polymery.
Sitovani lze provést bézné pouzivanou latkou jako je glutaraldehyd, bohuzel timto

zvySujeme riziko cytotoxicity scaffoldu. Mezi lepSi volbu sitovaciho ¢inidla patii
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kvartérni amonny organosilan, ktery zlepsuje i schopnost elektrostatického zvldknovani
tim, ze snizuje povrchové napéti. Mezi nejpouzivanéjsi syntetické polymery pro zlepseni
mechanickych vlastnosti kolagenu se fadi zejména PCL a dale PLA, PLGA. (Bacakova
et al. 2020)

Kyselina hyaluronova (HA)

Kyselina hyaluronova je pfirodni linearni polysacharid, ktery patii mezi hlavni slozky
ECM pojivové tkane. Diky své biokompatibilit¢ a biodegradabilité se vyuziva kyselina
hyaluronova i jeji derivaty hojné€ v biomediciné pro hojeni ran a v tkdfiovém inzenyrstvi
pro vyrobu scaffoldd. (Li et al. 2006) Tato kyselina je snadno rozpustna ve vod¢, kde
dochazi k tvorbé gelu. Dale vysoka molekulova hmotnost nativni HA spole¢n¢ se silnou
schopnosti zadrzovat vodu stoji v cesté k elektrostatickému zvlaknovani vodného roztoku
HA. (Kadajji a Betageri 2011) Na zlepSeni vlastnosti pro elektrostatické zvlaknovani
muzeme vyuzit par postupll. Zaprvé misto Cisté vody pouZijeme smeés rozpoustédel
voda/ethanol ¢i voda/dimethylformamid. Déle je velice uzite¢né snizit povrchové napéti.
Nasledné miizeme vyuzit ke zvlaknéni vhodny ve vodé€ rozpustny synteticky polymer

jako naptiklad PVA nebo PEO. (Bacakova et al. 2020)

Polyethylenglykol

Polyethylenglykol patii do skupiny syntetickych hydrofilnich polymert, je netoxicky,
biokompatibilni a vykazuje vysokou rozpustnost v organickych rozpoustédlech i ve vodé.
inzenyrstvi. PEG se miZe zaménit s vyrazem polyethylenoxid (PEQO) s identickou
strukturou, ale specifi¢téjsim urenim molekulové hmotnosti vyssi nez 20 000 g/mol.
(Hogan a Mikos 2020) Polyethylenglykol zvySuje chemickou a fyzikalni stabilitu 1é¢iv.
Déle poméha snizovat agregaci Cervenych krvinek, coz ma za pfiinu vyuzivani
kopolymerd PEG v kardiovaskularnich zafizeni jako jsou stenty. (Kadajji a Betageri
2011)

Polyvinylalkohol
Polyvinylalkohol fadime téz do kategorie syntetickych hydrofilnich polymert. Jako jeden
zmala vinylovych polymeri rozpustnych ve vod¢ je biodegradabilni za urcitych

podminek a v pfitomnosti vhodnych mikroorganismt. (Chiellini et al. 2003)
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Polyvinylalkohol  se  pfipravuje  polymeranalogickou  reakci  (hydrolyzou)

polyvinylacetatu, viz Obrazek 3.

[—CH,— CH—] il CH
— —GH— > [— —CH—]
* 7 ™ _cH,COOH U
OCOCH, OH

Obrazek  3:  Hydrolyza  polyvinylacetatu  (prevzato  z Polimeranalogichnyie

prevrascheniya)

Fyzikalni vlastnosti jsou v tizkém vztahu se zptisobem ptipravy. Jedna z charakteristik
PVA je stupen hydrolyzy. Mizeme tedy délit PVA na plné hydrolyzovany se stupném
hydrolyzy vétsim jak 99 % a ¢astetné hydrolyzovany se stupném mezi 80-95% viz
Obrazek 4. (Ben Halima 2016)

(A) B)

CHZ—(IJH CH,— (I?H -CHZ——CIH——
OH OH o)
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Obradzek 4: Ruzné stupné hydrolyzy PVA, plné hydrolyzovany (A4), Ccastecnée
hydrolyzovany (B), prevzato z (Ben Halima 2016)

Polyvinylalkohol je rozpustny ve vysoce polarnich a hydrofilnich rozpoustédlech jako
je voda, dimethylsulfoxid (DMSO) ¢i ethylenglykol. Rozpustnost ve vodé je ovlivnéna
stupném hydrolyzy, stupném polymerace a teplotou roztoku, jelikoz ovliviiuji pocet

vodikovych mustkt. (Kadajji a Betageri 2011)

Diky svym univerzalnim fyzikalné-chemickym vlastnostem, mezi které zahrnujeme
naptiklad viskozitu, pevnost v tahu, pruznost a termostabilitu, nalezneme vyuziti PVA
v fadé primyslovych odvétvi. Mezi hlavni zastupce fadime potravinaisky, chemicky,
farmaceuticky a textilni primysl. Velky rozvoj ve vyuziti ziskal PVA v oblasti tkafiového

inZenyrstvi a biomediciny pro svoji biokompatibilitu a nizkou cytotoxicitu. Jednim
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z ptikladi vyuziti v biomediciné muize byt kompozitni membrana PVA-nanozlato
pouzivana pro svoje antibakterialni ucinky. (Ben Halima 2016) Dalsi velice rozsifenou
formou PV A jsou jeho hydrogely, u kterych lze téz najit vyuziti v biomediciné. Hydrogely
jde ziskat tfemi druhy sitovani. Chemické sitovani je zaloZzené na reakci s chemickymi
latkami jako jsou napiiklad: kyselina borita, formaldehyd nebo glutaraldehyd.
Chemickou cestou lze funkcionalizovat PVA alkylovymi fetézci a ziskat tak hydrofobni
derivat PVA. (Alves et al. 2011) Nevyhodou miize byt potencialni ovlivnéni aktivity
a povahy latek zachycenych v téchto gelech (napf. proteiny, bunky, 1é¢iva) (Kamoun et
al. 2015) Fyzikalni sitovani se pfevazné zamétuje na stiidani zmrazovani a rozmrazovani,
takzvana metoda ,,freeze-thaw®, v pfitomnosti organickych rozpoustédel nebo bez nich.
Tuto metodu poprvé piedstavil v roce 1975 Nikolaos Ath Peppas, kdy nechal zmrazit pii
-20 °C vodny roztok PVA a nasledn¢ ho nechal rozmrazit pii 23 °C. Tteti metodou
sitovani je pomoci zéafeni (napf. UV zéfeni, gama zafeni ¢i elektronovym paprskem)

(Alves et al. 2011)

Vyroba scaffoldd pro tkanové inzenyrstvi probihd vétSinou elektrostatickym
zvlaknovanim. Diky této technice maji vysledna vlakna velky specificky povrch
a porovitost, kterd pomaha bunééné adhezi, proliferaci a diferenciaci. Stale zlstava jedno
omezeni zvlakiovani a tim je nedostateéna 3D struktura s vhodnou velikosti pora. (Asadi

et al. 2020)

1.3.Piiprava materialti pomoci elektrostatick¢ho zvlaknovani
Pocatky elektrostatického zvlaknovani se datuji do 30. let 20. stoleti, kdy si nechal Anton
Formhals patentovat princip elektrostatického zvldknovani roztoku acetatu celuldzy.
Polymerni vlakna vznikala mezi dvéma opacné nabitymi elektrodami, kdy prvni byla
umisténa do roztoku a druhd elektroda na kolektor. Rozdil potencidlli elektrod zavisel
na vlastnostech roztoku, jako je viskozita ¢i molekulovd hmotnost. Vzdalenost mezi
zvlaknovaci tryskou umistnénou v roztoku a kolektorem méla vliv na vlastnosti vzniklych
vldken. Pfili§ kratka vzdalenost méla za pfi¢inu nedostatecné vypareni rozpoustédla

a vlakna se na sebe lepila. (Huang et al. 2003)

Pomoci elektrostatického zvlaknovani jsou produkovana vldkna, 0 priméru mensim jak
1 pum. Tato technika ziskala velkou popularitu v oblasti vyroby nanovldkennych

scaffoldi. Takto vyrobené materidly nachazeji velky Uspéch v tkdnovém inzenyrstvi
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a dodavani 1éCiv. Mezi vlastnosti, které Cini tyto materialy vhodné, fadime naptiklad
vysoky pomér povrchu k objemu. (Huang et al. 2015) Zakladnim principem je zafizeni
skladajici se z: kapilarni trubice s jehlou ¢i pipetou (1), zdroj vysokého napéti (2)
a kolektor (3) viz Obrazek 5. Polymerni roztok je vytlaCovan skrze injekéni pumpu
do jehly. Kapilarni trubice a kolektor jsou piipojeny ke zdroji vysokého napéti. Az
po pfivedeni kritického napéti, které piekond povrchové napéti kapky, dochézi
k vytvofeni konického vyénélku, takzvaného ,,Taylorova kuzelu“. Z kuzele vychazi
stabilni ¢ast trysky pouze n¢kolik centimetrd, poté dochazi K tvorbé samotnych
nanovladken ve zvlaknovacim prostoru. Pied dosazenim kolektoru dochézi k odpaieni

rozpoustédla, tim padem dopadaji polymerni vlakna. (Schiffman a Schauer 2008)

ﬁ_l_u_u.p-

Obrazek 5: Zarizeni pro elektrostatické zvldknovani prevzato z (Schiffman a Schauer
2008)

1.3.1. DC electrospinning
Elektrostatické zvlakiiovani pomoci stejnosmérného proudu je daleko rozsifengjsi.
Dochézi k aplikaci statického stejnosmérného vysokého napéti na zvlaknovaci trysku.
Distribuce nabitych molekul a typ naboje na povrchu trysky jsou ovlivnény polaritou
dodavaného napéti, které mutize byt kladné ¢i zaporné. Vyssi napéti obvykle iniciuje vznik
tencich vlaken. (Xue et al. 2019)

1.3.2. AC electrospinning
Az v poslednim desetileti ziskalo elektrostatické zvlakiiovani pomoci stiidavého proudu
vétsi pozornost. Difve se zaméfovalo predevSim na zvlaknovani z jehly za nizSich hodnot
napéti (mezi 5kV az 10 kV). Dnes vime, ze kombinace bezjehlové zvlaknovaci elektrody

spolecné se zdrojem stiidavého napéti dokaze vygenerovat husty oblak nanovlaken pfi
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napéti nad 30 kV. Pozd¢ji se ukazalo, ze materialy ptipravené touto cestou, jsou vhodné
pro aplikace v biomedicing, textilnim primyslu a filtraci. (Valtera et al. 2019) Tvorba
trysek u AC electrospinningu je zptsobena rozdilnym elektrickym nabojem vlaken
vzniklych v jedné ptlving signalu. Tato interakce nové vznikajicich vldken je hnaci silou
nanovldkenného rukévu do vzdélenosti cca 3 cm, kde néasledny pohyb je fizen podle
elektrického vétru do vzdalenosti 30 cm, kde musi byt vzniklé nanovlakna zachycena.

(Pokorny et al. 2014)

Obrdzek 6: Nandkenny &v z AC electrospinningu prevzato z (Valtera et al. 2019)

Velky rozdil oproti klasickému zvlaknovani je eliminace nestability trysky béhem
zvladknovani. Vldkna se formuji, a poté putuji rovnou ke kolektoru, ktery neni pod
napétim. Jednim z moZnych vysvétleni tohoto chovani je fakt, ze pii pouziti stiidavého
napéti, dochazi ke snizeni ndboje ve vlakné. Tim padem dojde k redukci elektrostatickych
sil vytvarejicich nestabilitu vlakna. (Kessick et al. 2004) Existuje urcitd zavislost
vysledné morfologie vlaken na jednotlivych zvldknovacich parametrech, mezi které patii
vzdalenost od kolektoru, velikost pouzitého napéti véetné koncentrace zvlakinovaného
roztoku. Primér vlaken se zmenSuje srostouci koncentraci polymerniho roztoku
a Srostoucim pouzitym napétim. Zatimco pii oddalovani kolektoru dochéazelo

ke zvySovani praméra vyrobenych vlaken. (Supaphol a Chuangchote 2008)
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2. Funkcionalizace nanovldkennych materiali

Funkcionalizace nanovlakennych scaffoldi miize probihat nékolika zptisoby. Mezi jedno
z dostupnych feseni je fyzikalni a chemicka Gprava povrchu jiz zvlaknénych materiali.
Obvykle jsou touto cestou navazany bioaktivni molekuly nebo buitkami rozpoznatelné
ligandy. Nasledujicim zptisobem je samotné zvlakniovani roztoku, ktery obsahuje G¢inné
latky jiz pied zvlaknénim. (Yoo et al. 2009) Dalsi moznosti je ptimé zvlaknovani pomoci
koaxialni dvoukapilarni trysky, kdy ziskame vldkna typu jadro-plast. Uvnitt vlaken
mohou byt umistény téz biologicky aktivni molekuly, nebo déale enzymy ¢i rastové

faktory. (Cui et al. 2010) Celkovy piehled vSech metod mizeme vidét na Obrazku 7 nize.

(a) Surface modification (b) Blending (c) Coaxial (d) Emulsion
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Obrazek 1: Jednotlivé metody funkcionalizace, (A) povrchova uprava, (B) zvlaknovani ze

smesi, (C) koaxidalni zvlaknovani, (D) emulzni zvldknovani, prevzato z (Zhang et al. 2017)

Povrchova uprava

Prvni metodou je povrchova uprava, kterd by se dala dale rozd¢lit podle ptisobicich latek
na fyzikalni a chemickou cestu. Ob¢ Upravy se zaméfuji na zménu povrchu pomoci
adsorpce ¢i vlivem kovalentni vazby, coz mlze mit za nasledek napiiklad zménu
smacivosti a reaktivity materialu nebo ke zmén¢ jeho vlastnosti. Povrch obvykle
modifikujeme bioaktivnimi molekulami (napf. nukleové kyseliny, rastové faktory
¢i sacharidy), u kterych by mohlo dojit k nekontrolovatelné disperzi ¢i deaktivaci béhem

procesu zvlaknovani. (Zhang et al. 2017) Podstata chemické metody se skryva v ¢astecné
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povrchové hydrolyze. U biodegradabilnich polymernich scaffoldl je dulezité si davat
pozor na dobu hydrolyzy a koncentraci hydrolyzacnich ¢inidel, pro optimalni produkci
funkcnich skupin na povrchu bez ovlivnéni celkové vlastnosti vlakenného nosice.
Vybrané biomolekuly se poté navazuji na upraveny povrch pomoci silnych kovalentni
vazeb. Jedna z fyzikalnich cest se zaméfuje na plazmové oSetieni pomoci kysliku,
amoniaku ¢i vzduchu, které iniciuje vznik karboxylovych ¢i aminovych skupin.
Na takovyto povrch je mozné navazat celou fadu proteinovych slozek jako naptiklad
zelatina, kolagen ¢i fibronektin. Limit této metody spociva v omezené hloubce priniku
plazmy, tudiz nelze efektivné modifikovat povrch vice do hloubky. Daleko jednodussi
fyzikélni cestou je adsorpce léCiva pfimo na nanovlakenny scaffold, kde se vyuziva
vodikovych mustkil ¢i van der Waalsovych sil. Jednim z pfikladii navazani ptes vysokou
afinitu nabizi heparin ve spojeni S riznymi rustovymi faktory, kdy dochdzi k zachovéni

biologické aktivity rastovych faktord. (Yoo et al. 2009)

Blend electrospinning

Dalsi volbou funkcionalizace nanovldkennych scaffoldii je zvladkiiovani ze smési
takzvany ,,blend electrospinning®, kdy dochazi k inkorporaci bioaktivni latky pfimo
do polymerniho roztoku a nasledn¢ do samotnych nanovlaken. Ziskame tak homogenné
rozloZené 1écivo V celé plose nanovldkenného scaffoldu. Fyzikaln¢ chemické vlastnosti
polymeru a jeho interakce s 1é¢ivem urcuje ucinnost inkorporace, distribuci uvniti vlaken
a samotnou kinetiku uvolnovani. Pii volbé polymeru je tedy nutné hledét na polaritu
polymeru i 1é¢iva. JelikoZ michanim polarniho polymeru s nepolarnim proteinem mize
vést k nerovnomérné distribuci 1é¢iva v celém roztoku nebo k migraci 1é¢iva smérem
k povrchu vlaken. Pokud je pouzit polymer s odlisnymi fyzikalnimi vlastnostmi, mizeme
vyuzit povrchové aktivnich latek pro funkcionalizaci, nebo vyuzijeme zabudovani 1éCiv
do nanocastic pro vytvoieni fyzické bariéry mezi 1éCivem a polymerem. (Zhang et al.
2017) Zvlaknovani ze smési se vetSinou pouziva pro antibiotika, cytostatika
molekul. Problém nastavd pfi inkorporaci proteinti kvili podminkdm samotného
zvlaknovani, kdy ¢asto dochézi ke snizeni bioaktivity doddvanych 1é¢iv na bazi proteint.
Stejnym problémiim se sniZzenou aktivitou ¢eli proteiny pii pouZiti povrchové aktivnich

latek. (Buzgo et al. 2018)
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Koaxialni zvlakinovani

Koaxialni zvlaknovani je zaloZzeno na zvlaknovani z dvoukapilarni trysky. Vysledna
vlakna jsou tvofena polymernim obalem, jez je obvykle tvoien syntetickym polymerem,
a jadrem, ve kterém se nachazi polymerni roztok s rozpusSténou bioaktivni latkou (napf.
antibiotika ¢i antioxidanty). Polymerni obal slouzi k ochran¢ biomolekuly pied vlivem
vnéj$imi vlivy, ¢imz zachovava jeji bioaktivitu. Tento pfistup uspél v dosazeni fizeného
a lokalniho uvoliiovani v ¢asové stanoveném intervalu. (Zhang et al. 2017) Koaxialni
zvlakinovani ma ovSem 1 své nevyhody. Rychlost vyroby je omezena parametry
zpracovani, mezi které patfi viskozita a elektrickd vodivost roztokli nebo jednotlivé
rychlosti toku vnéjsiho a vnitiniho roztoku. (McClellan a Landis 2016) Dale miize tento
proces vést k vlakniim s rozdilnymi vlastnostmi napfi¢ vrstvou vyrobeného scafffoldu.
Kompatibilita pro jednotlivé slozky jadra a obalu musi byt optimalizovdna pro rizné
aktivni molekuly, coz mize mit za nésledek tvorbu defektt u vysledného materidlu.

(Buzgo et al. 2018)

Emulzni zvidknovani

Podobnou metodou koaxialnimu zvlaknovani je emulzni s tim rozdilem, Ze neni potieba
pouziti dvou trysek, ale pouze jedné. (Yarin 2011) Pfed samotnym elektrostatickym
zvlaknovanim je do polymerniho roztoku dispergovan jiny polymerni roztok, ve kterém
jsou rozpustena léciva. Uvoliovani 1é¢iva z takto vyrobenych vlaken se pohybuje fadove
mezi nekolika dny az desitky dni, jelikoz polymerni obal mtize ptisobit jako bariéra pro
difizi zapouzdieného 1éciva. Oproti zvldkinovani ze smési nevyZaduje emulzni

zvlaknovani spoleéné rozpoustédlo pro 1é¢ivo a pro polymer. (Zhang et al. 2017)

2.1. Biologicky aktivni latky pro hojeni koznich ran
Proces hojeni pokozky se sklada z n¢kolika fazi, které zahrnuji komplexni interakce mezi
bunkami. Zaclenénim bioaktivnich molekul pfimo do nanovlakennych scaffoldli mtizeme
zlepsit tento proces diky fizenému a cilenému uvoliiovani v misté rany. Mezi tyto
biologicky aktivni latky fadime vitaminy, protizanétlivé latky a ristové faktory. Daéle
je nutné piedchazet Skodlivym ucinkiim mikroorganismi, které mohou mit za nasledek
zhorSeni procesu hojeni. Inkorporaci antibiotik, nano€astic stfibra, rostlinnych vytazka
¢i éterickych oleji mizeme zvysit antibakterialni potencidl nanovldkennych scaffoldi.

Biologicky aktivni latky mohou byt inkorporovany riznymi zplsoby viz Kap. 1.1.
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Nejcastéji se pro 1é¢iva a biologicky aktivni latky vyuziva ,blend electrospinning®.

(Miguel et al. 2019)

2.1.1. Ristové faktory

Rustové faktory (,,growth factors®, GFs) se fadi do skupiny proteint, které iniciuji a fidi
proliferaci, migraci a diferenciaci bun¢k. (Zhang et al. 2017) VSechny faze hojeni ran jsou
fizeny riznymi GFs a cytokiny. Do skupiny ristovych faktord, které ovliviiuji tvorbu
granulacni tkan¢, patii hlavné epidermalni rustovy faktor (EGF), destiCkovy rlstovy
faktor (PDGF), transformujici rastovy faktor B (TGF-B), fibroblastovy rtstovy faktor
(FGF), vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEFG). Rozhodujici roli pfi zénétlivé
reakci hraji PDGF a TGF- B, zatimco podporu angiogeneze tvoii EGF, VEGF (Miguel et
al. 2019)

Ristové faktory hraji kli¢ovou roli v pfenosu informaci mezi buitkami a jejim prostfedim
(ECM), béhem procesu hojeni ran a regenerace tkani. Jejich mechanismus uc¢inku se 1isi
Vv zavislosti koncentraci, dobé vystaveni a fenotypu cilovych bunék. GFs iniciuji akci
navazani na specifické membranové receptory na povrchu cilovych bunék, tim padem
moduluji funkci bunék pfimymi fyzickymi interakcemi. Receptory nésledné prenaseji
sekundarni signaly, které ovliviiuji funkci bunék. (Chen et al. 2010). Granuly trombocyta
jsou bohaté na rustové faktory, které z nich miizeme dostat v aktivni formé&. (Frei et al.
2008) Mezi rizika pii inkorporaci ristovych faktorti do nanovlakennych scaffoldd patii
potencialni ztrata jejich bioaktivity. (Zhang et al. 2017) Tato prace se zaméfuje
na inkorporaci rustovych faktort ziskanych z trombocyti, které se vyskytuji v krevnich

destickach.

3. Stabilizace nanovlakennych materiala

Biomedicinské vyuziti nanovlakennych materiald pozaduje fadu dilezitych vlastnosti,
mezi které fadime biokompatibilitu a absorbovatelnost. Velkou vyhodou pfi
inkorporaci biologickych latek je pouziti vodorozpustnych polymert pro zamezeni ztraty
bioaktivity inkorporovanych latek. (Asadi et al. 2020) Nasledn¢ je ale ¢asto nutna uprava
téchto materidll, aby se nerozpou$tély moc rychle za fyziologickych podminek
a nedochézelo k pfili§ rychlému uvolnovani inkorporovanych latek. K tomuto ucelu

slouzi rizné druhy sitovani. (Hennink a van Nostrum 2012)
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3.1. Chemické sitovani
Chemické sitovani se vyuziva piedev§im pro zvyseni pevnosti, tepelné stability a snizeni
rozpustnosti polymernich materialii vyrobenych z linearnich fetézct. (Bermejo a Ugarte
2009) K takovému sitovani se vyuzivaji chemické latky, jez maji dvé stejné funkéni
skupiny, mezi které patii napiiklad glutaraldehyd (Obr. 8) nebo kyselina borita. Tato
metoda neni pfiliS vhodnd pro vyuziti v tkdnovém inzenyrstvi z divodu moznych
cytotoxickych ucinka zbytku sitovaciho ¢inidla nebo ztrata bioaktivity obsazené latky

ve scaffoldu. (Bajpai a Saini 2005)
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Obrdazek 8: Sitovaci reakce mezi PVA a glutaraldehydem prevzato z (Yan et al. 2015)

Avsak pti pouziti glutaraldehydu v parni fazi jevi mensi nebo dokonce zadné cytotoxické
ucinky. Pro tento postup je nutné upravit zvldkilovaci roztok pomoci kyseliny
chlorovodikové na pH o hodnoté 3. Timto zptisobem zesitovany nanovlakenny scaffold
po funckionalizaci stfibrem vykazuje vysoky potencidl pro zachyceni a zahubeni
patogennich bakterii. (Destaye et al. 2013) Chemicky sitované PVA materialy
se pouzivaji dale naptiklad ve formé elektrolytickych membran v palivovych ¢lancich.

(Roy et al. 2017)

3.2.Fyzikalni sitovani
Vyhodou fyzikalniho sitovani oproti sitovani pomoci chemickych ¢inidel je velice nizka
toxicita takto pfipravenych materiald. (Hassan a Peppas 2000) Jeden z moznych zpisobt
zesitovani vyrobenych materialii je pomoci vysokoenergetického ionizujiciho zéafeni

(napft. elektronovy paprsek, gama nebo rentgen zaieni). Mezi vyhody této metody patii
30



moznost regulovat hustotu sité¢ na zaklad¢ pouzité davky zéfeni, dale téZ nevznikaji
nezddouci zbytky ve vyrobenych materidlech. Uskali pii praci s inkorporovanymi
bioaktivnimi latkami v materialech vSak tvofi potencidlni snizeni aktivity téchto latek.
Toto je zptisobeno tvorbou kovalentnich vazeb jak mezi vyrobenym materialem, tak mezi
materialem a inkorporovanymi latkami. (Maitra a Shukla 2014) Dalsi metodou, jak lze
upravit rozpustnost polymert, je plsobenim budto vysoké teploty, nebo vyuziti
zamrazeni a nasledného rozmrazeni takzvana metoda ,,freeze-thaw*. Pisobenim vysoké
teploty pohybujici se kolem 200 °C muze dojit u nékterych polymert ke zvyseni jejich
rozpustnosti. Mezi hlavni nevyhody této metody pro vyuziti v biomediciné patii velka
pravdépodobnost denaturace inkorporovanych biologicky aktivnich latek pti takovychto
teplotach. (Kabiri et al. 2008) Jednou ze SetrnéjSich metod fyzikalniho sitovani pro
inkorporaci biologicky aktivnich latek patii metoda ,.freeze-thaw®, jejiz principem
je ochlazeni materialli na teplotu -20 °C a nasledné rozmrazeni v teploté nad 0 °C, ktera

ma nejmensi vliv na aktivitu inkorporovanych latek. (Hassan a Peppas 2000)

3.2.1. Metoda ,,freeze-thaw*
Utinky metody ,,freeze-thaw* jsou detailné popsany v piipadé PVA hydrogeld. Samotna
metoda ,.freeze-thaw* je zaloZzena na zmrazeni a néasledném rozmrazeni vyrobeného
materialu za cilem snizeni rozpustnosti. V polymernim roztoku pfi ochlazeni pod 0 °C
vznikaji a rostou vodni krystaly, zatimco v kapalné fazi se kumuluje PVA. Dochazi tak
k separaci na Cisté vodni krystaly a podchlazené kapalné PVA mikrodomény. Krystaly
omezeny prostor a vysokd koncentrace PVA podporuji jeho krystalizaci, viz Obréazek 9.

(Daza Agudelo et al. 2018)
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Obrazek 9: Vznik porézniho PVA hydrogelu pomoci metody F-T; 1, makromolekuly

v roztoku; 2, zmrazené rozpoustédlo; 3, kapalnd mikrofize; 4, polymerni sit; 5,

makropory, upraveno a prevzato z (Alves et al. 2011)
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Krystalizace PVA je dale usnadnéna zvySenim stupné hydrolyzy. Pro vyssi stupen
hydrolyzy PVA plati vétSi pravidelnost v molekularni struktuie. Dochdzi ke vzniku
silnych nevazebnych interakci mezi jednotlivymi fetézci PVA diky hydroxylovym
skupinam, mezi kterymi dochazi k tvorbé vodikovych mistka viz Obrazek 10.
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Obrazek 10: Vodikové muistky mezi Fetézci PVA (prevzato z Chemistry Stack Exchange,
2018)

Spole¢né s vodikovymi mistky maji také koncentrace PVA v roztoku a podminky
samotné metody ,,freeze-thaw* velky vliv na vysledné vlastnosti ziskanych materialt.
(Daza Agudelo et al. 2018) Mira fyzikalniho sitovani stoupa se zvySujicim se poctem
cyklt ,,freeze-thaw*. Zaroven s naristajicim poctem vodikovych mustkli mezi fetézci
dochazi ke sniZzeni rozpustnosti PVA. Podle Alves et al. (2011) se pouze 50 %
polymernich fetézcu zacleni do sité hydrogelt po prvnim cyklu F-T, az pti aplikaci Sesti

cykli F-T se dostavame k zaélenéni ptiblizné€ 75 % polymernich fetézc.
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EXPERIMENTALNI CAST

4. Materialy a metody

4.1. Seznam pouZitych chemikalii

V nasledujici jednotlivych tabulkach jsou vypsany vSechny chemikalie a roztoky pouzité

Vv této bakalarské praci.

Tabulka 2: Pouzité chemikdlie

Chemikalie Vyrobce
=~ | PVA Mowiol: 125 000 g / mol . . y
Q ! —
E stupefi hydrolyzy 98 — 98,8 % Sigma — Aldrich, Némecko
= | TRS (Thrombocyte Rich Solution): | Transfiizni odd&leni KNL, Ceska
S [(735-741)- 10°/ ml republika
§ Ethanol 96 % (C2HsOH) Penta, Ceské republika
£ |HPLC Water (dH20) VWR International
= Chlorid sodny (NaCl) Analytika Praha, s.r.o., Ceska republika
% Chlorid draselny (KCl) Analytika Praha, s.r.o., Ceské republika
< Hydrogenfosfore¢nan disodny . % s .
8 i dodekahydrat (NazHPO, - 12H,0) Analytika Praha, s.r.o., Ceskéa republika
S £ | Dihydrogenfosfore¢nan draselny -
S 5 ydrogenfosfore¢nan draselny . . .
o 2 | (KH:POL) Analytika Praha, s.r.0., Ceské republika
@ Azid sodny (NaN3) Sigma — Aldrich, Némecko
= Kyselina chlorovodikova (HCI) Penta, Ceska republika
o pH standardy 4.01; 7.00; 10.01 Hamilton Bonaduz AG, Svycarsko
30% akryl-bisakrylamid mix VWR International, Ceské republika
Amonium persulfat Lach-ner, s.r.o., Ceska republika
Bromfenolovd modf VWR International, Ceska republika
CBB (Coomassie Brilliant Blue) R- Roth, Némecko
w250
2 Glycerol Roth, Némecko
3; Glycin VWR International, Ceska republika
9) Kyselina octova Penta, Ceské republika
g_ Methanol Penta, Ceské republika
> B-mercaptoethanol Roth, Némecko
2 | Precision Plus Protein™ All Blue . .
n'c\‘% Prestained Protein Standards Bio-Rad Laboratories, Inc., USA
SDS (Dodecylsiran sodny) Sigma — Aldrich, Némecko
Tris (2-Amino-2- . “ 1, )
hydroxymethylpropan-1,3-diol) VWR International, Ceskéa republika
TEMED . . y
(Tetramethylethylendiamin) Sigma — Aldrich, Némecko
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BSA (hovézi sérovy albumin) VWR International, Ceska republika

Analyza
proteini

Bradford Reagent Merck KGaA, Némecko

Tabulka 3: Pouzité roztoky

Roztok Chemikalie MnoZstvi
dH20 900 ml
NaCl 8¢
KCI 0,29
Pufr PBS + 0,02%
azidem sodnym (1000 NazHPO4 - 12H,0 3639
ml) KH2PO4 0,249
NaN3 0,29
Upravit pH roztoku pomoci HCI na hodnotu 7,4. Nasledné
doplnit objem vodou do 1000 ml.
dH.0 7,9 ml
30% akryl-bisakrylamid mix 6,7 ml
10% polyakrylamidovy |1,5M Tris (pH 8,8) 5ml
rozdélovaci gel (20 ml) |10% SDS 0,2 mi
10% Amonium persulfat 0,2 mi
TEMED 0,008 mi
dH.0 55 ml
30% akryl-bisakrylamid mix 1,3 mi
5% zaostiovaci gel (8 |1,5M Tris (pH 6,8) 1ml
ml) 10% SDS 0,08 ml
10% Amonium persulfat 0,08 ml
TEMED 0,008 ml
dH20 800 ml
10x SDS-PAGE pufr Trs 109
(1000 ml) SDS. 3039
Glycin 1441 ¢g
Destilovanou vodou doplnit na 1000 ml
dH20 30ml
1,5M Tris (pH 6,8) 10 ml
10% SDS 12 ml
2x SDS-PAGE
vzorkovy pufr (100 ml) Glycerol 30 ml
B-mercaptoethanol 15 ml
Bromfenolova modf 1,8 mg
Destilovanou vodou doplnit na 100 ml
dH20 80 ml
. Methanol 90 ml
CBB baWIEI;OZtOk (200 Kyselina octova 20 ml
CBB R-250 0,59
Destilovanou vodou doplnit na 200 ml




CBE odb ) " dH20 225 ml
odbarvovacl rozto Methanol 225 ml
(500 ml) -

Kyselina octova 50 ml
dH20 21 ml

_ Methanol 22,5 mil

Susict roztok (50 ml) Kyselina octova 5ml

Glycerol 1,5 mi

4.2. Seznam pouzitych ptistroju

Nasledujici tabulky obsahuji vycet pfistroji a programu, které byly vyuzity pii ptipravé

a analyze materialti pouzitych v této bakalafské praci.

Tabulka 4: Pouzité pristroje a programy

Pristroj/program Nazev Vyrobce
Rz_lstrovam elektronovy Vega 3 TESCAN
mikroskop
Laboratorni vahy PA224C OHAUS Corporation
Laboratorni inkubator Q-cell 140/40 Basic POL-LAB

HPLC

pH metr FiveEasy Plus Mettler-Toledo
SDS-PAGE Mini-PROTEAN Bio-Rad Laboratories, Inc.
Centrifuga Z36HK Hermle Labortechnik
Sterilizator AN74i Anprolene

Trepacka Polymax 1040 Heidolph Instruments
Zlatici pfistroj SC7620 Quorum Technologies
Lednice LCv 4010 Liebherr
Hlubokomrazici box Lexicon 1l ESCO

Imaging systém Azure C600 Azure Biosystems, Inc.
Spektrometr Cintra 202 GBC Scientific
Spektrofotometr Spark Tecan

DSC pfistroj DSC 1/700 Mettler Toledo
Chromatograf Dionex UltiMate 3000 Thermo Scientific

Chromatograficka kolona

Supertex 200 Increase

GE Healthcare

Software pro analyzu obrazli | ImageJ Fiji Contributors
Software pro tvorbu grafii, | Microsoft Office . .
tabulek Standart 2016 Microsoft Corporation

4.3. Ptiprava roztoktl pro zvldknovani

Pro experiment zkoumany v této bakalaiské praci bylo nutné ptipravit si vlastni roztoky

polymeru PVA. Jedna sada takto vyroben¢ho polymerniho roztoku byla nasledné

obohacena o trombocytérni lyzat.
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Priprava cistého polymerniho roztoku pro AC spinning

Ptiprava 100 g 10% roztoku PVA (98 % hydrolyzy, molekulova hmotnost 125 000 g/mol)
zac¢ina odvéazenim 10 g Cist¢tho PVA a 90 g destilované vody. Je velice dilezité, aby
nadoba, ve které se roztok nasledn¢ rozmichaval, byla dikladn¢ promyta a zbavena
potencidlnich necistot. Takto vytvoieny roztok je nutné nechat michat na magnetickém
michadle se zahtivanim do uplného rozpusténi polymeru, coz obvykle trva zhruba 20

hodin. Vysledny roztok lze skladovat pti pokojové teploté az do pouziti.

Priprava polymerniho roztoku s pridavkem TL pro AC spinning

Pro piipravu 100 g 10% roztoku PVA (98 % hydrolyzy, molekulova hmotnost 125 000
g/mol), ktery obsahuje 10 % TL, bylo nejprve navazeno 10 g PVA. Toto mnozstvi bylo
nasledné rozmichano v 80 g destilované vody po stejnou dobu jako pii ptipraveé ¢istého
roztoku. Do tohoto roztoku se dale pfidalo 10 g TL a nechalo dikladné promichat po dobu
ptiblizné 30 minut. Takto pfipraveny roztok je nutné ptipravit vzdy tésné pied samotnym
zvlaknovanim. Je dulezité, aby pii pfidavadni trombocytarniho lyzatu mél roztok

pokojovou teplotu.

4.4.Vyroba materialu pomoci AC spinningu
Pro tuto praci byl pfednostné zvolen druh elektrického zvldknovani za pomoci sttidavého
proudu kvuli vlastnostem vyslednych vlaken. Na Technické univerzité v Liberci je pro
vyrobu nanovladken pomoci AC spinningu sestrojeno zafizeni, ktery je sloZen ze Ctyf
hlavnich ¢asti: vysokonap&tového zesilovace, regulacniho transformatoru, pumpy
na polymerni roztok a kovové tycové elektrody (délka 170 mm a primér 6 mm). Po
zapnuti generatoru doSlo témét ihned k pocatku zvlaknovani, kde vzlinajici vldkna
zaujala cylindricky utvar. Zvolenym kolektorem pro tento experiment byla digestof
s podtlakem s obdélnikovym prabéhem signalu z generatoru. Parametry tykajici se

zvlaknovani jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 5:
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Tabulka 5: Nastaveni zarizeni a okolni podminky pro AC spinning

Dané veliiny hodnoty
Napéti elektrod 50 kV
Frekvence signélu 40 Hz
Otacky pumpy 550 ot/min
Vzdalenost kolektoru 240 mm
Cas zvlakiiovani pro PVA 10 min
Cas zvlakiovani pro PVA_ TL 25 min
Teplota 21 °C
Vlhkost 69 %

4.5.Analyza ptipravenych materiali

45.1. Analyza morfologie materialt

Pro zkouméni morfologie nanovléken byl zvolen rastrovaci elektronovy mikroskop Vega
3 (TESCAN, CR), kde byly vzorky zkoumény pii tfech riiznych zvétsenich (1000x,
3000x a 5000x). Vzorky pro elektronovy mikroskop byly pfipraveny za pomoci
oboustranné lepici pasky, jez drzela ustfizeny kousek materidlu na kovovém terciku. Ten
se nasledné nechal pokovit 10 nm wvrstvou zlata v pfistroji SC7620 (Quorum
Technologies, Velka Britanie). Pro kazdy material bylo pofizeno minimalné 5 snimkt
se zvétSenim 5000%, z kazdého snimku bylo potfizeno 75 méfeni priméri vldken za
pomoci programu ImageJ. Namétené hodnoty byly nasledné vyhodnoceny a zaneseny do
grafii v programu Microsoft Excel.

4.6.Stabilizace pomoci ,,freeze-thaw*
Tento experiment byl zaméfeny na fyzikalni stabilizaci funkcionalizovanych nanovlaken
pomoci fyzikalni metody ,,freeze-thaw*. Vyrobené materialy pomoci AC electrospinnigu
byly nasledné sterilizovany pomoci ethylenoxidu. Jeden cyklus metody F-T spocival
Vv uloZeni zvlaknénych materidlli do -20 °C po dobu 16 hodin a nasledném presunuti
do +4 °C na 8 hodin. Jedna dvojice ptipravenych materiald PVA a PVA_TL podstoupila
5 cyklt metody F-T, dalsi dvojice PVA a PVA_TL podstoupila 10 cykli metody F-T.

4.6.1. Ptiprava jednotlivych vzorkt pro testovani
Ptiprava jednoho vzorku zahrnovala navdzeni 30 mg zvldknéné¢ho materidlu. VSechny
zvldknéné materialy byly pfedem sterilizovany pomoci ethylenoxidu po dobu 12 hodin
pfi pokojové teploté. Pro samotné testovani byly pfipraveny nejméné 3 vzorky pro kazdy

material. Navazenych 30 mg vzorku bylo vlozeno do 5 ml mikrozkumavky, kde byly
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k materialu ptidany 3 ml roztoku PBS + 0,02 % azidu sodného. Nasledn¢ byly pfipravené
vzorky umistény do inkubatoru Q-cell 140/40 Basic (POL-LAB, Polsko) pii 37 °C.
Odbéry vzorki probihaly ve stanovenych ¢asech (1 hod, 2 hod, 4 hod, 6 hod, 8 hod, 24
hod, 72 hod a 168 hod), kdy se odebralo 600 pul vzorku a stejné mnozstvi pufru bylo
vraceno zpatky do mikrozkumavky. Odebrané vzorky byly ihned zamrazeny pii teploté
-20 °C. Takto ptipravené vzorky byly urCeny pro analyzu rozpustnosti PVA a kinetiku

uvoliiovani inkorporovanych proteint.

4.6.2. Analyza rozpustnosti materialti pomoci spektrofotometrie
Spektrofotometricka analyza je zalozena na absorbei zafeni pii pruchodu vzorkem.
Interval vyuzivaného svétla se pohybuje od ultrafialového do viditelného spektra, tudiz

s Vlnovou délkou od 200 do 800 nm.

Pro samotné méteni vzorkd bylo nutné sestrojit kalibra¢ni kiivku PVA, na kterou bylo
potieba ptipravit vzorky o znamych koncentracich. Ptipravené kalibra¢ni vzorky méli
koncentrace nasledujici: 0,05 | 0,1 | 0,25 10,5 |1 |5 [mg / ml] (viz Graf 1). VSechny
meétené vzorky (kalibraéni i testované) museli byt nafedény 10x destilovanou vodou pred

samotnym méfenim na spektrometru Cintra 202 (GBC Scientific, USA).

Kalibracni kiivka
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Graf 1: Kalibracni kifivka PVA (vztah mezi absorbanci pri 630 nm a koncentraci PVA)
Ziedéné vzorky byly pfed samotnym meéfenim smichany s kyselinou boritou a jodem
Vv téchto pomérech: 200 ul vzorku, 750 ul kyseliny borité (H3BOgz; 40 g/l), a 150 ul jodu
(I2; 0,05 mol/l). Pfed samotnym métenim byly vzorky intenzivné promichany a nasledné

byla métena absorbance pii vinové délce 630 nm za laboratornich podminek.
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4.6.3. Analyza rozpustnosti materiali pomoci GPC
Principem gelové permeacni chromatografie (GPC) je separace molekul na zakladé jejich
velikosti pro stanoveni molarni hmotnosti vstupni smési. Chromatograficka kolona
je naplnéna poréznim gelem (staciondrni faze) a rozpoustédlem vypliujicim zbytek
kolony (mobilni faze). Ztedény zkoumany vzorek je poté postupné vymyvan mobilni fazi,
kdy dochazi k postupné separaci roztoku na jednotlivé frakce v zéavislosti pouze
na velikosti danych molekul. Nejrychleji prochazeji velké molekuly, jelikoz

se nezachytavaji do por stacionarni faze.

Pro ptesné méteni mnozstvi PVA ve vzorcich bylo potieba si nejdiive pfipravit kalibraéni

vzorky o znamych koncentracich: 0,05|0,1]0,25]0,5|11]2|5 |10 [mg/ml] viz Graf 2.
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Graf 2: Kalibracni kiiivka PVA (zavislost intenzity na koncentraci PVA)
Vysledné hodnoty byly kvantifikovany na zaklad€ plochy ,,peaku‘ signalu rozptylu svétla
pod tthlem 90°. Ptiprava vzorku pro GPC zahrnovala smichani 240 ul alikvétniho vzorku
s 960 ul rozpoustédla s pH 6,8 (100 mM NaxHPO4, 100 mM NaCl a 0,03 % NaNs). Takto
pfipravené roztoky byly po protiepani prefiltrovany pftes stiikackové filtry s nylonovou
membranou s primérem 13 mm a velikosti pord 0,45 pum (Chromservis, CR).
Chromatograficka kolona Superdex 200 Increase (GE Healthcare, USA) pouzita v tomto
méfeni méla délku 300 mm s vnitfnim primérem 3,2 mm. Molekulova hmotnost byla
stanovena pomoci detektoru rozptylu svétla 1260 Infinity 11 GPC/SEC MDS (Agilent,

USA). Velikost ¢astic 1ze urcit pomoci uméry k intenzité rozptyleného svétla.
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4.6.4. Analyza krystalinity PVA pomoci DSC
Diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) je velice Casto pouzivana termicka analyza
pro méfeni zmény krystalinity zkoumaného materialu. Principem této metody je ohfivani
¢i ochlazovani dvou vzorku za konstantni rychlosti, kdy jeden vzorek je zvolen jako
referencni a druhy jako testovany, béhem které se sleduje mnozstvi potiebného tepla pro
udrZeni izotermickych podminek. Vyslednd kiivka slouZzi ke stanoveni teploty skelné¢ho

piechodu, exotermického momentu krystalizace (T¢) a endotermického tdni materialu

(Tm)

Vyrobené PVA materialy, které byly navazeny s hmotnosti mezi 5-9 mg, byly dale
umistény na dno hlinikového kelimku (objem 25 pl) pro nésledujici hermetické uzavieni
a zalisovani pfed samotnym méfenim na DSC 1/700 (Mettler Toledo, Svycarsko). Takto
ptipravené vzorky byly ohfivany od 0 °C do 300 °C vinertni atmosféfe dusiku

za konstantni rychlosti ohievu 10 °C / min.

4.6.5. Analyza koncentrace proteinli podle Bradforda
Metoda podle Bradforda je spektrofotometrickd metoda zalozena na interakci proteinti
s Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250, kdy dochazi k barevné zméné roztoku z hnédé
na modrou po navazani CBB na proteiny v kyselém prostiedi. Zaroven dojde k posunu
absorp¢niho maxima vysledného roztoku na 610 nm, pficemZ samotné méteni probiha

pfi vinové délce 595 nm.

Pro samotny vypocet koncentrace proteinii v métenych vzorkach bylo potieba sestrojit
kalibraéni kiivku, kde byla pouzita fada kalibratnich vzorkd o nasledujicich
koncentracich: 0| 0,25]0,5|0,75 | 1 [g/1] viz Graf 3. Kalibracni vzorky byly piipraveny

Z hovéziho sérového albuminu (BSA) a jako rozpoustédlo byla pouZzita destilovana voda.
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Graf 3: Kalibracni kiivka BSA (zavislost absorbance pri 595 nm na koncentraci BSA)
Ptiprava vzorki probihala v mikrotitra¢ni desti¢ce s 96 jamkami, kdy v kazdé jamce bylo
smichano 5 pul méteného vzorku s 250 pl Bradfordova ¢inidla a nasledné byla desti¢ka
ponechana pii pokojové teplot¢ po dobu 5 minut inkubovat. Dale byla zméfena
absorbance jednotlivych jamek na spektrofotometru Spark (TESCAN, CR) pti vlnové
délce 595 nm. Naméfené hodnoty byly zpracovany v excelu. Nejdiive byly vypocitany
stitedni hodnoty a smérodatné odchylky absorbance negativnich kontrol, coz byly vzorky
obsahujici pouze ¢isté PVA. Takto vypocitané hodnoty byly dale vyuzity k samotnému

vypoctu koncentrace TL ve vzorcich obsahujicich inkorporované proteiny.

4.6.6. Analyza uvoliiovani proteinti pomoci SDS-PAGE
Metoda SDS-PAGE elektroforéza za ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS)
Vv polyakrylamidovém gelu je biochemickd metoda pouZivdna pro separaci proteinii
na zéklad¢ jejich pohyblivosti v elektrickém poli, kterd je zavisla predev§im na jejich

molekulové hmotnosti.

Pro piipravu polyakrylamidové gelu byla pouzita dvojice skel, do kterych byly nality dvé
vrstvy gelu: 10% rozd€lovaci gel (dolni) a 5% zaostfovaci gel (horni). Jamky pro
jednotlivé vzorky byly vytvoieny pomoci umisténi hiebinku pfed zatuhnutim horniho
gelu mezi dvojici skel. Vzorky na méfeni byly pfipraveny smichanim 20 pl alikvotnich
vzorki s 2x SDS-PAGE vzorkovym pufrem s pomérem objemu 1 : 1. Pfipravené vzorky
byly nasledné¢ denaturovany pii 95 °C po dobu 10 minut. Dvojice skel byla vloZena
do elektroforetické vany, zalita 1x SDS-PAGE pufrem, kde do jednotlivych jamek byly
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naneseny vzorky vcetné standartu molekulovych hmotnosti proteinti marker Precision
Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).
Elektroforéza nejdiive bézela pti 70 V po dobu 20 minut a nasledn¢ bylo zvySeno napéti
na 120 V. Konec méfeni nastal v moment, kdy dosahla vodorovna linie spodni ¢asti gelu.
Nasledné obarveni gelti probihalo ptes noc v CBB barvicim roztoku na ttepacce Polymax
1040 (Heidolph Instruments, Némecko), kde bylo dale provedeno odbarveni
prebyte¢ného barviva z gelu odbarvovacim roztokem na tiepacce pies noc. Vysledné gely
byly nafoceny a vyhodnoceny pomoci ptistroje Azure C600 (Azure Biosystems, Inc.,
USA). Nasledné byly gely ptesunuty to suSiciho roztoku, odkud byly dale pfemistény
do digestore, kde byly vlozeny do folie a vysuseny pii pokojové teplote.
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5. Vysledky a diskuze

Tato bakalarska prace je zaméfena na stabilizaci nanovlakennych scaffoldli pomoci
metody ,,freeze-thaw* (F-T). Principem metody F-T je postupné mrazeni a rozmrazovani
vyrobenych materiali za danych teplot s cilem snizeni rozpustnosti. Rozpustnost PVA
uzce souvisi i S procesem uvolilovani inkorporovanych proteind. Pii pouziti vysokého
stupné hydrolyzy 98 % dochazi k castéjsitvorbé vodikovych mustki mezi
hydroxylovymi skupinami jednotlivych fetézci. Tim dochazi ke snizeni rozpustnosti
ve vodném prostiedi. Cilem fyzikalni stabilizace pomoci F-T je snizit rychlé pocatecni
uvolnovani tzv. ,,burst release” typicky pro materialy zvlaknéné ze smési, kdy dochazi
K uvolnéni az 90% inkorporované latky béhem prvnich 12 hodin (Lisnenko 2020).
V ramci prace byly pfipraveny ¢isté PVA nanovlakenné materialy | materialy
s inkorporovanymi proteiny pomoci AC electrospinningu. Nasledné probéhla analyza
morfologie vyrobenych materialti pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie. Vyrobené
materialy byly podrobeny fyzikalni stabilizacni metod¢ F-T, kde byly zvoleny teploty
-20 °C a + 4 °C, kde bylo aplikovano 5 a 10 cykld F-T. Vliv této metody a pocet
aplikovanych cykli byl sledovan v porovnani s referen¢nimi vstupnimi materialy, které
podstoupily 0 cykld metody F-T. Zména rozpustnosti materidli podrobenych
experimentu byla analyzovana pomoci spektrofotometrie a gelové permeacni
chromatografie (GPC). Zmény v uvoliiovani inkorporovanych proteinti byly sledovany
za pomoci spektrofotometrické metody podle Bradforda a SDS-PAGE elektroforézy.
Krystalinita PVA pted a po aplikaci metody F-T byla méfena pomoci metody

diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC).

5.1. Vstupni materialy

5.1.1. Ptiprava nanovldkennych scaffoldi
Zékladem pro vSechny nésledujici experimenty byla vyroba samotnych nanovlakennych
materialt z pfedem piipravenych roztokt (viz Tabulka 6). Stupen hydrolyzy PVA 98 %
pro experiment byl zvolen na zaklad¢ vysledkt vyzkumné prace (Koprivova et al. 2020).
Molekulova hmotnost PVA 125 000 g/mol, 10% koncentrace PVA a 10% koncentrace
TL byly zvoleny na zakladé experimentu provedeného v diplomové praci (Lisnenko
2020). Pro urceni obsahu proteinti vjednom ml TL byla pfipravena fedici fada

trombocytarnich lyzatt, Z méfeni byla vypocitana primérna hodnota mnoZzstvi proteint,
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ktera vysla (15,78 + 2,76) mg / ml. Teoretické mnozstvi proteinu se rovnalo 19,65 mg

na 1 gram PVA TL, tudiz loading se rovnal 1,97 % (w/w).

Tabulka 6: Slozeni pouzitych roztokii PVA pro zvidknovani: koncentrace PVA
V hmotnostnich procentech, molekuldrni hmotnost (Mw), stupenn hydrolyzy PVA,

koncentrace trombocytarniho lyzatu (=TL) v hmotnostnich procentech

. koncentrace PVA Stuperi koncentrace

Nazev wiw [%6] Mw [g/moll | = drolyzy [%] | TL wiw [%]
PVA 10 125 000 98 0
PVA TL 10 125 000 98 10

Vyroba téchto materiali probéhla pomoci AC electrospinningu (viz Kap. 4.4.
a Tabulka 7) v laboratotich Ing. Jana Valtery, Ph.D. Pro zvlakiovani byl zvolen kolektor
typu digestof s pod tlakem viz Obrazek 11. Zvlaknéné materialy ¢ist¢tho PVA a PVA_TL
s inkorporovanymi proteiny byly vyrobeny v triplikatech. Pro oba typy materiala byly
nastaveny stejné zvlakiiovaci parametry s rozdilem v dobé zvldkiovani. Cisty PVA
roztok byl zvldknovan po dobu 10 minut. U roztoku PVA_TL byl pouZit ¢as zvlaknovani

25 minut. Vsechny zvlakniovaci parametry jsou uvedené nize viz Tabulka 7.

Tabulka 7: Parametry pro AC electrospinning

Dané veli¢iny hodnoty
Napéti elektrod 50 kV
Frekvence signélu 40 Hz
Otacky pumpy 550 ot/min
Vzdalenost kolektoru 240 mm

Produktivita pro PVA
Produktivita pro PVA TL
Teplota
Vlhkost

(5,6 0,7) g/h
(1,4%0,2) g/h
21°C
69 %

Cisté PVA bylo zvlakiiovano s produktivitou 0,093 + 0,012 g/min, zatimco PVA_TL bylo
ptipraveno s produktivitou 0,023 + 0,003 g/min. Dle vypocitanych hodnot je produktivita
¢istych PVA nanovlaken vice nez 4krat vyssi oproti nanovlakniim S inkorporovanymi
proteiny, coz je ve shodé s vysledky experimentu provedeného v diplomové praci
(Lisnenko 2020). Nizsi produktivita PVA_TL vlaken je nejspiS zplsobena mensSim

primérem vldken, a i niz8i ploSnou hmotnosti viz Tabulka 8.
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digestot s podtlakem

nanovlakenna vlecka

zvlakiiovaci hlava

elektroda

pohonna jednotka

elektrody

Obrazek 11: Zarizeni pro AC electrospinning

5.1.2. Morfologie vstupnich nanovlakennych materiald

U vsech vyrobenych materialt byl zjistovan pramér vlaken ze snimkul z rastrovaciho

elektronového mikroskopu (Obrazek 12) a dale byly vrstvy analyzovany z pohledu jejich

plosné hmotnosti. Cisté PVA mélo hodnotu stfedniho priiméru vldken 388 + 120 nm.

Hodnota stfedniho praméru vlaken PVA_TL se lisila o 114 nm s hodnotou 274 + 74 nm.

Priimérna plo$na hmotnost pro &isté PVA vysla 6,48 + 0,63 g/m?, zatimco u materidlu

PVA_TL byla naméfena priimérna hodnota 4,00 + 0,38 g/m? viz Tabulka 8.

Tabulka 8: Stredni vlakenné prumery vstupnich materiali, jejich plosnd hmotnost

a statisticka analyza primeri (SD = smérodatna odchylka)

Plo$na hmotnost

o r [o] 4 r 0 -
Material | Prumér vlaken £+ SD [nm] + SD [g/m?] 95% interval [nm]
PVA 388 + 120 6,48 £ 0,63 (382 ; 394)
PVA TL 274 + 74 4,00 £0,38 (271 ; 278)
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Obrazek 12: SEM snimky a histogramy vstupnich materialii: horni snimek — PVA, dolni
snimek — PVA_TL, zvétseni 5000 %, méritko 10 um

Pozorovatelné kapkovité defekty na nanovlaknech u obou materiald (Obr. 12) jsou
pravdépodobné zptisobeny vysokou vlhkosti vzduchu béhem samotného zvlaknovani.
Jelikoz je material zvlaknovan z vody, nedochazi tak k dostate¢né rychlému a uplnému
odpateni rozpoustédla za vysoké vlhkosti vzduchu a vznikaji tim padem kapkovité
defekty o rtiznych velikostech, fadové s primérem V jednotkdm mikrometri. Diky
zakladni statistické analyze Ize konstatovat, ze se vlakna PVA a PVA_TL lisi. Hodnota
plosné hmotnosti je u Cisttho PVA 1,67krat vyssi nez u PVA_TL s inkorporovanymi
proteiny.

5.2. Stabilizace pomoci ,,freeze-thaw*
Experiment ,,freeze-thaw* (F-T) byl zaloZen na studii provedenou Hassanem a Peppasem
(Hassan a Peppas 2000), ve které byly zkoumany ucinky fyzikalni sitovaci metody F-T
na PVA hydrogelech (viz Kap. 3.2.1.). Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda sitovaci

metoda F-T snizuje rozpustnost PVA a zpomaluje uvoliiovani proteint. Cyklus F-T byla
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nastaven na skladovani materidlu po dobu 16 hodin v - 20 °C, nasledn€ po dobu 8 hodin
v + 4 °C. Déle byl sledovan téinek 5 a 10 cykli F-T oproti vstupnim materiala. Uginky
metody F-T byly analyzovany =z pohledu morfologie materidld (pomoci SEM),
rozpustnosti PVA (spektrofotometricky a GPC), krystalinity PVA (pomoci DSC)
a uvolnovani proteint (spektrofotometricky dle Bradforda a SDS-PAGE).

5.2.1. Analyza morfologie materialii po aplikaci metody F-T
Priméry vlaken byly analyzovany z SEM snimku pro vzorky PVA a PVA_TL po 5a 10
cyklech F-T viz Obrazek 13 a Obrazek 14. Pro porovnani jednotlivych materiali byla
zvolena statistickd metoda porovnani 95% intervalu spolehlivosti. Namétené hodnoty
pro jednotlivé nanovldkenné vsrtvy véetné vysledky statistické analyzy jsou zaneseny
do Tabulky 9.

Tabulka 9: Primery vidken a statisticka analyza po aplikaci 5 a 10 cyklit metody F-T na
PVA a PVA_TL (SD = smerodatna odchylka)

Material Priamér vlaken £+ SD [nm] 95% interval [nm]
S cykla F-T | 10 cykla F-T 5 cykli F-T 10 cykla F-T
PVA 384 +115 358 £100 (372 ; 395) (348 ; 368)
PVA_TL 271+ 72 266 + 70 (265 ; 278) (260 ; 273)
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k — PVA po 5

k — PVA po 10 cyklech, zvétseni 5000 %, meritko 10 um
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Obrazek 13: SEM snimky a histogramy materialii po F-T: horn

cyklech, doln
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Obrdazek 14: SEM snimky a histogramy materidalit po F-T: horni snimek — PVA_TL po 5
cyklech, dolni snimek — PVA_TL po 10 cyklech, zvétseni 5000 %, méritko 10 um

Morfologie vlaken PVA TL se neméni s aplikaci metody F-T u zadného z métenych
material, jsou statisticky shodné. Zatimco u vrstev z Cisttho PVA byla zjisténa
statistickd odliSnost u materiadlu po 10 cyklech oproti vstupnimu materidlu a materialu

po 5 cyklech, kdy doslo ke zmenseni priméru vlaken.

5.2.2. Analyza rozpustnosti PVA po F-T
Rozpustnost PVA 1zce souvisi S mnozstvim vodikovych miistki mezi molekulami PVA
V materialu, s rostoucim poctem mtstkl klesa rozpustnost PVA. S klesajici rozpustnosti
PVA se zpomaluje uvolnovani inkorporovanych proteinti. Cykly F-T by méli vést
ke snizeni rozpustnosti PVA diky zvySeni poctu vodikovych mustkii mezi molekulami
PVA. Byl analyzovan vliv F-T vcetné¢ poctu aplikovanych cykld s ohledem

na rozpustnost PVA. Rozpustnost byla méfena pomoci spektrofotometrie (viz Kap.
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4.6.2.). Materialy PVA a PVA_TL byly inkubovany v PBS v 37 °C, vzorky pro analyzu
rozpustnosti PVA byly odebirany v intervalech 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h, 72h, 168h. Takto

piipravené vzorky byly métfeny po reakci s jodem pii vinové délce 630 nm viz Graf 4
a Graf 5.
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Graf 4: Spektroskopicky urcené mnozstvi rozpusteného PVA v PBS z navazenych 30 mg
PVA po 0, 5 a 10 cyklech F-T
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Graf 5: Spektroskopicky urcené mnozstvi rozpustéeného PVA v PBS z navazenych 30 mg
PVA_TL po 0, 5a 10 cyklech F-T
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Z vyslednych grafii rozpustnosti PVA vidime, ze mnozstvi rozpusténého PVA
se u vstupnich materiala PVA a PVA TL piili§ neli§i. Béhem prvnich 24 hodin
se ve vstupnim PVA vzorku rozpustilo 17,6 mg PVA, coz odpovida 59 % rozpusténého
PVA znavazenych 30 mg PVA. Mnozstvi rozpustétného PVA ve vstupni vzorku
PVA TL po 24 hodindch bylo 18,1 mg PVA. Pfi odecteni inkorporovanych proteinti
dostavame 62 % rozpusténého PVA z navazenych 30 mg PVA TL. Pfi srovnani hodnot
rozpu$téného PVA ve vstupnich PVA materidlech muZeme pozorovat sniZeni
rozpustnosti PVA o 11 % po 5 cyklech F-T a 0 12 % po 10 cyklech F-T. P#i porovnani
vstupnich vzorkii PVA_TL s materidly po F-T nepozorujeme stejny trend jako u Cistého
PVA. U materil po 5 cyklech je vidét snizeni rozpusténého PVA o 15 %, ale u materialu
po 10 cyklech doslo ke sniZeni rozpu§téného PV A pouze o 2 %. Z vysledki je patrny vliv
metody F-T na mnozstvi rozpusténého PVA. Experiment byl proveden pouze jednou,
tudiz by bylo vhodné méteni opakovat. Mohla by se zménit teplota pouzivana v metodé
F-T z +4 °C, ktera byla zvolena na zakladé minimalniho vlivu na aktivitu

inkorporovanych proteintl, na pokojovou teplotu pro u¢inku faze tani.

Analyza pomoci gelové permeacni chromatografie probéhla, nicméné vysledky

z namé&fenych hodnot nejsou hodnotitelné viz Ptiloha.

5.2.3. Analyza uvoliiovani proteinti
VSechny vzorky po F-T byly skladovany pfi teploté 37 °C v PBS, odkud byly odebirany
vzorky pro samotné méfeni ve stejnych Casovych intervalech jako u vzorkii pro
spektrofotometrii (viz Kap. 5.2.2.). Takto ptipravené vzorky byly analyzovany pomoci
spektrofotometrické metody dle Bradforda, které umoZziuje kvantifikaci proteint, tim
padem lIze stanovit koncentraci uvolilovanych proteind z vyrobenych materialt (viz Kap.
4.6.5.). Méteni ptipravenych vzorktl probihalo pii vinové délce 595 nm. V Grafu 6 nize
Ize vidét prabéh uvoliiovani proteint ze vstupnich vzorki a ze vzorku, které prosly 5

a 10 cykly F-T.
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Graf 6: Mnozstvi kumulativné uvolnénych proteinii v zdavislosti na case stanovené

spektrofotometricky z 30 mg navizeného materialu PVA_TL po 0, 5 a 10 cyklech F-T

Z vysledného grafu uvolnéného mnozstvi proteinii miiZzeme vypocitat mnozstvi
uvolnéného proteinu na 1 gram materidlu. Teoreticky loading pro material PVA TL vySel
19,65 mg proteini na 1 gram pfipraveného materialu. U vstupnich materiald PVA_TL
se mnozstvi uvolnénych proteini rovnalo 21,23 mg proteinii na 1 gram pfipraveného
materidlu po 168 hodinach, coz odpovida 108 % teoretického loadingu. Pfi porovnani
mnozstvi uvolnénych proteini z PVA TL po 5 cyklech po 168 hodinach se vstupni
hodnotou dochézi k 13% poklesu. U PVA TL po 10 cyklech je pokles mnozstvi
uvolnénych proteinli oproti vstupnim materidlli 0 17 %. Pokles mnoZstvi uvolnénych
proteinii miiZze byt zpiisoben degradaci proteinti béhem skladovani vzorkli v inkubatoru
pti 37 °C. Dal$im moZznym faktorem je kumulativni charakter metody pfi odebirani
vzorkl,, kdy nedochdzi téz k iplnému rozpusténi materialu. Odchylky v jednotlivych

méfenich mohou byt zpiisobeny nehomogenitou vyrobenych materiala.

Uvolnovani proteinii bylo analyzovano pomoci SDS-PAGE (viz Kap. 4.6.6.). Do piedem
pfipravenych jamek v gelu byly naneseny vzorky PVA TL inkubované v PBS v 37 °C
véetné PVA pro negativni kontrolu a markeru Precision Plus Protein™ All Blue

Prestained Protein Standards (Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17). Do prvni jamky bylo naneseno
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5 wl markerku, do druhé byl nanesen vzorek cistétho PVA pro negativni kontrolu

a do zbylych jamek bylo vzdy naneseno 15 pl ptipraveného vzorku PVA TL.

PVA +PVA TL 0 cykla F-T

M PVA lh 2h 4h 6h 8h 24h 72h 168h
230 kDa
wk.Dn

P

Obrézek 15: Analyza uvoliiovani proteinit pomoci SDS-PAGE U vstupnich materialu

PVA TL

PVA + PVA TL 5 cyklt F-T

M PVA lh 2h 4h 6h 8h 24h 72h 168h

—— —a—
R e ——— e e e

. i

Obrazek 16: Analyza u{/blﬁovdm' proteinii pomoci SDS-PAGE u materialu PVA _TL po 5
cyklech F-T
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PVA +PVA TL 10 cykla F-T
M PVA lh 2h 4h 6h 8h 24h 72h  168h
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Senow
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Obrazek 17: Analyza uvoliiovani proteinii pomoci SDS-PAGE u materialii P VA_T Lpo5
cyklech F-T

Snimky elektroforeogramii koresponduji s vysledky namétenymi pomoci metody dle
Bradforda. Je mozné vidét postupny pokles koncentrace uvoliiovanych proteinti z divodu
kumulativniho efektu, kdy bylo neustale odebirano ze vzorki, kde u nové dodanych
proteini dochazelo k pomalejsSimu uvoliiovani. Hlavni slozkou trombocytarniho lyzatu
je lidsky sérovy albumin, ktery ma velikost 66 kDa, coz piiblizné odpovida nafocenym

snimkim.

5.2.4. Analyza krystalinity PVA pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie
Krystalinita polymert se zvySuje diky tvorbé pravidelnych nevazebnych interakeci.
Vodikové miustky mezi jednotlivymi fetézci PVA, které jsou nasledné posileny metodou
fyzikalniho sitovani F-T, vedou k celkovému zvyseni krystalinity PVA. Diferencialni
skenovaci kalorimetrie slouzila pro méfeni krystalinity PVA ve formé nanovlakennych
vzorki (viz Kap. 4.6.4.) v laboratofi Ing. Lubose Béhalka, PhD. Z Grafu 7 je patrné, ze
vstupni Cisté PVA ma vyssi krystalinitu s hodnotou 43,6 % nez vstupni PVA TL
s hodnotou 39,1 %, jelikoz jeho struktura c¢isttho PVA ma vétsi pravidelnost.
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Na materidlech s inkorporovanymi proteiny mulzeme pozorovat vzestupny trend
krystalinity s ptibyvajicim poctem cykla F-T, ale u istého PVA takovy trend pozorovat

nelze. Analyzu by bylo vhodné opakovat pro ovéteni ziskanych trend.
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Graf 7: Vysledky méreni krystalinity PVA pomoci DSC

Na Obrazku lze pozorovat rozdilné chovani materiald PVA a PVA_TL pfi teplotach nad
235 °C, kdy u vzorkt s inkorporovanymi proteiny PVA_ TL dochazi k rychlejsi degradaci
PVA (vzestup kfivek). Cisté vzorky PVA se zdaji byt v tomto ohledu stabilngjsi.

1$Skupina 2 (PVA/PVA+TL po F-T) - 10% PVA98 /0 F_T

Skupina 2 (PVAPPVA+TL po F-T) - 10% PVA98 / 0 F_T, 5.1800 mg Integral g;‘-v:l_i
1$Skupina 2 (PVA/PVA+TL po F-T) - 10% PVA98 / 5 F T Rz ekzed 21 -,,"?c
Skupina 2 (PVAPVA+TL po F-T) - 10% PVA98/ 5 F_T, 7.0400 mg 5
Integral 45462mJ
1$Skupina 2 (PVA/PVA+TL po F-T) - 10% PVA98/ 10 F_T
Skupina 2 (PVAPVASTL po F-T) - 10% PVA38 / 10 F_T, 8.5500 mg P:.";""“"“ ;5:6‘3‘;‘
1$Skupina 2 (PVA/PVA+TL po F-T) - 10% PVA98 + 10%TL /5 F_T
Skupina 2 (PVAPVA+TL po F-T) - 10% PVA98 + 10%TL /5 F_T, 4.9000 mg Integral 560.24 mJ
1$Skupina 2 (PVA/PVA+TL po F-T) - 10% PVA98 + 10%TL /0 F_T normalized  65.53 Jg"-1
Skupina 2 (PVAPVA+TL po F-T) - 10% PVA98 + 10%TL / 0 F_T, 5.3600 mg Peak 22246°C
1$Skupina 2 (PVA/PVASTL po F-T) - 10% PVA98 + 10%TL / 10F_T Integral 303.04mJ
Skupina 2 (PVA/PVA+TL po F-T) - 10% PVA98 + 10%TL / 10 F_T, 4.7200 mg normalized  61.85 JgA-1

10 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 °C

Obrazek 18: DSC K7ivky vsech pripravenych materialii
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Zavér

V ramci této bakalarské prace byl zkoumén vliv fyzikalniho sitovani pomoci metody
»freeze-thaw* (F-T) na stabilitu vyrobenych PVA nanovlakennych vrstev z pohledu
rozpustnosti PVA, krystalinity PVA a uvoliiovani inkorporovanych proteini. Pro
experimenty byla zvolena jako vychozi surovina PVA s vysokou molekulovou hmotnosti
(125 000 g/mol) a vysokym stupném hydrolyzy (98 %). Stiidavé (AC) elektrostatické
zvlaknovani bylo pouzito na vyrobu nanovlakennych vrstev ¢isttho PVA i PVA TL
S inkorporovanymi trombocytarnimi lyzaty. U vSech vyrobenych materidli byla
analyzovana morfologie vlaken, rozpustnost PVA pied a po aplikaci metody F-T, a i vliv
F-T na krystalinitu PVA. Nanovlakenné vrstvy s inkorporovanymi proteiny byly
analyzovany spektrofotometricky z hlediska kinetiky uvoliiovani proteinti z vyrobenych

materiala.

Vyrobené nanovlakenné materidly PVA a PVA_TL se liSily primérem vldken. Primérna
hodnota vlaken ¢istého PVA se rovnala 384 + 120 nm, zatimco u PVA_TL byla hodnota
niz8i 274 + 74 nm pro vstupni materidly. Produktivita zvldkiovani pro €isté PVA je vice
nez 4krat vyssi nez u materialti s inkorporovanymi proteiny PVA_TL. Morfologie vldken
vstupniho materialu PVA a PVA po 5 cyklech jsou podle statistické analyzy shodné,
zatimco u materialu po 10 cyklech doslo ke snizeni. Aplikace metody F-T neméla vliv

na vyslednou morfologii vlaken materialu PVA_TL.

Mnozstvi rozpusténého PV A po prvnich 24 hodinach ve vstupnich materialech se rovnalo
59 % u ¢istého PVA. U materidlu s inkorporovanymi proteiny S€ mnoZstvi rozpusténého
PVA rovnalo 62 %. Rozpustnost PVA klesa pii pouziti metody F-T, u ¢istého PVA bylo
mozné pozorovat pokles mnozstvi rozpusténého PVA o 11 % po 5 cyklech F-T a0 12 %
po 10 cyklech F-T. Stejny trend mizeme pozorovat u materiala PVA TL, kde doslo
k poklesu mnozstvi uvolnéného PVA o 15 % po 5 cyklech F-T, ale pouze o0 2 % po 10
cyklech F-T.

Uvolnovani proteini u vstupnich PVA_TL materidlti odpovida efektu ,,burst release®,
kdy dochazi k uvolnéni 109 % inkorporovanych proteinti ve stupnich materialech béhem
prvnich 24 hodin. Pfi porovnani vstupnich materiali mizeme u PVA_TL po 5 cyklech
pozorovat sniZzeni mnozstvi uvolnénych proteinti o 17 % a pro PVA_TL po 10 cyklech
je mozné vidét snizeni uvolnénych proteinti o 27 % behem prvnich 24 hodin. Vysledky
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pro vrstvy PVA_TL po 5 a 10 cyklech tedy poukazuji na trend, kdy po aplikaci metody

F-T mtzeme pozorovat snizeni mnozstvi uvolnénych latek.

Krystalinita PVA se zvySuje s pravidelnosti struktury a vyskytem nevazebnych interakci
mezi jednotlivymi fetézci. U vstupnich materidlii Ize konstatovat, Ze krystalinita Cistého
PVA (43,6 %) je vys8i nez u vstupniho PVA_TL (39,1 %). Po aplikaci metody F-T vSak
materidly reaguji podle vysledkli rozdiln€é. Krystalinita vrstev s inkorporovanymi
proteiny po 5 a 10 cyklech pomalu roste az na hodnotu 39,8 %. Zatimco u Cistého PVA

muzZeme pozorovat sniZeni krystalinity aZ na hodnotu 41,4 %.

Ziskané vysledky z této prace sméfuji kK predpokladu, ze aplikaci metody F-T dochazi ke
sniZovani rozpustnosti PVA a k pozvolnéj$imu uvoliiovani inkorporovanych proteint.
Vliv fyzikalni stabilizace na morfologii PVA vldken se zd4 byt minimdlni, nejspi§ tak
nedochazi k vyraznému zmensSovani prumért vlaken po aplikaci F-T. VSechna méteni
byly provedeny zjednoho experimentu, tudiz by bylo vhodné experiment opakovat
za stejnych podminek a pro budouci experimenty by bylo dobré vyzkouSet metodu F-T
s rozdilnou teplotou. Misto 4 °C by se mohla pouzit pokojova teplota pro umocnéni faze

tani vyrobenych materiald.
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Graf 8: Mnozstvi uvolnéného PVA namereného pomoci GPC pro vstupni materialy PVA
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Graf 9: Mnozstvi uvolneného PVA nameéreného pomoci GPC pro materialy PVA
a PVA_TL po aplikaci 5 cyklii F-T
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Graf 10: Mnozstvi uvolnéného PVA naméreného pomoci GPC pro materialy PVA
a PVA_TL po aplikaci 10 cyklit F-T
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