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Abstrakt

Vyznam proteinové adsorpce pri tvorbé extraceluldarni hmoty, jejim osazeni buiitkami a nasledné obnove
tkani je zcela zasadni. Zatimco v oblasti nanocastic je tento jev jiz dobre prozkouman, v oblasti vidken-
nych scaffoldii je tato disciplina stale prozkoumdana nedostatecné. Rizné vlastnosti specificke viakennym
materialum ovliviiuji pritbéh proteinové adsorpce a neprimo tak urcuji reakci organismu. V této diplomo-
vé praci byla testovana adsorpce albuminu z hovéziho séra na nékolika polyesterovych nano- a mikro-
vidkennych materidalech. Byl hledan vhodny postup adsorpce a desorpce, ale také nejvhodnéjsi zpiisob
nasledné analyzy adsorbovanych proteinii. Nékolik metod analyzy bylo zkoumdano jak z hlediska naroc-
nosti, tak z hlediska spravnosti vysledkii. Na zakladé vysledkii byly mezi sebou porovnany jak materialy,
tak analytické metody. Kromé standardnich metod elektroforézy a chromatografie se ukdazala pro vetsi
mnozstvi vzorkii byt vhodnou metoda fluorimetricka. Z testovanych materialii se vhodnym k dalsimu
zkoumani jevil mikroviakenny PCL 80 pro jeho vysoké hodnoty adsorbovaného albuminu, avsak hydro-

fobni blend s PLCL v poméru 1:1 vaze albumin silnéji.

Klicova slova: proteinova adsorpce, vidkenné scaffoldy, albumin, polyestery, proteinova korona

Abstract

The protein adsorption is a crucial process at the formation of extracellular matrix, its cell adhesion

and proliferation and resulting tissue renewal. In connection with nanoparticles, this phenomenon is well
understood, whereas in the field of fibrous scaffolds, this phenomenon has yet to be investigated. Diverse
properties of fibrous materials affect the process of protein adsorption, indirectly determining the respon-
se of an organism. In this diploma thesis, adsorption of bovine serum albumin onto several polyester
nano- and micro-fibrous materials has been examined. A process of adsorption and desorption was de-
termined and also the most eligible analysis methods of adsorbed proteins were sought. Several methods
of analysis have been investigated in terms of method feasibility and results accuracy. Based on the re-
sults, both materials were compared between each other as well as the analytical methods used. In ad-
dition to the standard methods of electrophoresis and chromatography, the fluorimetry method proved

to be suitable for analysis of large number of samples. From materials available, the most eligible

for further research would be micro-fibrous PCL 80 due to high amounts of adsorbed proteins, but hyd-
rophobic blend 1:1 with PLCL bonds with albumin stronger.

Keywords: protein adsorption, fibrous scaffolds, albumin, polyesters, protein corona
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Uvod

Za fenomén poslednich let ve tkanovém inzenyrstvi byvaji povazovany vlakenné mate-
ridly. Jejich strukturni i povrchové vlastnosti, stejné tak jako jejich relativné snadna pii-
prava i pouziti, je predurcuji k vyuziti do scaffoldi slouzicich k ndhraddm jak mékkych,

tak tvrdych tkani.

Jakmile se takovy materidl dostane do kontaktu s fyziologickym prostiedim orga-
nismu, napf. po implantaci na misto poskozené tkan¢ nebo do mista v krevnim fecisti,
je velmi nepravdépodobné, ze by se okolni buniky pokusily s materidlem okamzité inter-
agovat.[1-3] Namisto toho dojde ke kineticky vyhodnéjSimu jevu, tzv. proteinové ad-
sorpci. Materidl je tak ihned obalen tzv. proteinovou koronou, prvni odezvou organismu
na neznamy materidl, kterd poté identifikuje tento material pii naslednych biologickych
procesech, at’ uz pti interakci s okolnimi bunikami, tak pfi interakci s obrannymi mecha-

nismy organismu.

V nanotoxikologii 1 ve tkanovém inZenyrstvi se vyzkum proteinové adsorpce stal
v poslednich letech popularnim.[1, 4] Studuje se jak vznik tzv. mekké korony, te-
dy té kineticky fizené prvotni vrstvy proteini, tak postupna proména korony v blizkosti
povrchu materidlu, zptisobena termodynamicky fizenou vyménou nebo deformaci nava-

zanych proteint.[5]

Cilem této diplomové prace je predevSim optimalizace postupt adsorpce (a na-
sledné desorpce) vybranych proteint krevni plasmy na vybrané dostupné nano- a mikro-
vlakenné materialy a s tim spojend analyza adsorpce. Porovnani vysledki kvantifikace
adsorbovanych proteinli mezi zvolenymi materialy, s vysledky z dostupné literatury
a také s pfipadnymi daty o bunécné adhezi a proliferaci by mélo byt vyuzito k vybéru

vhodnych materidlt pro jejich aplikace.
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Teoreticka cast

1 Scaffoldy ve tkanovém inzenyrstvi

Mezi obory moderni mediciny nabyva stale vice na vyznamu tkanové inzenyrstvi. Ten-
to interdisciplinarni obor kombinuje znalosti (nano)technologie a biologie ve snaze do-
sahnout obnoveni, ndhrady, ¢i uzdraveni poSkozenych lidskych i zvifecich tkani.[6]
K dosaZeni zminénych cilli se vyzkumnici zamétuji pfedev§im na tf1 zdkladni aspekty,

tzv. triadu, tkanového inzenyrstvi: bunky, biomolekuly a tzv. scaffoldy.

Scaffold je pojem pro biomaterial poskytujici oporu bunikam pfi tvorbé tkéani.[6]
Struktura ¢asto polymerniho charakteru podporuje adhezi biomolekul a naslednou ad-
hezi a proliferaci bunc¢k. Pro pouZiti takového materidlu se uplatituji dva nejslibnéjsi
piistupy tkanového inzenyrstvi.[7] Prvni z nich vyuziva bun¢k odebranych z ptislusné
tkédn€ poranéného jedince a vhodnych syntetickych 3D scaffoldd. Buiiky jsou po odbéru
prekultivovany na scaffoldu, ktery buitkdm poskytuje porézni strukturu k proliferaci
a tvorbé extracelularni matrice (ECM). Scaffoldy pro tento ucel jsou biodegradabilni
a degraduji v souladu s rychlosti proliferace bunék.[7] Po implantaci prekultivované¢ho
materidlu na postizené misto pak rychlost degradace materialu zaroven reguluje rust
bunék. Druhy ptistup pracuje s acelularnimi 2D nebo 3D scaffoldy dodavajicimi na za-
sazené¢ misto podplurné biomolekuly a funk¢éni skupiny (tzv. bioaktivni scaffoldy). Ma-
teridl je implantovan ihned po zranéni a jeho cilem je pfipravit vhodné podminky
pro obnovu okolni tkan¢ piimo v daném misté, kde tvoii platformu pro proliferaci bu-
n¢k. Materidlem dodané biomolekuly a funkéni skupiny pak maji za ukol naldkat
na postizené misto co nejvice progenitorovych bundk k usp&iné obnové tkang. Casta je

1 kombinace obou pristupil.

V misté¢ implantace scaffold plni predevsim funkci zastupce extracelularni matri-
ce.[6, 8, 9] Pro vybér vhodného scaffoldu je tak ur€ujici, jak dobie dokdZze ECM svy-
mi vlastnostmi imitovat.[6] Samoziejm¢& zalezi také na typu tkang, jejiz vlastnosti
je zamér napodobit.[10] U m&kkych tkani je pozornost zamétena predevsim na tzv. bio-
degradabilitu materidlu, tedy dobu, po kterou je material schopen udrZet si pivodni
vlastnosti a tvar v prostfedi organismu. Pribéh degradace materialu by u mekkych tkani
mél odpovidat tomu, jak organismus postupné nahrazuje scaffold za ptirozenou ECM.

Také je nevyhnutelné znat produkty, které se uvoliiuji pfi degradaci materialu do okolni
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tkan¢, protoze tyto latky by nemély byt toxické a také by nemély negativné ovliviiovat
proliferaci bunék. U tvrdych tkani pak naopak pozadujeme, aby materidl byl pokud

mozno nedegradabilni.

Kromé jiz zminéné architektury a biodegradability materidlu jsou dutlezité
pro funkci materidlu také dal$i jeho charakteristiky, pfedev§im mechanické vlastnosti
a biokompatibilita. Scaffoldy v misté poskozeni pomahaji v udrzeni mechanické a tva-
rové stability, stejné jako ECM v neposkozené tkani. Mnohé typy bunck dokazi vycitit
rizné materialové a povrchové vlastnosti scaffoldu, jako je napt. tuhost, hydrofobicita,
rozm@ry, polomér zaktiveni, naboj, sterické efekty svrchni vrstvy a dalsi,[4, 6] a upravi
podle nich sviij tvar, morfologii, miru adheze nebo proliferace, ptipadné vyvolaji nega-

tivni odezvu, ¢i zanou proces fizené nebo nefizené bunécné smrti.

Pro provéteni biokompatibility materialu jsou prvnim krokem in vitro testy cyto-
toxicity,[11] Casto pak ndsleduji testy adheze a proliferace bunék.[12] Sleduje se
napt. metabolicka aktivita bunck, tvorba monovrstvy pokryvajici materidl nebo tieba
tvorba mezibunécnych kontaktti, hlida se vzdy jakékoliv negativni odezva. V posledni
dob€ se pozornost obraci také k fenoménu tzv. proteinové adsorpce, resp. proteinoveé
korony.[4] Po umisténi materidlu do kontaktu s fyziologickym prostiedim organismu,
napt. po injekci nanocastic do krevniho fecisté nebo po implantaci scaffoldu na misto
poskozené tkan¢ se ihned na material navaze urCitd Skéala proteini z dané¢ho prostiedi,
které takto mohou nabyt zménéné konformace, ptipadné tak pozménit 1 svoji funkci,
¢i aktivitu.[4, 13] Utvoteny proteinovy obal nasledné ovliviiuje interakce bun€k, presné-
ji membranovych proteinti a receptorti, s materialem a s tim spojené chovani bunék

v blizkosti sledovaného materialu.

1.1 Materialy pro scaffoldy

Od poloviny 80. let, kdy se pojem tkanové inZenyrstvi zacal objevovat, bylo vyvinuto
znaéné mnozstvi nejriznéjSich materiali, ze kterych maji vyzkumnici na vybér
pti vyvoji nového scaffoldu.[6] K dosazeni vhodnych vlastnosti scaffoldu pro zvolenou
aplikaci mohou byt uplatnény jak materidly piirodniho, tak i syntetického charakte-
ru.[14] Dosud se prosadily predevS§im materidly keramické, kovové, ¢i polymerni.
V ortopedické praxi se velmi osvédCily materidly z nerezové oceli, slitin kobaltu ne-
bo titanu, ptipadné keramiky na bazi oxidu hlinitého, oxidu zirkonicitého, fosfore¢nanu

vapenatého, nebo tzv. bioskla. Pomoci uvedenych materiala i jejich kombinaci 1ze u€in-
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n¢ nahradit poSkozené tkané kosti, ¢i chrupavek. Pro rigidni tkdn¢ z nich lze vybrat
jak bioinertni materialy, tak povrchové bioaktivni materidly zejména v oblasti keramik
a zcela v oblasti keramik pak i bioresorbovatelné (degradabilni) materidly. Takové ma-
terialy vSak jsou jiz velmi vzacné, krom toho také zpracovatelnost podobnych materiali

je limitovana.[15]

Vhodné pro mékkeé tkané€ a Iépe bioresorbovatelné se tak ukéazaly byt zejména ma-
teridly polymerni.[14] Pfirodni polymery, napf. glykosaminoglykany, chitin, chitosan,
kolageny nebo skrob, dokazi pfirozené velmi dobie imitovat ECM, maji proto vyuziti
zejména na obnovu chrupavek, kosti, kiize i nervii. Maji vSak také fadu nevyhod. Ziska-
né materialy se Casto velmi 1i$i svymi vlastnostmi zdroj od zdroje, problémy trpi také
jejich nasledné zpracovani, naptiklad nemusi byt snadné je rozpustit nebo roztavit, ta-
ké biodegradabilita se muize liSit pacient od pacienta. Syntetické polymery piedci
ty ptirodni pfedevsim svoji modifikovatelnosti. Lze tak dosdhnout vhodnych mechanic-
kych vlastnosti pro danou aplikaci a stejné tak Ize obejit 1 dal§i zminéné nevyhody pti-

rodnich materiala.

1.2 Polymerni materialy

V oblasti syntetickych polymernich materidld jsou rozsifené zejména poly-a-
hydroxyestery, polyanhydridy nebo polyorthoestery.[10, 14] Zatimco mezi nedegrada-
bilni jsou fazeny polymery polyethylen (PE), polyethylentereftalat (PET), dale varianty
polyethylenoxidu (PEO, PEG) nebo polytetrafluorethylen (PTFE), mezi bioresorbova-
telné polymery pak patii pravé poly-a-hydroxyestery, kyselina polyglykolova (PGA),
kyselina polymlécna (PLA), polydioxanon (PDO), ¢i poly-e-kaprolakton (PCL). Zmi-
néné materialy maji Casto desitky let trvajici historii uplatnéni v medicinské i potravi-
natské praxi. Dilezitou skupinu pak predstavuji i jejich kopolymery. Upravou poméru
jednotlivych monomert kopolymeri lze dosdhnout riizné rozpustnosti, krystalinity

1 degradability.[14]

Oproti jinym bioresorbovatelnym materialim je kyselina polyglykolova, stejné
tak jako jeji homopolymery, vysoce krystalicka. Na zakladé toho neni rozpustnd ve vét-
Sin€ organickych rozpoustédel. Naopak kvali hydrofilicité ztraci svoje mechanické
vlastnosti jiz béhem 2 tydnl a mize byt kompletné rozloZena jiz béhem 4 tydnd po im-

plantaci. Je také velmi tepelné stabilni a vykazuje dobré chovani pfi taveni.
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Strukturné 1 zpisobem ptipravy blizka kyselina polymlé¢na je dosud nejbéznéji
vyuzivany synteticky biomaterial. Od PGA se vSak odliSuje svymi vlastnostmi kvili
methylové skupin€ na alfa uhliku, kterd ji déld chirdlni. Kyselina poly-L-mlé¢na
(PLLA) je tak semikrystalickd s relativné vyssi tvrdosti, stejné tak kiehkosti.[14, 16]
Naproti tomu kyselina poly-DL-mlé¢na (PDLLA) je amorfni pruhledny material, de-
graduje ale rychleji nez PLLA, hydrolyza miize trvat 2—12 mésici v zavislosti na stupni
molekulové hmotnosti, krystalinity, ¢i na ptfimésich. RlUznych rychlosti degradace
Ize dosédhnout také spojenim zminénych materiali v amorfnim kopolymeru poly-laktid-

co-glykolove kyseliny (PLGA).

Struktura homopolymeru poly-e-kaprolaktonu (PCL) obsahuje pét nepolarnich
methylenovych skupin a jednu polarni esterovou. Je tudiz semikrystalicky, vyznacuje se
elastickymi vlastnostmi, ¢imZ se pfibliZzuje polyolefinim. OvSem kviili zminéné polarni
skuping je biodegradabilni. Doba degradace samotného homopolymeru miZe dosahovat
24 mgsicl, ztoho divodu byly syntetizovany kopolymery s kyselinou poly-DL-
mlécnou nebo poly-L-mlé¢nou poly-laktid-co-kaprolaktony (PLCL) v raznych pome-

rech.

V zévislosti na poméru kopolymeru PLCL lze obdrzet rizné vlastnosti, od mek-
kych a lepkavych materialti pres rizné elastické a plastické az po tuhé voskovité.[16,
17] Kvili takovéto modularité¢ naléza PLCL vyuziti jak v medicinskych aplikacich,

tak napt. jako ztuzovadlo.

Kwvili nepolarnim skupindm je povrch PCL hydrofobni, coz zhorSuje podminky
k adhezi buné€k.[18] Tato vlastnost je povazovana za jednu z nejvetsich nevyhod tohoto
materidlu. VhodnéjSich vlastnosti pro adhezi a proliferaci bun¢k lze dosdhnout pomoci
tzv. blendl. Pred piipravou vlaken se do vstupni smési primisi prekurzor hydrofilniho
materidlu. Toto lze provést napf. s polyethylen glykolem (PEG), polyvinyl alkoholem
(PVA), zelatinou, kolagenem,[18] kyselinou polymléénou (PLLA)[19] nebo poly-
laktid-co-kaprolaktonem (PLCL).[20, 21]
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Tabulka 1: Souhrn informaci o zakladnich materialech / skupiniach materiali pro scaffoldy[22]

Skupina

Pfednosti

Slabiny

i

kyselina

hyaluronova

biokompatibilni, mechanicky
odolnd, stimuluje bunéénou
¢innost a tvorbu ECM, elas-

tickd, hydratujici

viskdzni

chitosan

uhlovodiky

biokompatibilni, biodegra-
dabilni, malo imunogenni,
antimikrobidlni, antioxiduji-
ci, stimuluje imunitni ode-
zvu, srazeni krve a produkeci

ECM

Spatné rozpustny ve vo-
d¢, degraduje pomalu

a nekontrolovatelné

alginat sodny

nizkonakladovy, biokompa-
tibilni, biodegradabilni, ma-

lo toxicky, neimunogenni,

malo propletené fetézce,

bunkam cizi

=
3
2 stimuluje imunitni odezvu
D%
e < o
a buné¢nou ¢innost
zelatina biodegradabilni, neantigenni, | Spatn¢ rozpustna ve vo-
stimuluje imunitni odezvu d¢, horsi mechanickeé
vlastnosti
vlakenné vyborné mechanické vlast- za urc¢itych podminek
hedvabi nosti, kontrolovatelna biode- | slabsi mechanicka pev-
>
g .
B gradace, propustné, nost
S . . x "
8, stimuluje bunéénou ¢innost
kolagen malo antigenni, biokompati- | ldmavy béhem degrada-
bilni, stimuluje bunécnou ce
¢innost, v Case stabilni
a biomechanicky pevny
0 o > PLA biodegradabilni, dobré me- lamava, hydrofobni, ma-
< R4 5}
L © C 1 . . .1
5 E 7 chanické vlastnosti, obnovi- | lo krystalicka
= >
S E = . . f1oar
» B & telna, univerzalni, snadno
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zpracovatelna
PLGA kontrolovatelna degradace, malo tvarna, vysokona-
smacivost a jiné mechanické | kladova, mala bunécna
vlastnosti, rozpustna afinita, nevhodna
v mnoha béznych rozpousté- | pro transport 1é¢iva
dlech
PCL pruzny, dlouhodob¢ odolny, | pomalu degradujici, ma-
vysoce krystalicky lo mechanicky pevny,
hydrofobni
PEG vysoce biokompatibilni, cit- | nebiodegradabilni, ne-
livy na rtizné fyzikalni imunogenni, neantigen-
a chemické podnéty, neut- ni, mozny kontaktni
ralni, rozpustny v mnoha alergen
E organickych rozpoustédlech
t‘g a vodé
z . . .
ﬁg PVA pruzny, prudusny, absorbuji- | nebiodegradabilni, Spat-
7 ci vodu né mechanické vlastnosti
PVP snadnd a Cista syntéza, niz- nebiodegradabilni, Spat-
konékladovy, meékky, absor- | né mechanické vlastnosti
bujici vodu

Vyhodou blendti i kopolymerti navic je, ze kazda slozka mize jinak interagovat

s okolnim prostiedim a tak se mize snaze podaftit imitovat dvé zékladni slozky ECM,

proteoglykany a kolageny.[8] PCL i1 na ném zaloZené blendy ¢i kopolymery byvaji

pro vySe zminéné diivody povaZovany za excelentni materialy co se adheze a polymera-

ce bunék a tedy 1 obnovy tkani tyce.[18, 23] Obdobné jsou na tom podle dostupné litera-

tury 1 materidly zalozené na PLA.[23, 24] Pilarek et al. naptiklad vyzdvihuje rychlost

osazeni vlakenného materidlu z PLA buiikami a vysokou miru jejich proliferace

na ném.[24] Sangsanoh et al. podobn& na zakladé testli bun¢k periferni nervové sousta-

vy krys oznacuje PCL a PLA jako jedny z nejlépe adherujicich materiali v porovnani

s nékterymi dalSimi, napfiklad poly-3-hydroxybutyratem (PHB) nebo chitosanem,
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a to jak vldkenné, tak vrstvy.[23] Koepsell navic zmiiuje vyrazny pozitivni vliv shodné
orientace vlaken PCL na adhezi a proliferaci bunék naznacujic, ze mikrostruktura vla-

kenného materidlu ma v tomto ohledu vyrazny vliv.[25]

1.3 Metody pripravy vlakennych materialt

Jak jiz bylo naznaceno, polyesterové vlakenné materialy svymi vlastnostmi a rozméry
dobte simuluji strukturu i funkci ECM.[10, 18] K jejich ptipravé bylo dosud vyvinuto
mozstvi metod.[10, 26] Mezi béZné patii napt. drawing, fazova separace, molekularni

self-assembly, Sablonova syntéza, melt-blown, forcespinning nebo elektrospinning.

Drawing, jak jiz nazev naznacuje, oznacuje taZeni jednotlivych vlaken z tekuté fa-
ze.[10] Vldkno vznikd tahem mikromanipulatoru z kapky roztoku nebo taveniny.
Pti vytaZeni vlakna dojde k jeho tuhnuti a uvolnéni rozpoustédla, ¢imZ vznikd pevné
vlakno. Takto je mozné piipravit shodné orientovand vladkna ¢i rizné kiizené vzory,
vhodné k adhezi a proliferaci bun€k, obtizng;si je vSak uplatnéni metody v sériové vy-

robe.

Pti fazové separaci dochazi k oddéleni dvou fyzikalné odlisSnych fazi. Zakladni
homogenni faze je pti této metode zchlazenim preménéna v gel. Po vyméné stavajiciho
rozpoustédla za rozpoustédlo s odliSnymi vlastnostmi dochazi k tvorbé vlakenné sit¢.
Po odebrani rozpoustédla pomoci dalSiho ochlazeni a nasledné desublimace je ziskana
vlakenna, ¢asto nanovldkenna, porézni 3D struktura velmi podobna struktute kolagenu

v ECM.[19, 26, 27]

Metodou self-assembly lze ziskat pomérn¢ dobré nanovldkenné materialy.[10]
Na zaklad¢ elektrostatickych, hydrofobnich, nebo tfeba van der Waalsovych interakei,
iontové sily prostiedi nebo pH prostfedi se molekuly samostatné skladaji ve vlakennou
strukturu. Je takto mozné docilit nejriiznéjSich slozenych struktur a tvarti, listovitych,
kulovitych, ty€inkovitych, diskovitych nebo kanalkovitych.[27] Bézné se k jejich pfi-
pravé vyuzivd peptidovych amfifilii, strukturalné zaloZenych na kolagenu, jsou tedy

1 svoji primarni strukturou piibuzné ECM. Metoda je vSak velmi ndro¢na na provedeni.

Presné definované tloustky vlaken lze dosdhnout pomoci tzv. Sablonové syntézy.
Roztok polymeru je protlacovan pfes membranu s definovanymi otvory. Vldkna vznika-
Jji zachycenim protlatené¢ho materidlu ve srazeci lazni. Velmi podobnou je metoda melt-
blown, kdy je tavenina polymeru vytlacovana z trysek za podpory proudu horkého

vzduchu. Ten napomaha prodluZzovani a zuZzovani vzniklych vlédken a také jejich tuhnuti

18



a unaseni na kolektor. A¢ je tento zptisob vhodny pro primyslovou vyrobu, takto vznik-
1a vldkna bézn¢ dosahuji vyssich primért v fddu mikrometrd.

Na bazi odsttedivé sily je zalozena tvorba vldken pomoci tzv. forcespinningu.
Do otacejiciho se dutého disku ¢i valce s otvory, tzv. spinerety je rovnomérné dodavan
roztok nebo tavenina polymeru. Odstfedivou silou jsou ze spinerety jiz tahdna vlakna
a zachytavana na okolo umistény kolektor. Velikost vlaken pak zavisi zejména na rych-
losti otaceni, ale lze ji také ovlivnit teplotou nebo jinym typem kolektoru. Metoda

je pro svoji jednoduchost a vytéznost oblibenou.

Elektrospinning (téZ elektrostatické zvlaknovani) je povazovan za nejvice spoleh-
livou a cenové dostupnou metodu k ptipravé vldkennych materiald.[18] Obdobné ja-
ko vlakna ptipravena fazovou separaci tvoii vlakna pfipravena pomoci elektrospinningu
strukturu velmi podobnou ECM, podporujici proteinovou adsorpci a tak i adhezi a proli-
feraci bun¢k.[19] Touto metodou vSak nelze snadno dosahnout 3D struktur a problema-
ticka je 1 z hlediska velikosti porti. Na polymerni roztok nebo taveninu je pii této
metod¢ aplikovano vysoké napéti, které zajisti vytvoteni trysky z povrchu roztoku ne-
bo taveniny, tzv. Taylorova kuzelu.[10] Po dosaZeni kritické hodnoty napéti kuzel vyus-
ti vtzv. bicujici vladkno, které je koronovym vybojem elektrického vétru unaseno
na kolektor. Behem putovani vldken na kolektor jsou vldkna zbavena rozpoustédla

a tak 1 neutralizovéna, u vlaken z taveniny je nutné naboj z vlaken odvést.

Varianty elektrospinningu lze obecné rozdélit na jehlové a bezjehlové.
Pti zvlaknovani z jehly nebo vice jehel se tvoii Taylorovy kuzely z hladiny na hrotu
jehly. Parametry jehly a ptipadnym sestavenim vice jehel dle urcitého vzorce a do urci-
tych vzdalenosti 1ze modifikovat parametry vyslednych vlaken a materialu. Varianty
bezjehlového zvlakinovani zahrnuji zvlaknovani z volné hladiny, ale mohou vyuzivat
také elektrod ve tvaru valce, struny, kuzelu, disku, sitky aj. z ditvodu ztenceni hladiny
k podpote tvorby Taylorovych kuzelid. Mimo elektrod lze k tomuto Gcelu vyuzit také

bublin vytvotfenych foukanim vzduchu na volnou hladinu, tzv. bubble-elektrospinning.

Variant elektrospinningu je kvili jeho jednoduchosti a popularité velké mnoz-
stvi.[10] Dalsi z variant je napiiklad pouziti stfidavého napéti. Pti stfidavém napéti nej-
sou vlakna zachytdvana na nabity kolektor, nybrz jako kolektor slouzi neutralni okolni

prostiedi, napt. vzduch. Takto je mozno dosahnout vys$si produkce vlaken. Pii metodé
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zvané elektroblowing jsou podobné jako u melt-blownu vldkna prodluzovana proudem

vzduchu, coz podporuje tvorbu vlaken z n¢kterych materialt, napt. pryskytic.

Koaxialni elektrospinning vyuziva dvou a vice ruznych vychozich latek k tvorbé
kompozitnich vlaken. Zékladni zvldknitelna slozka by v takovém ptipadé méla obalovat
dalsi slozky, které nemusi byt zvlaknitelné. Uvadi se, ze se jedna o bikomponentni
vlakno tvofené strukturou jadro-plast. Je vSak mozné dosdhnout i dutého vlakna,
napt. vymytim vnitfniho ve vod€ rozpustného materidlu vodou. Avsak hlavni vyuziti
takovych vlaken je ke zvlaknéni materialii, které nelze zvlaknit béznym zptisobem ne-
bo je tento ukon jinymi metodami ndaro¢ny. Piipadné se tato metoda pouziva
1k inkorporaci (bio)aktivnich latek, které napt. v misté aplikace mohou poskytovat
buiikdm Ziviny nebo 1é¢ivou latku. Obdobné jako u core-shell nanocastic, 1u koaxidl-
nich nanovladken je mozné poté fizen¢ uvolnovat inkorporovanou slozku, je tedy vyhod-

né takto pfipravena vlakna vyuZit klinicky.

1.4 Charakteristika vilakennych materialu

K charakterizaci vldkennych materiali Ize v dostupné literatuie nalézt fadu analytickych
1 biochemickych metod. Zkouma se jak fyzikalné-chemickd a morfologicka stranka ma-
teridlti, jako je analyza funk¢nich skupin, drsnost povrchu, smacivost ne-
bo degradabilita, tak biochemicka stranka, zejména biokompatibilita, proteinova

adsorpce, bunécna adheze a proliferace vcetné cytotoxicity a bunééné morfologie.[28]

Zakladni informace o morfologii materialu bézn¢ poskytuje metoda skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM).[28-31] Elektronové mikroskopy vyuzivaji interakce
paprsku elektrona s elektronovym obalem atomil na povrchu vzorku. Vzorky je tfeba
pied analyzou upravit na vodivé napi. pozlacenim. Z analyzy lze vy¢ist informace ku-
ptikladu o priméru a distribuci vldken, metoda také mize byt rozsitena o detekei sloze-
ni vldken nebo jejich krystalinity. Topografii vzorku lze déale zkoumat pomoci
mikroskopie atomdarnich sil (AFM),[28-30] kterd spociva v analyze povrchu vzorku
na zaklad€ interakce s hrotem analyzatoru. Oproti metodé SEM lze navic ziskat infor-

mace o drsnosti povrchu a velikosti pori v ném.

Porozita mize byt dale zkoumana 1 pfi analyze specifického povrchu materia-
lu.[32—-34] Pro obé& vlastnosti materidlu se bézné¢ vyuzivd metod chemisorpce inertniho
plynu, napf. dusiku nebo kryptonu. Zpracovani vysledkil je pak provadéno Brunauero-

vou—-Emmettovou—Tellerovou metodou (BET) davajici informaci o specifickém po-
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vrchu a Barrettovou—Joynerovou—Halendovou metodou (BJH) popisujici informace

o porozit¢, velikosti a tvaru pord.

Pro biomedicinské aplikace miize byt uzitecnd znalost mechanickych vlastnosti
materialu.[30, 31] Ke zjisténi mechanické odolnosti, stability a trvanlivosti je material
testovan pomoci vice zpiisobt rizného namahani. Pracuje se s analyzou napf. tlakovych
nebo tahovych deformaci, sleduje se také poskozeni nebo prodlouzeni vlaken. Hojné
vyuzivana informace o smacivosti materidlu. Ke zjisténi smacivosti povrchu je vyuzi-
vano goniometrické analyzy ptisedlé kapky.[28-30] ZjiSt'uje se kontaktni uhel kapky

referen¢niho rozpoustédla, napt. vody.

Pfi studiu proteinové adsorpce nebo biokompatibility je vhodna také chemicka
analyza funk¢nich skupin na povrchu materidlu. Kromé vySe zminéné metody SEM
se mezi b&Zné metody fadi napf. infradervena spektroskopie (IC), ultrafialova-viditelna
spektroskopie (UV-VIS) nebo treba rentgenova fotoelektronova spektrosko-
pie (XPS).[28-30] VSechny tyto metody pfi analyze detekuji interakce atomti nebo va-

zeb mezi nimi s dodanym svazkem zateni.

Fyzikalné-chemické vlastnosti materidlu jsou pak casto davany do vztahu s bio-
kompatibilitou materidlu. Kromé proteinové adsorpce, kterou se zabyva tato prace,
je mozné se bézné setkat s testy bunécné adheze a proliferace na materidlu, stejné tak
jako stesty cytotoxicity, vlivu na bunéfnou morfologii a metabolické procesy bu-
n¢k.[28, 31] Pii téchto testech se provadi vystaveni materialu specifické linii (specific-
kym liniim) bunék a sleduje se jejich reakce jak v kratkodobém métitku (prvni kontakt,
osazeni povrchu), tak v dlouhodobém (metabolismus, funkce, imrtnost, degradace ma-
teridlu). Pii testech je tieba se vyvarovat kontaminaci (jak chemické, tak mikrobidlni)
a vlivim okolniho prostiedi (vykyvy teploty, pH, zafeni), testy tak jsou provadény
za specifickych podminek a s vyuzitim specifickych postupll. Na tyto tzv. in vitro testy
pak navazuji i in vivo testy na vybranych organismech dle potfeby pro predpokladané

vyuziti materidlu.

2 Proteiny

2.1 Proteiny krevni plasmy

Proteiny krevni plasmy (také proteiny krevniho séra) ptredstavuji jednu z jejich klico-

vych slozek,[35] jsou tak hlavnimi modelovymi proteiny pro studium proteinové ad-



sorpce. Vyskytuji se mezi nimi jak jednoduché, tak komplexni proteiny a proteiny slo-
zené z vice soucasti. Zdravi dospéli 1lidé maji mezi 6,5 az 8,4 % proteini na 100 ml kr-
ve. Slozeni smési proteini v krvi se vSak odviji od zdravotniho stavu pacienta
a genetickych predispozic. Proteiny krevni plasmy tak mohou byt brany jako diagnos-

tické/prognostické métitko tykajici se zdravi organismu.

K dnesnimu dni bylo identifikovano pies 3 700 proteint krevni plasmy.[13] Pte-
vazna vétsina z nich se v ni vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi a jedna se o pod-
skupiny téch hlavnich.[35] Pfesto jsou pro spravnou funkci organismu nepostradatelné.
Casto jsou produkovany v jatrech a na funkénosti jater zavisi. Podle hybnosti pii elek-

troforéze se deli do skupin a, B avy.

Albumin je nejvice zastoupeny protein lidské krevni plasmy.[35-37] U dospélych
lidi zaujima 50-70 % vSech proteint krevni plasmy, jeho pfirozena koncentrace je mezi
35 a 55 mg/ml. Jedna se o globularni protein sloZeny ze 610 aminokyselin v jediném
fetézci peptidi. Je produkovan v jatrech a v ptipade jejich poskozeni a jeho snizené
produkce stoji za vicero poruchami krevniho ob¢hu. Jeho zékladni funkei je vyrovnava-
ni osmotického tlaku v cévach a udrzovani obsahu vody v krvi. Kviili svoji velikosti,
resp. molekulové hmotnosti 69 kDa nemuze prochazet kapilarami endotelu, zlistava tak
piedevsim v krevnim fecisti. Zde také napomdha transportu nejriznéjSich zivin, ionta
a hormont, stejné tak jako 1éCiv. V proteinové adsorpci se albumin, at” uz z lidského
nebo hovéziho séra, pouzivd zejména pro jeho vysoké zastoupeni v plasmé a tudiz vel-
mi pravdépodobny vyskyt v blizkosti implantovaného materialu. Velkou roli hraje také

Siroké pole védeckého poznani tohoto proteinu.

Globuliny jsou skupina dalSich globularnich krevnich proteinti. Oproti albuminu
jsou htife rozpustné ve vod¢ a také maji vétsi molekulové hmotnosti, 90—1 300 kDa. o,
globuliny poméhaji transportu latek, 1é¢iv, hormont, enzymi, zaroven chrani organy
pfed plisobenim téchto latek. Jsou béZnymi markery nejriiznéjSich onemocnéni
od tumort, pfes zandty jater az po plicni onemocnéni. Vyznamnymi zastupci jsou gly-

koprotein, fetoglobulin nebo antitripsin.

oy globuliny jsou Casto spojovany s transportem kovovych prvkil v cévach. Ceru-
loplasmin je zodpovédny za uchovavani a transport médi, na kazdou molekulu proteinu
je vazano osm jejich atomi. Kvili tomu se také ucastni mnoha procesti spojenych

se zménou oxida¢niho ¢isla nejriznéjSich ionth kovil v krvi, napt. i Zeleza. Haptoglobin
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je zase spojovan se spravnou funkci hemoglobinu. Na ten se vaze a zabraiiuje tak napfti-
klad jeho uniku mocovymi cestami nebo jinymi membranami v organismu. Zaroven

pusobi jako antioxidant a chrani butiky pied poskozenim ionty Zeleza.

B globuliny téz napomahaji ptenosu zZeleza v krvi. Glykoprotein transferin je pfi-
mo zodpovédny za transport zeleza na tvorbu hemoglobinu. Obdobné jako albumin
je tvofen jedinym slozenym fetézcem, obsahuje vSak dva zelezité ionty. Je spojovan
s imunitou organismu a hladina jeho vyskytu ukazuje na nejriiznéjsi poruchy krvetvor-
by. Podobny hemopexin se siln¢ vaze na hem, slozku hemoglobinu, ¢asto v poméru 1:1.
Ve vztahu k bunkdm ma podobné vlastnosti jako haptoglobin. C-reaktivni protein
se vaze na specifické polysacharidy na povrchu mrtvych bunék nebo bakterii. Je zodpo-
védny za imunitni odezvu organismu, protoZe aktivuje makrofagy a T-lymfocyty. By-

va oznacovan za spolehlivy marker virovych i bakterialnich onemocnéni.

Imunoglobuliny jsou Sirokou skélou y globulini bézn¢ produkovanych krevnimi
buiikami. Déli se na pét skupin IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. Jedna se o protilatky potiebné
pro nejriiznéjsi procesy v krvi, imunitni nebo tfeba aktivaéni. V ptipadé tumoru krev-
nich bun¢k se mezi nimi objevi tzv. Bence Jonestv protein, bézné se nevyskytujici pro-
tilatka slozend pouze z ¢asti imunoglobulinového peptidického fetézce, ktery

je vyuzivan jako marker.

Fibrinogen je protein spojeny se srazenim krve. Jedna se o prekurzor fibrinu, slo-
zeny ze Sesti peptidovych fetézci spojenych dvéma sulfidickymi mustky. Svoji moleku-
lovou hmotnosti 350-450 kDa pfevySuje ostatni proteiny, avSak na rozdil od vyse
jmenovanych se jedna o fibrilarni protein. Délka k tloust’ce jeho struktury je v poméru

20:1. V krvi se vyskytuje v koncentraci 2—4 mg/ml.

Tabulka 2: Souhrn informaci o zakladnich proteinech / skupinach proteinii lidské krevni plasmy(35, 38, 39]

Koncentrace | Molekulova
) Rozpustnost
Skupina Tvar v plasmé hmotnost Funkce
ve vodé
[mg/ml] [kDa]
Albumin 35-55 69 Osmoticka
., funkce, trans-
globularni (hovézi 67) | 1ozpustny
port latek, pro-
teinova rezerva
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Globuliny 25-35 90-1 300 viz nize

a; globuli- 14 45-200 Transport latek,

ny inhibitory en-
zymu

o globuli- 4-8 30-820 Transport latek,

ny inhibitory en-
zymi, komple-
mentarni
faktory

B globuliny 5-12 80-3200 nerozpustné | Transport latek,
komplementarni
faktory

vy globuliny 7-15 150-900 Protilatky, imu-

ToA 1525 180 nitni odezva,
aktivace proce-

IgD pismene | 0,03 150 sti, markery

IgE Y 1-7x10%  [200

IgG 6-16 150

IgM 0,6-1,79 900

Fibrinogen | fibrilarni | 24 340450 rozpustny | Koagulace

2.2 Dalsi modeloveé proteiny

V proteinové adsorpcei se bézné pouzivaji i jiné modelové proteiny, nez proteiny krevni

plasmy. Kromé albuminu se velmi Casto pracuje také s lysozymem, enzymem savcl

1 ptak(.[40—42] Tento globularni protein je relativné mens$i se 129 aminokyselinami

a molekulovou hmotnosti ptiblizné 15 kDa.[43, 44] Vyskytuje se v kostech, chrupav-

kach a vajecnych bilcich. Je zndmy svym antibakteridlnim vyznamem, katalyzuje totiz

rizné rozkladné hydrolytické procesy na povrchu bakterii a bun¢k. Také se jedna

o velmi dobie védecky prostudovany protein, je zndmy pro svoje protirakovinotvorné

ucinky a antimikrobidlni Gi€inky.[45 s. 15]
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Ve vajeénych bilcich se také vyskytuje ovalbumin, historicky prvni izolovany
protein v Cisté formé, ktery zaujiméa 54—58 hm. % vajecného bilku[45 s. 15, 46]. Sklada
se z 385 aminokyselin tvoficich monomerni fosfoglykoprotein. Jako zastupce serpind,
enzymu protedz, je zndmy svymi antimikrobialnimi, protimutagennimi, antioxida¢nimi

a protirakovinotvornymi ucinky.

Ze syrovatky kravského mléka je ziskavan a-lactalbumin.[47, 48] Tento protein
vyskytujici se v mléce savcl stoji za syntézou laktoézy a je tak potiebny pii vyzivé je-
jich mlad’at. Je téZ vyznamnym zdrojem esencialni aminokyseliny tryptofan, zejména
pro naslednou syntézu serotoninu. OvSem 1 u tohoto proteinu lze pozorovat protirakovi-

notvorné uc¢inky. Omezuje déleni bunék a také indukuje bunécnou apoptozu.

Pravdépodobné nejznaméjSim proteinem muize byt inzulin.[49] V metabolismu
nékterych zivoc€ichl hraje daleZitou roli pfi udrzovani hladiny gluko6zy, tzv. krevniho
cukru. Navic vSak napomaha v regulaci proteinti, lipidti, v proliferaci bun¢k aj. Sklada
se ze 110 aminokyselin. Vyskytuje se téZ v krevni plasmé, jeho koncentrace se vSak

pohybuje v jednotkach az desitkdch ng/ml.

Z membranovych proteini Ize jmenovat cytochrom C.[50] Jednd se o relativné
maly tvarem kulaty protein o molekulové hmotnosti okolo 12 kDa. Vyskytuje se
na membran¢ mitochondrii, odkud je snadno ziskavan. Kvili polarnim aminokyselindm
na povrchu je rozpustny ve vodé, avSak ve svém nitru obsahuje i shluk nepolarnich
aminokyselin. U¢elem tohoto proteinu je asistovat jako transportér elektrontl mezi inte-

gralnimi membranovymi proteiny.

Dlouhou historii ve védeckych pracich ma ribonukleaza A.[51 s. 19, 52] Tento re-
lativné maly, presto vSak velmi komplexni protein byl pouzivan uz jako modelovy pro-
tein pro studium proteini samotnych. Je totiz velmi stabilni, a byt je slozen pouze
ze 124 aminokyselin, je konformaéné slozen velmi specificky. Proto slouzi jako dobry
model pro zkoumani skladani proteint. Jeho funkci je katalyza hydrolyzy jednovlakno-

vé RNA.
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Tabulka 3: Souhrn informaci o dal§ich modelovych proteinech / skupinach proteini v proteinové adsorpci[39,
42]

Molekulova
) Rozpustnost
Skupina Tvar hmotnost Funkce
ve vodé
[kDa]
Lysozym globularni | 14,3-14,6 rozpustny Antibakterialni t¢inek,
Ovalbumin serpinovity | 44,545 rozpustny protirakovinotvorny -
nek, imunitni odezva
a-lactalbumin | globularni | 14,175 rozpustny Tvorba laktozy, serotoni-
nu, zasoba energie
Inzulin globularni | 5,808 nerozpustny | Metabolické procesy
Cytochrom C | globularni | 12,4 rozpustny Energetické procesy mi-
tochondrii
Ribonukledza | globularni | 13,7 rozpustna Katalyza hydrolyzy RNA
A

3 Proteinova adsorpce
3.1 Principy interakce krevnich proteinu s materi-
aly

Jak jiz bylo vuvodu zminéno, pii vloZzeni materidlu do fyziologického prostiedi
je material téméi okamzité obalen proteiny.[4, 13, 53] Okolni bunky tedy neinteraguji
pfimo se samotnym materidlem, ale s materidlem pokrytym vrstvou adsorbovanych pro-
teind. Bunky vSak nereaguji pouze na slozeni a uspotadani této vrstvy, ale také na rizné
dynamické zmény, napf. pribéznou vyménu proteini ve vrstvé pii postupném ustavo-
vani termodynamické rovnovahy. SloZeni a uspotfadani vrstvy je pak ovlivnéno povahou
materialu, zejména jeho povrchu, a s tou spojenou afinitou jednotlivych proteinti krevni
plasmy k materidlu. Vzhledem k velkému mnoZstvi riznych proteind v krevni plasmé
(dle Lynche a Dawsona pies 3 700 [13]) lze oc¢ekavat také rizné mechanismy navazani

proteindi na materidl a jejich soupeteni. Z téchto divodi je v literatufe velmi malo uzi-

van pojem ,,vrstva“ proteintl, pouziva se vhodnéjsi termin ,,korona®.
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K povrchu materialu migruji proteiny zcela volné bud’ na zdklad¢ difuze, ne-
bo podle spadu potencidlni energie.[5] V blizkosti materidlu se vSak jiz za¢inaji uplat-
novat termodynamické principy a protein putuje ve sméru spaddu Gibbsovy volné
energie. Entalpicky a entropicky piispévek rovnice 1 pak miize utvaiet vicero déju,
napt. tvorba kovalentnich i nekovalentnich vazeb, pfeskupeni molekul vody na rozhrani
fyziologického prosttedi nebo tieba zmény konformace jak proteinti, tak povrchu sa-

motného materialu.

AGads = AHads - TASadS < 0
Rovnice 1: Skladba entalpického a entropického prispévku v rovnici Gibbsovy volné energie

Protein s materidlem interaguje skrze vazné misto proteinu. Takové misto je vy-
mezené specifickou lokalni vlastnosti proteinu, danou napt. jeho primarni strukturou
v dané doméné. Vaznych mist miize byt v proteinu vice a navazani probiha pomoci nej-
rizngjSich typt interakci.[54] Stabilita vazby proteinu a materidlu pak zavisi na poctu
a sile takovych interakci.[5] Je naptiklad zndmo, Ze hydrofobni materidly vaZzi proteiny
silnéji a ty se naopak hlife desorbuji. Konforma¢ni zmény proteinu Ize ocekavat, prede-
v§im pokud umozni vytvofit dalsi interakci s materialem a snizit tak Gibbsovu volnou
energii systému. Muze se jednat o odkryti za béZnych podminek skrytého vazného mis-
ta, preusporadani vaznych mist diilezité vazné domény nebo pieusporadani katalytické

domény. Rozsah zmén pak zavisi také na vnitini stabilité struktury proteinu.[2, 5, 40]

Zmény konformace se odehravaji u vétSiny adsorpei proteinti na material.[5]
Pti adsorpci na hydrofobni material jsou bézné nevratné, zatimco u hydrofilnich materi-
alt mohou byt vratné po zméné¢ pH nebo iontové sily v roztoku.[40] Konformace pro-
teinli Casto zavisi na okolnich molekulach vody, kterymi jsou proteiny v organismu
za béznych podminek obklopeny a s nimiz kooperuji. U hydrofobnich materiali
tak protein spiSe musi podstoupit konformacni zmény, navic razantnéjsi a v relativné
kratkém Case, coz zpiisobi uvolnéni jeho vnitini stability a moznou ztratu ptivodni funk-
ce. Tyto zmény jsou vSak entropicky vyhodné, protoZze umozni odebrat molekuly vody
z hydrofobniho povrchu materialu a uvolnit napéti v struktute povrchu. V disledku kon-
formacnich zmén tedy mohou byt fyziologické procesy v exponovaném misté materia-

lem ovlivnény a to nejen u proteintl, které s materidlem piimo interagovaly.[5]
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Difusion

Adsorption and dehydration

Denaturation

Obrazek 1: Schematické znazornéni fazi adsorpce proteinu na povrch (angl.)[55]

V souvislosti s proteinovou koronou se ¢asto hovofi o tzv. tvrdé a m€kké koroné
(angl. ,,hard* a ,,s0ft*).[5] Podle jedné ze dvou soupeticich definic téchto terminti mek-
ka korona jiz neinteraguje s materidlem piimo, ale skrze interakce s okolnimi proteiny
(tvrdou koronou). I tyto interakce vSak doprovazi konformacni zmény. Stejné tak ja-
ko konformaéné pozménéné proteiny tvrdé korony odkryvaji dal§i vazna mista pro ma-
teridl, obdobné také mohou odkryvat bézné¢ skryta vaznd mista pro jiné proteiny.
Mohou takto vyvolat fetézovou reakci konformacnich zmén 1 u proteinti, které neintera-
guji pfimo s materialem a umoznit tak vznik atypickych vazeb mezi proteiny, tzv. ne-

specifickych vazeb, které vyvolavaji imunitni odezvu organismu.

Pro fyziologickou odpovéd’ organismu byva za dulezitéjsi povazovana tvrda ko-
rona. Ta je na materidl silnéji navazana a zGstava tak na materialu i po vystaveni ruz-
nym biofyzikalnim procesim nebo fyziologickym zménam prostiedi. Na rozdil
od mekké korony je také mnohem mén¢ proménliva a ovlivnitelna na zaklad¢ okolnich
podminek. V pfipad¢ putovani materidlu organismem svym sloZenim tvrdd korona mi-
mo jiné urcuje, odkud v organismu material pochazi (kde se korona utvoftila). Také mu-
7e zabranovat aglomeraci 1 agregaci materidlu jak se sebou samym, tak s jeho okolim
na zékladé vlastnosti materidlu. M&kké korona nemiize byt piimo izolovéna, jeji zkou-
mani je tak omezeno na Uzké spektrum analytickych metod a proto je oproti ni tvrda

korona mnohem lépe prozkoumana.

Korona na povrchu materidlu vSak neni stala.[5, 40, 56] Neustale zde probihaji
adsorpcni a desorp¢ni déje, u kazdého proteinu odliSné, popsané jako tzv. Vromanlv

jev, né€kdy téz oznacované jako ,,zrani“ korony. U proteinl soupeticich v obsazeni po-
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vrchu materialu hraje roli zejména jejich koncentrace v okolnim prosttedi, jejich schop-
nost difuze na zékladé¢ jejich tvaru a velikosti, ale také schopnost interagovat se samot-
nym materidlem. Desorpéni déje zdvisi na vaznych energiich komplexu material—
protein, piipadn€ vlivu a vaznych energiich komplexti proteinti mezi sebou. Pomér ad-
sorpcni a desorpéni slozky procesu je pro proces klicovy, kvantitativné je pak reprezen-
tovan disociacni konstantou K;. Na zdklad¢ simulaci je uvadéno, Zze rychlé kinetické
slozky adsorpce tvotici tvrdou koronu probihaji v fadu sekund, zatimco pomalé slozky
tvotici mékkou koronu mohou probihat minuty az hodiny. Protikladny proces desorpce
pak dle simulaci operuje v ¢asovych intervalech minut pro mékkou koronu a hodin

pro tvrdou koronu.

Soft Corona

Hard Corona
\ o

Kdesorption /&
Kadsorption Eg

Obrazek 2: Grafické znazornéni tvrdé (,,hard“) a mékké (,,soft“) korony na prifezu 0D nebo 1D materidlem
se znazornénim Vromanova jevu (angl.)[57]

I

Jako prvni se na materidl vazi proteiny s ptiznivymi vlastnostmi pro rychlou ad-
sorpci.[5, 40] Pokud je vSak jejich vaznéa schopnost slabsi, postupem casu je vystiidaji
proteiny pomaleji se adsorbujici, avSak s ptiznivéj§imi vlastnostmi pro dlouhodobou
vazbu na material. Albumin, imunoglobulin G a fibrinogen jsou zndmy jako prvni pro-
teiny vdzané na materidl a tim padem vhodné jako modelové k testim proteinové ad-
sorpce. Podle vlastnosti materidlu jsou poté nahrazovany apolipoproteiny
a koagulacnimi faktory. Svoji roli hraje také teplota okolniho prostiedi ovliviiyjici di-
fuzni chovani proteint,[58] nebo tfeba iontova sila prosttedi,[5, 40] ktera je zodpoveédna
za délku elektrostatickych interakei, tzv. Debyovu délku. Proteiny, jejichZ vazna mista
preferuji Debyovu délku aktudlniho prostiedi k tvorbé vazeb, jsou v této fzi zvyhodné-
ny. Vromanliv jev neustava ani v fadu dni a stale tak ovliviiuje a reguluje fyziologickou

odpovéd’ organismu.
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Kwvili komplexni struktufe proteinu je obtizné predpovédet adsorpéni chovani pro-
teinu ve vztahu k ur¢itému materialu.[40] Proteiny vsak lze alespon obecné d¢lit na tvr-
dé (,,hard) a mekke (,,soft*) na zéklad¢ schopnosti rozvolnit vnitini strukturu pro lepsi
adsorpci na povrch. Pojmenovani nelze zaménovat s pojmy tvrdé a mekké korony. Pro-
teiny oznaCované jako tvrdé podstupuji nejvyse malé konformacni zmény a vazi se vice
na hydrofobni povrchy hydrofobnimi nebo elektrostatickymi vazbami. Proteiny oznaco-
vané jako mé¢kké jsou mnohem poddajnéjsi. U hydrofobnich i hydrofilnich material
rozvolnénim konformace tyto proteiny navys$i entropii systému. Ptispévkem entropii
vSak kompenzuji nové vzniklé elektrostatické interakce a pravé zaniklé interakce pro-
teinu 1 materialu s vodou. Kazdy protein se na zaklad¢ svych vlastnosti vaze na material
jinymi interakcemi, stejné tak na povrchu vytvafi odliSnou strukturu o rizné hustoté

a rizném uspofadani.
3.2 Nanomaterialy a proteinova adsorpce

O proteinové adsorpci se velmi Casto hovoii zejména v souvislosti s nanoc¢asticemi
vpravenymi do krevniho fecisté. Ty jsou spojovany s vyuZzitim v mediciné predevSim
jako nosice léciv. Napfi¢ dostupnou literaturou je také mozné se setkat s proteinovou
adsorpci na hladkych povrsich napt. u kostnich nebo kloubnich nahrad. Ve spojeni
s vlakennymi materialy je ovSem fenomén proteinové adsorpce pomerné méné pro-
zkouman. AC teoretické pozadi ziistava stejné, obor tkanového inzenyrstvi disponuje
materidly se Sirokym spektrem specifickych vlastnosti, které je tieba pti vyzkumu pro-

teinové adsorpce zohlednit.

Dobte zvoleny vldkenny material mize byt v mnoha piipadech vhodnéjsi
nez hladky. Jiz Woo et al. pii svych experimentech se Sirokym spektrem proteinti véetné
albuminu na PLLA ovéfil, Ze porézni material ma mnohem lepsi vlastnosti pro protei-
novou adsorpci nez hladky material.[59, 60] Podle autori je porézni materidl vyhodné&jsi
pro bunécnou adhezi a proliferaci a pro nasledné obnoveni kostni tkan¢. Vicero autort
doslo nasledné ke shodnému zdvéru u nejriiznéjSich kombinaci hladkych a poréznich
materialii. Tuto tezi rozSifuje Mao et al., ktery pii svych experimentech s adsorpci al-
buminu na kopolymery PLGA zjistil, Ze vlakenny porézni material adsorbuje mnohem
lépe neZ porézni material, jehoZ pory jsou tvofeny agregovanymi vlockami.[61] Vla-
kenné struktury obsahujici mikropdry tak jsou podle autor velmi vhodné pro proteino-

vou adsorpci.
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Casiano-Maldonado et al. pak porovnal adsorpci lyzozymu a inzulinu na polysty-
ren a poly(isobutylen-b-styren).[62] Ve svych zavérech v prvni fadé uvadi, ze 1épe ad-
sorbujici jsou materidly s vysokym pomérem povrchu k objemu, piedev§im 3D
materidly. Také vSak uvadi, ze mensi proteiny a hydrofobnéjsi proteiny jako inzulin
tvofi siln€jsi vazby s hydrofobnimi materialy. Mikhaylova et al. pfi srovnani adsorpce
lyzozymu a albuminu na polystyren a hypervétvené aromatické polyestery dosla
k podobnym zavérim jako Casiano-Maldonado et al.,[63] navic je vSak dopliiuje o vy-
raznou afinitu kladn€ nabitého proteinu k zaporné nabitému povrchu. K zajimavému
zavéru se pak dostava Wilson et al.,[2] ktery ve svém review zmifluje, Ze a¢ hydrofilni
povrchy tvofi s proteiny slabsi vazby, proteiny u nich méni konformaci v mnohem men-
S$i mife, a tak nedochazi ke tvorbé neptirozenych nespecifickych vazeb mezi proteiny
v koroné. Takové vazby potom mohou negativné ovliviiovat bunécnou adsorpci a proli-
feraci, slouzi také pravdépodobné jako varovné signdly bunikdm. Na praci Wilsonova
tymu navazuje Wang et al., ktery ve svych pracich zminuje, ze nespecifické vazby
se mohou v krevnim feciSti stat inicidtorem srazeni krve a tvorby usazenin.[26]
Oba autofti ale upozoriuji na odliSnosti ve vysledcich in vitro a in vivo test a predesti-

raji, Ze dosavadni poznatky o proteinové adsorpci nelze brat za bernou minci.

Wanglv tym mimo jiné svoje zaveéry testoval na materidlech PLLA a PLCL dopl-
nénych o kovalentné navazany imobilizovany heparin.[26] Ze je mozné proteinovou
adsorpci pozitivné ovlivnit upravou materidlu, ovéfil i Ma et al.[64, 65] Uspdiné
do PLLA inkorporoval nanocastice hydroxyapatitu a zlepSil tak adsorpci vybranych
proteintt véetné albuminu. Vice autorti oznacuje i oSetfeni materidlu plazmatem ja-
ko katalytické pro proteinovou adsorpci. Sankar et al. naptiklad plazmatem oSetfil na-
novldkenny, mikrovldkenny i kombinovany PCL a nasledné¢ na krevnim séru ovéfil,
7e proteiny lépe adsorbuji.[66] Velmi podobnych vysledki dosédhl Deepthi et al., kte-
ry vlakna PCL pro scaffoldy na obnovu vazivovych tkani doplnil o povlak chitosanu
s kyselinou hyaluronovou.[67] Proteiny fetdlniho hovéziho séra podle autori 1épe ad-
sorbovaly kviili doplnénym sacharidovym funkénim skupindm. Se zajimavou modifika-
ci pro vyuziti v regeneraci tkani jicnu ptichdzi Leong et al., kterému se na povrch
vlakenné PDLLA podafilo dodat nanopory a zvysit tak mnohondsobné adsorpci protei-

ni fetalniho hovéziho séra a adhezi a proliferaci bunek.[68]
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3.3 Analyza adsorbovanych proteint

Proteinovou adsorpci 1ze in vitro analyzovat na zaklad€ adsorp¢ni ¢i desorpéni kiivky,
zmén v konformaci nebo ve specifickych, ¢i nespecifickych vazbach, nebo na zakladé
zmén fyzikélnich vlastnosti, jako je tloustka proteinové vrstvy nebo index lomu.[58]
Testy pak mohou probihat jak pfimo na materialu, tak ve vyluhu.[40] Oba tyto ptistupy
maji sva uskali. Zatimco pfi analyze na materialu ma na vysledky negativni vliv interfe-
rence signalu proteini a signalu materialu, pii analyze po desorpci je tfeba pocitat
s mnoha privodnimi jevy spojenymi s pomocnymi kroky a chemikaliemi. Jedna se na-

priklad o denaturaci proteinti nebo vlivy desorpéniho, ¢i analytického ¢inidla.

Z analyz na povrchu materialu se mezi béZné fadi metoda rezonance povrchovych
plazmonti (SPR).[40, 58] Metoda detektuje zmény v indexu lomu pomoci méfeni eva-
nescencnich vin v blizkosti kovového povrchu. Sleduje se, jak se mé€ni v daném miste
pomér analyzovanych a analyzujicich molekul. Metoda mlzZe byt rozSifena tak,
aby detekovala koncentraci specifického proteinu z krevni plasmy nebo aby poskytova-
la informaci o konformac¢nich zméndch. Ptibuznou optickou metodou je pak elipsome-
trie, ktera také zkouma zménu indexu lomu, konkrétné¢ ve vrstvé proteini
na reflektivnim povrchu.[58] Stejn¢ jako u metody SPR, i tato metoda umoznuje ziskat

informaci o koncentraci a konforma¢nich zménach proteint.

Mimo optickych metod jsou bézné také mikroskopické metody analyzy povrchu.
Jiz zminéna skenovaci elektronova mikroskopie miize byt napt. rozsifena o detekci nej-
ruznéjSich informaci o povrchu a sloZzeni vzorku.[40] Stejné tak Ize proteiny na povrchu
pomoci této metody lokalizovat a urcit 1 lokalni koncentraci a jejich rozlozeni. Podob-
nou metodou je pak mikroskopie atomarnich sil.[40, 58] Tato metoda mize poskytnout
informace o interakcich na povrchu materidlu, nebo tieba o agregaci proteini. M-
ze také poslouzit pro sledovani dynamickych zmén v adsorpci v pribéhu ¢asu. Metoda
je vsak velmi ¢asoveé ndrocnd i1 naro¢nd na provedeni, navic miiZze interagovat se vzor-

kem.

K analyze vyluhu lze naopak vhodné uplatnit spektroskopické a fluorimetrické
metody.[58] Metody jsou zaloZeny na kolorimetrickém urceni koncentrace proteinil
na zaklad¢ interakce s ¢inidlem. Mize byt vyuzivana jak zména reflektované barvy ci-
nidla, tak fluorescencni schopnosti ¢inidla po navazani na proteiny. Mezi zndmé metody

patii napt. Bradfordova metoda vyuZivajici barviva Coomassie Brilliant Blue, metoda
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BCA vyuzivajici 2,2-bichinolin-4,4-dikarboxylové kyseliny, nebo tfeba popularni me-
toda s nazvem ELISA vyuzivajici enzymi pii imunoenzymatické reakci.[40] Kromé
externiho ¢inidla dodaného po ukonceni experimentu lze vyuzit i latku inkorporovanou
pfimo do struktury proteinu. Na tomto principu funguje jak znaleni proteinu radio-
nuklidem, tak fluoroforem.[58] Oba tyto typy znaceni Ize velmi snadno detekovat a de-
tekce je povazovana za velmi pfesnou. Lze také rozliSit rizné proteiny smési, avSak
metody znaceni neumoznuji ziskat informace o konformaci nebo funk¢nosti proteint.
Oblibenymi pro toto pouziti jsou radionuklid '*I nebo fluorofor fluorescein-

izothiokyanat (FITC).[58, 69]

Velmi dobrych vysledkii 1ze dosdhnout také vyuzitim klasickych separacnich me-
tod elektroforézy nebo chromatografie. Obé tyto kvalitativni metody mohou ve spojeni
s vhodnou kvantitativni analyzou vysledku pomoci pti analyze adsorpce jednotlivych
proteinii véetné analyzy konformace nebo agregace proteind.[58] Metoda denaturujici
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (PAGE) mizZe byt naptiklad doplnéna o tech-
niky blottingu nebo kolorimetrické analyzy,[70] gelovd permeacni chromatografie
(GPC) pak vyuziva IC nebo UV-VIS spektroskopie. Samotné metody IC lze vyuzit
1k analyze na povrchu materidlu, krom¢ vySe zminénych informaci lze ziskat i data

o orientaci adsorbovanych proteinti.[58]
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Experimentalni ¢ast

4 Materialy a metody

4.1 Pouzité materialy a chemikalie

V tabulce 4 jsou vypsany veskeré chemikalie, jichz bylo pouzito v této praci.

Tabulka 4: Seznam pouZitych chemikalii a ¢inidel

latka vyrobce
NaCl Analytika
KCl Analytika
Na,HPO;, - 12 H,O Analytika
KH,;HPO, Analytika
HCl Penta

Bovine Serum Albumine

Sigma-Aldrich

Bradfordovo ¢inidlo

Sigma-Aldrich

TEMED Roth
Quant-iT Protein Assay Kit Invitrogen
Precision Plus Protein Standards Bio-Rad

V tabulce 5 jsou vypsany veskeré roztoky, jichz bylo pouZito v této praci.

Tabulka 5: Seznam pouZitych roztoki

roztok

slozeni

Fostfatovy pufr (PBS) o pH 7,4

800 ml destilované vody

8 g NaCl

0,2 g KCl1

3,63 g Na,HPO, - 12 H,O

0,24 g KH,PO4

HCldo pH 7.4

destilovana vody do objemu 1 1

prefiltrovani ptes filtra¢ni papir

GPC mobilni faze

100 mmol/l NaH,PO4 o pH 6,8
100 mmol/l1 NaCl
0,03% NaNj;
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SDS-PAGE dolni gel (10%)

1,9 ml destilované vody

1,7 ml 30% akryl-bisakrylamidu
1,3 ml roztoku Tris-HCl o pH 8,8
50 ul 10% SDS

po promichani v rychlém sledu:

50 ul 10% peroxodisiranu amonného
(APS)

5 pl tetramethylethylendiaminu (TEMED)

1,5 mol/l Tris o pH 8,8

18,7 g Tris
80 ml destilované vody
HCl do pH 8,8

SDS-PAGE horni gel (5%)

1,4 ml destilované vody

330 ul 30% akryl-bisakrylamidu
250 pul Tris-HCl o pH 6,8

20 ul 10% SDS

po promichani v rychlém sledu:
20ul 10% APS

2 ul TEMEDu

1,5 mol/l Tris-HCI o pH 6,8

9,09 g Tris
40 ml destilované vody
HCl do pH 6,8

2x SDS-PAGE vzorkovy pufr

10 ml Tris-HCI o pH 6,8

12 ml 10% SDS

30 ml glycerolu

15 ml B-merkaptoethanolu
1,8 mg bromfenolové modii

destilovana voda do objemu 100 ml

10x SDS-PAGE ,;running* pufr

800 ml destilované vody
10 g SDS

30,3 g Tris

144,1 g glycinu

CBB barvici roztok

450 ml methanolu

100 ml kyseliny octové

450 ml destilované vody

2,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250
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CBB odbarvovaci roztok

450 ml methanolu
100 ml kyseliny octové
450 ml destilované vody

susici roztok

450 ml methanolu

100 ml kyseliny octové
30 ml glycerolu

420 ml destilované vody

V tabulce 6 jsou vypsany veskeré
v této préci.

Tabulka 6: Seznam pouZitych p¥istroji a programi

pristroje a software, jichz bylo pouZito

ptistroj nebo program vyrobce
Nanospider™ NS 1WS500U Elmarco
Laboratorni vahy BP 110 S Sartorius
Laboratorni vahy BBX 22 Boeco
Sterilizator Anprolene AN741 Andersen Products
pH metr pH 700 Eutech Instruments
SDS-PAGE systém Mini-PROTEAN Tet- | Bio-Rad
ra Cell
Centrifuga Z36HK Hermle Labortechnik
Centrifuga 5414C Eppendorf
CO; inkubator NB-203XL N-Biotek
Kyvaci zatizeni PS-3D Grant-bio

Chromatograficky systém Dionex UltiMa-
te™ 3000 s detektorem DAD-3000

Thermo Scientific

GPC kolona Yarra SEC-3000 Phenomenex
Chemisorpéni analyzator Autosorb iQ Quantachrome
Skenovaci elektronovy mikroskop Ve- Tescan

ga3 SB

Ptistroj k pozlacovani Q150ES

Quorum Technologies

Software pro statistické zpracovani a tvor-
bu grafl

Microsoft Office 2010 Standard

Software pro zpracovani snimkt

Pinta, Pixlr, Malovani 3D
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4.2 Pouzité metody

Nésledujici metody byly pouzity pii charakterizaci materiald a analyze desorbova-

nych proteind.

4.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Povrch vybranych materiald byl sniman a analyzovan pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Drobné usttizky materiald byly ptilepeny oboustrannou lepici pas-
kou na kovovy tercik a pomoci pfistroje k pozlacovani na né byla nanesena vrstva zlata
o tloust’ce 10 nm. Takto pozlacené byly vzorky pieneseny do komory skenovaciho elek-
tronového mikroskopu a analyzovany za pokojové teploty pti 10-20 kV ve zvétSenich
1-10 000x%. Ke stanoveni priméru vldken bylo pouzito 100 méteni, kterd byla nasledné

statisticky zpracovana (kapitola 4.2.8).

4.2.2 Stanoveni specifického povrchu

Stanoveni specifického povrchu materiali (v literatufe téz mérného povrchu) by-
lo provedeno Ing. Janou KarpiSkovou, Ph.D. pomoci metody sorpce plynu, tzv. BET
analyzy. Vzorky byly nejprve odplynény pii 40 °C po dobu 48—72 hodin, nasledné by-

lo provedeno méfeni chemisorpénim analyzatorem pomoci kryptonového plynu.

4.2.3 Stanoveni smacivosti povrchu

Smacivost povrchu materialti byla zkoumana vyhodnocenim kontaktniho thlu pomoci
metody prisedlé kapky. Kazdy materidl byl testovan 10x pomoci 15ul kapky destilova-
né vody, vysledky byly nasledné statisticky zpracovany (kapitola 4.2.8).

4.2.4 10% SDS-PAGE elektroforéza

Koncentrace desorbovanych proteinti byla analyzovana pomoci denaturujici proteinové
elektroforézy, konkrétné denaturujici elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za pouzi-
ti dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS-PAGE). Metoda elektroforézy vyuZziva elektrického
pole k separaci nabitych ¢astic podle rychlosti pohybu v gelu, tudiz i podle jejich veli-
kosti. Tento konkrétni typ elektroforézy pak vyuzivad zdporné nabitého dodecylsulfatu
sodného (SDS), ktery obali molekuly proteinu a doda jim potifebny naboj. Molekuly
proteinu se nasledné pohybuji polyakrylamidovym gelem ke kladné elektrod¢, pticemz
mens$i molekuly se pohybuji gelem rychleji. Srovnanim vzorku s tzv. markerem, u kte-
rého je velikost zndma, je moZno poté vyc€ist ptibliznou velikost molekul a jejich distri-

buci. Metoda mtze byt dale doplnéna o kolorimetrii nebo tzv. blotting, na zakladé
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kterych lze zjistit napf. koncentraci proteinu &¢i miru jeho poskozeni. Upravou poméru
slozek gelu akrylamidu a bisakrylamidu lze docilit riznych rychlosti putovéani proteinti

a prizpusobit tak ,,ostrost” vysledku.

Ptiprava na SDS-PAGE eclektroforézu sestava z piipravy polyakrylamidovych ge-
I4, sestaveni aparatury a injekce vzorkl. Kazdy experiment vyzaduje dvé casti gelu,
¢ast zaostfovaci, tzv. horni gel, a ¢ast rozdélovaci, tzv. dolni gel. Pro tuto préci by-
ly ptipraveny vzdy 10% dolni a 5% horni gely pomoci aparatury pro ptipravu geli (ob-
razek 3). Roztok pro dolni gel byl pfipraven v kadince, promichan a pipetovan

mezi skla priblizné do 4/5. Takto ptipraveny zaklad byl poté prevrstven destilovanou

vodou a ponechan ke ztuhnuti za pokojové teploty.

.....

Po ztuhnuti dolnitho gelu byla destilovana voda vylita a na jeji misto byl
az pod horni okraj skel pipetovan roztok pro gel horni, pfipraveny obdobné ja-
ko v ptipadé dolniho gelu v kadince a promichan. Do takto pfipraveného zékladu
byl opatrné vloZen hiebinek k vytvofeni jamek a gel byl téZ ponechdn ke ztuhnuti

za pokojové teploty.
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20 pl markeru bylo smichdano v poméru 1:1 s2x koncentrovanym vzorkovym
pufrem, stejné tak jednotlivé vzorky. Marker i vzorky byly ndsledn¢ ponechany ve vod-
ni lazni pii 95 °C po dobu 5 minut. Po ztuhnuti i horniho gelu byl hiebinek opatrné vy-
jmut a gel byl prenesen do elektroforetické vany (obrazek 4). Takto pfipravené gely
v elektroforetické vané byly zality po okraj 10x koncentrovanym ,,running* pufrem
a do ptipravenych jamek bylo opatrné pipetovano po 5 pl markeru a 15 pl jednotlivych
vzorkd. Vana byla uzaviena a zapojena do zdroje elektrického napéti (na obrazku 5).
V prvni zaostiujici fazi bylo na zdroji nastaveno napéti 90 V po dobu priblizn¢ 20—

25 minut, nasledné bylo napéti zvySeno na 120 V, vse za pokojové teploty. Po dobéhnu-

ti barevného ¢ela na konec gelu (cca po 1,5 h) byla elektroforéza ukoncena.
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Obrazek 5: Probihajici SDS-PAGE elektroforéza

Dolni gel byl opatrné sejmut ze skel a za mirného michani ulozen v barvicim roz-
toku na 24 h. Z barviciho roztoku byl poté pienesen do odbarvovaciho roztoku,
kde byl téZ ponechan za mirného michani po dobu 24 h. Odbarvovaci roztok je bézné
Ix vyménit. Po uplynuti této doby byl vysledek nafocen. Také je mozné gel ususit po-
moci suSiciho roztoku a celulézové folie a nasledné skladovat. Gel je v roztoku pone-
chdn za mirného michani po dobu 24 h a poté je vloZzen mezi dvé folie. S pomoci
dvou ramecki z kazdé strany je pak kolicky upevnén a ponechdn ve vzduSném prostiedi

k vyschnuti.

4.2.5 Spektrofotometické stanoveni koncentrace pro-
teina

Koncentrace proteinli byla téZ analyzovdna pomoci Bradfordovy metody zaloZené

na kolorimetrii. Jednd se o jednoduchou metodu zalozenou na interakci ¢inidla Coomas-

sie Brilliant Blue G-250 (CBB) se vzorkem proteinu v kyselém prostiedi. Cinidlo inter-

aguje predevS§im s bazickymi a aromatickymi aminokyselinami v proteinu, pficemz

zméni barvu z pivodni Cerveno-hnédé do odstinit modré. Odstin modré lze nasledné

analyzovat spektrofotometricky pfi vlnové délce 595 nm a srovnanim s kalibra¢ni fadou
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Ize ziskat koncentraci proteinu ve vzorku.[10, 71] Cinidlo vSak interaguje s vétsinou

detergentt, napi. s SDS, ¢imz dojde ke zkresleni vysledki.

Vychozi roztoky pro kalibra¢ni fadu o koncentracich 1 000 a 100 pug/ml byly pfi-
praveny pomoci desitkového fedéni z roztoku BSA o koncentraci 10 mg/ml. V tabulce 7
je popsana ptiprava kalibracni fady BSA z téchto dvou roztok, s jejiz pomoci byly na-
sledn¢ vysledky kvantifikovany.

Tabulka 7: Priprava kalibra¢ni fady BSA

Roztok BSA v PBS [u] PBS [u] Finalni koncentrace
[* ¢ vychoziho roztoku]

100 0 1

80 20 0,8
60 40 0,6
40 60 0,4
20 80 0,2
10 90 0,1
0 100 0

Kalibracni tada 1 vzorky byly nasledné¢ smichdny v 96jamkové desticce
s Bradfordovym ¢inidlem, 180 pl ¢inidla na 20 pl roztoku, a ponechany pii pokojové
teploté inkubovat po dobu 5 minut (obrazek 6). Po uplynuti této doby byly pfi vlnové
délce 595 nm ziskany spektrofotometricky hodnoty absorbance, které byly pouzity

k vypoctu koncentrace proteinu.




Obrazek 6: Kalibrac¢ni fada a trojice vzorka pfipraveny na spektrofotometrickou analyzu; A, B kalibra¢ni
Fada, koncentrace BSA [pg/ml]: 1 — 1 000, 2 — 800, 3 — 600, 4 — 400, 5 — 200, 6 — 100, 7 — 80, 8 — 60, 9 — 40, 10 —
20,11 -10, 12 — 0 (¢isté PBS); C, D vzorky o neznamé koncentraci

Od hodnot absorbance kalibra¢ni fady byla pii vypoctu odectena hodnota slepého
vzorku (samotné rozpoustédlo). Vysledné hodnoty absorbance byly srovnany se zna-
mymi hodnotami koncentrace, na zaklad¢ nichz byly prolozeny linearni regresni kiiv-
kou, tzv. kifivkou kalibracni. Stejné¢ tak byly hodnoty slepého vzorku odecteny
od hodnot zjistovanych vzorkl a vysledné hodnoty byly dosazeny do ziskaného vzorce
pro kalibra¢ni kifivku. Takto byla ziskdna koncentrace kazdého zjistovaného vzorku.
Jelikoz byly vzorky vzdy v triplikatu, bylo mozné je dale statisticky zpracovat (kapito-
la 4.2.8).

4.2.6 Fluorimetrické stanoveni koncentrace

Bradfordov€ metodé podobnd je i analyza pomoci sady Quant-iT. I tato metoda
je kolorimetricka, avSak méné nachylna na vliv detergentu. V prvnim kroku bylo smi-
chdno 60 pl ¢inidla A (reagentu) se 12 ml ¢inidla B (pufru) v temné mistnosti a do kaz-
dé jamky 96jamkové desticky z neprisvitného materidlu bylo pipetovano 200 pl smési.
K té bylo pipetovano 20 pl vzorkd nebo 10 ul standardii BSA smichanych s SDS
k dosazeni shodnych podminek jako u vzork®.[72 s.] Vzorky byly ndsledné¢ méfeny

za pokojové teploty pfi excitani vlnové délce 470 nm a poté pii emisni vlnové délce
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570 nm. Vysledné trojice hodnot byly statisticky zpracovany jako u spektrofotometrické
metody (kapitola 4.2.8).

4.2.7 Stanoveni koncentrace pomoci gelové permeacni
chromatografie

Dalsi metoda vyuzita k analyze koncentrace proteint byla gelova permeacni chromato-
grafie (GPC). Tato separacni metoda vyuziva ziizené kolony se stacionarni fazi sestava-
jici z hydrofobniho porézniho gelu. Skrze kolonu je pomoci vysokotlakého cerpadla
hnéna mobilni faze sestavajici z organického rozpoustédla obsahujici vzorek, jehoz pri-
chod kolonou je néasledné analyzovan. Na zaklad¢ této metody lze zjistit velikost mole-
kul polymeru ve vzorku 1 jejich distribuci, obdobné jako u elektroforézy, téz lze ziskat

koncentraci molekul nebo dosdhnout jejich izolace ze smési.

Aparatura metody sestava ze zasobniku vzorkli, zasobniku mobilni faze
a Cerpadla, nésleduje ptfedkolona, jejimz ucelem je dostatecné zpomaleni mobilni faze,
aby nebyla poSkozena analytickd kolona, dale nasleduje samotna analyticka kolona
(300 mm na délku, 4,6 mm v priméru, o velikosti ¢astic 3 um) spolu s detektorem (nej-
Zast&ji UV-VIS nebo IC) a odtud jiz vede vypust’ pro separaci nebo do odpadu. Jednot-
livé C¢asti jsou spojeny tzv. bioinertnim viperem, specidlni hadickou zabranujici
piipadnému bunéénému znecisténi, a spojkami zajistujicimi utésnéni na rozhrani kolon
a viperu. Trasa byla sestavovana vzdy postupné a po kazdém piidaném prvku bylo vy-
zkousSeno utésnéni prutokem mobilni faze. Po sestaveni byla trasa vystavena priitoku

mobilni faze rychlosti 0,1 ml/min ke stabilizaci po dobu 5 min za pokojové teploty.

0,5ml vzorky spolu s kalibracni fadou BSA o koncentracich 1, 2, 5, 10 a 100 mg/1
byly pfed analyzou 5% ziedény mobilni fazi, néasledné ptefiltrovany od piipadnych
hrubych necistot pomoci 13mm nylonovych stiikackovych filtri o velikosti pora
0,22 um. Poté byl vzdy cely objem vzorku (2,5 ml) pfenesen do 2,5ml lahvicek
s teflonovym uzavérem a vloZen do zdsobniku pftistroje. Priitok byl pro vzorky navysen
na 0,2 ml/min a experiment byl ponechan probihat pti pokojové teploté. Naméfené am-
plitudy pro 20 pl vzorku pii vinové délce 279 nm byly nasledné na zaklad¢ kalibra¢ni
fady statisticky zpracovany (kapitola 4.2.8).

4.2.8 Statistické zpracovani vysledku
Statistické zpracovani vysledkii bylo provedeno pomoci softwaru Microsoft Excel.

Ze souboru hodnot byl vZdy zpracovan aritmeticky pramér a ptisluSny interval spolehli-
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vosti.[73] K jeho vypoctu byly vyuzity statistické funkce pro vybérovou smérodatnou
odchylku a Studentiiv koeficient spolehlivosti se zvolenou pravdépodobnosti 95 %. Vy-

sledna hodnota byla mimo jiné pouzita v chybovych useckach.
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5 Vysledky a diskuse

Tato diplomova prace ma za cil optimalizovat postup proteinové adsorpce modelového
proteinu albuminu z hovéziho séra (BSA) na vybrané nano- a mikrovlakenné materialy.
Materialy byly podrobeny adsorpci a desorpci a nasledné byla analyzovana mnozstvi
adsorbovaného proteinu. Cilem bylo najit vhodné parametry samotné proteinové ad-
sorpce, vybrat vhodné metody k jeji analyze a najit téZ vhodné parametry téchto metod.

Dale bylo cilem porovnat testované materialy mezi sebou.

Albumin je nejvice zastoupeny protein v lidské krevni plasmé,[35-37] z toho di-
vodu je také nejCastéji pouzivany modelovy protein a proto byl zvolen v této praci.
Pro adsorpci byl protein pouzit rozpustény v roztoku fosfatového pufru (PBS) o pH 7,4
v koncentraci 50 mg/ml. Ta byla vybrana ptiblizné odpovidajici fyziologické koncen-
traci v lidské plasmé zdravého dospélého jedince,[37, 74] aby korespondovala s piiro-
zenymi podminkami v organismu. Fosfatovy pufr byl zvolen jako bé€zné rozpoustédlo
pouzivané pii nakladani s bunkami, napt. pii jejich kultivaci nebo béhem bunécnych

testli biokompatibility.

Pro optimalizaci proteinové adsorpce byly z dostupnych materiali vybrany degra-
dabilni polyesterové materialy ukazujici se jako vhodné pro scaffoldy. Konkrétné jde
o tyto materidly: nano-vldkenny PCL (M, 45 000 g/mol, déle jen ,,PCL 45°), mikro-
vlakenny PCL (M,, 80 000 g/mol, dale jen ,,PCL 80°), PLCL, PLA (konkrétné¢ PDLLA)
a blendy PCL 80 : PLCL v pomérech 3:1, 1:1 a 1:3 (téz dale referované jako ,,.B x:y*,
napt. ,,B 3:1%). VSechny tyto materidly byly pfipraveny procesem elektrostatického
zvlaknovani pomoci pristroje Nanospider™ NS 1WS500U spolecnosti Elmarco

Ing. Kristynou Havlickovou. Materidly pochazely z vice sérii ptiprav.

5.1 Charakteristika testovanych materialu

Materialy byly charakterizovany Ing. Kristynou Havli¢kovou a téz Ing. Sarkou Hauze-
rovou. U vSech materidlli byla provedena méfeni priméru vldken a jejich morfologie
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), u vybranych materidlli pak také
méfeni specifického povrchu pomoci BET analyzy sorpce povrchu a méteni hydrofobi-

city pomoci analyzy kontaktniho tihlu ptisedlé kapky (tabulka 8).
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Tabulka 8: Morfologicka analyza pouZitych materiall; * nelze zmérit dostupnymi metodami, * nelze zmérit
pro superhydrofilni charakter, ? nebylo méieno

Sméacivost
Primér vldken [um] Specificky povrch [m?/g] [° kontakt-
Material niho Ghlu]
série 1 série 2 série 1 série 2 série 2
PCL 45 0,5+0,1 x *
PCL 80 0,74+ 0,06 |1,2+0,1 2,59 % *
B 3:1 0,87 +0,05 |0,73+0,09 |2,17 0,9 74 +7
B1:1 0,99 +0,06 |1,1+0,1 1,83 1,7 110+ 10
B1:3 0,75+0,06 |0,9+0,1 1,52 1,1 86 + 6
PLCL 1,13£0,09 |0,82+0,09 | 1,00 0,8 80+ 10
PLA 0,94 = 0,07 2 ?

Na obrazku 7 si Ize v§imnout, ze vzorek PCL 80 obsahuje vice zkroucend vldkna
nez vzorek PLCL a tomuto pozorovani odpovidaji i jejich jednotlivé poméry
v blendech. VSechny materidly, jak napovidaji i priméry vlaken v tabulce 8, jsou mi-
krovlakenné, s vyjimkou PCL 45, ktery obsahuje kromé mikrovldken také nanovlakna,
kromé nich ale také velké mnozstvi defektti v podob¢ riizné tvarovanych kapek polyme-
ru o pruméru v jednotkach pm. Riazné defekty je mozné pozorovat také u materidlu
PLA. U vldken blendti 3:1 a 1:3 lIze pozorovat i jemn¢jsi vlakna, cemuz odpovidaji
1 primeéry v tabulce. Jediny hydrofobni material je blend 1:1, ostatni materidly maji hyd-
rofilni az superhydrofilni charakter. PCL 80 pak vykazuje relativn€ vysokou hodnotu
specifického povrchu vii¢i ostatnim materialim. Celkové vSak lze vSechny tyto materia-
ly s vyjimkou nanovldkenného PCL 45 povazovat za morfologicky velmi podobné,
da se predpokladat, ze proteinova adsorpce bude zaviset predevsim na chemickém slo-

zeni.
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Obrazek 7: SEM snimky materialii; méfitko 10 pm, PLA 5 pm; a) PCL 45, b) PCL 80 prvni a druhé sady,
¢B3:1"”,dB1:1",e)B1:3",f) PLCL ", g) PLA
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5.2 Optimalizace postupu adsorpce a desorpce

proteinu

Pro uspésné testovani materidlli z hlediska proteinové adsorpce bylo nejprve potieba
optimalizovat postup samotné adsorpce a nasledné desorpce. K ptipravé na adsorpci
byly z materidl vystiihany obdélnikové vysttizky o hmotnosti (10,0 + 0,5) ne-
bo (20,0 £ 0,5) mg. Vystiizky byly sterilizovany ethylenoxidem a odvétrany po dobu
cca 1 tydne. Po odvétrani byly vysttizky jednotlivé umistény do 2ml mikrozkumavek
podél stény tak, aby byly co nejméné pomackané ¢i poSkozené (obrazek 8). Pti kazdém
experimentu byly od kazdého materidlu pouzity vzdy tti vystfizky na vzorky a jeden

na negativni kontrolu.

Na zaklad¢ provedenych experimenti pak byl optimalizovan postup adsorpce pro-
teindl na jednotlivé materialy na nasledujici. Do kadinky byl pfipraven zasobni roztok
modelového proteinu albuminu z hovéziho séra (BSA) rozpustény v roztoku fosfatoveé-
ho pufru (PBS) o pH 7,4 v koncentraci 50 mg/ml. Do kazd¢ mikrozkumavky s vysttiz-
kem pak byly pipetovany 2 ml zédsobniho roztoku, do mikrozkumavek negativni
kontroly pak pouze 2 ml PBS. Mikrozkumavky se vzorky byly umistény do inkubatoru
a ponechany zde pii 37 °C v klidu po dobu 1-24 h dle konkrétniho experimentu. Do-
by adsorpce jsou dale rozebrany v kapitole 5.3.
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Obrazek 8: Piiprava vzorku pro adsorpci BSA; vlevo ustFiZek materialu vkladany do mikrozkumavky, vpravo
jiZ pripraveny vzorek k otestovani adsorpce

Po uplynuti uré¢ené doby adsorpce byl z mikrozkumavek pipetou opatrné¢ odebran
veskery adsorpéni roztok tak, aby byl co nejméné ovlivnén vystiizek materialu. Nasled-
n¢ byl do mikrozkumavky pipetovan 1 ml PBS, ktery byl vzapéti stejné opatrné ja-
ko v ptipadé¢ adsorpéniho roztoku odebran k analyze (v literatufe oznacCovan
jako ,,wash®). Takto lze ziskat proteiny nedostate¢né adsorbované na povrch materialu.
Mize se jednat o velmi slab& navazané proteiny (mckké korona), pravdépodobné nava-
zané malym poctem vazeb, slabymi typy vazeb, ptipadné vazbami na dlouhé vzdalenos-
ti.

Nasledné byly do mikrozkumavek k materidliim pipetovany 2 ml 1% roztoku de-
sorpcniho ¢inidla dodecylsiranu sodného (SDS) v PBS a mikrozkumavky byly pone-
chdny po dobu 1 h na pomalu se kyvajici kyvacce pti pokojové teploté. SDS byl zvolen
pro jeho vysokou ucinnost pii denaturaci proteinli a preruseni vazeb. Pokud by by-
la zvolena del$i doba desorpce nebo invazivngjsi kyvani, ¢i ttepani, SDS by mohl i na-
rusit samotny materidl. Po uplynuti 1 h byl nésledné roztok jiz obsahujici desorbované
proteiny odebran k analyze. Stejny postup desorpce byl opakovan i pro ziskani vzorkt

z druhé desorpce.
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5.3 Optimalizace doby adsorpce

V mnoha dostupnych zdrojich je mozné se setkat spiSe s kratSimi intervaly adsorpénich
testd,[2, 29, 75] bézna doba se pohybuje v rozmezi 1 az 3 h. Je tak sledovana koncen-
trace adsorbovanych proteint po prvnim kontaktu materidlu s fyziologickym prostiedim
organismu a zejména tak tvorba tvrdé korony. Vyssi doby adsorpce, napfi.24 h,
pak zkoumaji utvareni termodynamické rovnovéahy a ptipadné meékkou koronu. Na za-
klad¢ vyse uvedeného postupu bylo v této praci nasledn¢ zkoumano, jaka doba adsorpce

je vhodna v souvislosti s testovanymi materialy a modelovym proteinem BSA.

Byly tedy provedeny testy riznych dob adsorpce, nejprve po doby 1 a 24 h, na-
sledné po doby 1, 4, 8 a 24 h. Vysledné roztoky desorbovanych proteini byly analyzo-
vany pomoci spektrofotometrickych a fluorimetrickych metod (kapitoly 4.2.5 a 4.2.6),
jejichz vysledky jsou rozebrany v kapitole 5.6, a pomoci SDS-PAGE gelové elektrofo-
rézy (kapitola 4.2.4) a gelové permeacni chromatografie (kapitola 4.2.7).

Prvni experiment zkoumal rozdil mezi mnozstvim adsorbovaného BSA po doby
1 a 24 h na prvni sérii materialt. Jiz vysledky tohoto experimentu ukazaly, ze ma doba
adsorpce na koncentraci adsorbovanych proteinti vliv, mezi casovymi intervaly 1 a 24 h
se totiz koncentrace u vSech testovanych materidli liSily. Zejména bylo mozno tuto od-
liSnost pozorovat u vzorkti PCL 80 a vzorkl blendt s jeho vyraznym zastoupenim (3:1,
1:1), jak je patrné na obrazku 9 z SDS-PAGE elektroforézy a v grafu 1 z gelové per-
meacni chromatografie. Tomu by odpovidal i relativné vyssi specificky povrch u téchto
materialli, kdy povrch materidlu mize poskytovat dostatek mista k adsorpci proteinti.
To by téz potvrzoval fakt, ze u materidlti s mensi odliSnosti mezi 1 a 24h adsorpci by-
ly proteiny adsorbovany méné. Specificky povrch materialii tedy na ¢asovy prabeh ad-

sorpce ma pravdépodobné vliv.

Zatimco PLCL a blendy s jeho vys$im obsahem (1:3, 1:1) s pfibyvajicim ¢asem
adsorbovaly vice proteinu, o ostatnich materidlech toto nelze ftici, naopak PCL 45
ablend 3:1 adsorbovaly méné proteinu. Zde se pravdépodobné jednd o afinitu BSA
k danym materialim. Je také mozné, ze se BSA v nékterych ptipadech navic denaturuje,

resp. méni svoji konformaci, a tak dosahuje jesté vyssi afinity k uréitym materialim.
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PCL 45 PCL 80 B 3:1 B 1:1 B 1:3 PLCL PLA
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Obrazek 9: 10% SDS-PAGE elektroforéza; srovnani 1h a 24h adsorpce u jednotlivych materiali
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Graf 1: GPC chromatografie; graf zavislosti koncentrace BSA na materiilu po 1 a 24h adsorpci. * = nedosta-
tek dat

Z obou pouzitych metod analyzy pak vyplyva ptiblizny vztah mezi testovanymi
materialy, co se adsorpce BSA tyce. Nejvice adsorbujici na zakladé téchto provedenych
experimentl je PCL 80 a to v obou ¢asovych intervalech. Pfi 1h adsorpci dale vy¢nivaji
svoji schopnosti adsorbovat BSA materidly PLA spole¢né s blendem 3:1, naopak
pti 24h adsorpci vy€niva blend 1:1, tato odliSnost by mohla souviset s jeho hydrofobnim
charakterem. Je mozné, ze kvili dané vlastnosti tohoto materidlu je pribéh adsorpce
odli$ny od ostatnich materiald. Jelikoz se v blizkosti materialu vyskytuje méné molekul
vody, jimizZ jsou proteiny za béZnych podminek ptirozené obaleny, mize zde figurovat
odli$ny proces pfesunu proteini do blizkosti materidlu a jejich navdzdni na material.

Zanejméné adsorbujici lze v obou casovych intervalech povazovat materidly PLCL
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ablend 1:3. Krom¢ PCL 80 spolu metody dobife koresponduji, hodnoty pro PCL 80
jsou vysoké a mohly by se tak pohybovat na hranici méfitelnosti, je tedy potieba je brat

S rézervou.

Druhy experiment zkoumal rozdil mezi adsorpcemi po doby 1, 4, 8 a 24 h. Kon-
centrace adsorbovaného proteinu variovala i u ¢asovych intervalii 4 a 8 h. Obrazek 10
igraf 2 ukazuji, Ze se kazdy material chova zcela odlisné v pribéhu Casu a nelze
tak stanovit jednotny pribéh procesu spolecny vSem materialim. U vétSiny materidlti
krom¢ PCL 80 je vysoka hodnota koncentrace proteinu okolo 8 h, kdy je mozno pozo-
rovat, ze je adsorbovano nejvétsi mnozstvi proteinu. Afinita BSA k materialu PCL 80
vyrazn¢ prevySuje afinity k ostatnim materidlim. Mezi nimi pak znovu vycniva
PCL 80, naopak nejslabsi adsorpci BSA vykazuje PLCL. To je i v dobré shodé
s vysledky z pfedchoziho experimentu. Vysledky v tomto experimentu byly vSak me-
zi obéma metodami analyzy v nékterych ptipadech odlisné, u chromatografie to mize

byt napt. zptisobeno slozitéjsi pripravou vzorki a aparatury.
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Graf 2: GPC chromatografie; graf zavislosti koncentrace BSA na materialu po 1, 4, 8 a 24h adsorpci
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Obrazek 10: 10% SDS-PAGE elektroforéza; srovnani 1h, 4h, 8h a 24h adsorpce u vybranych materiali

V obou experimentech bylo potvrzeno, ze ¢asovy prubeh adsorpce je velmi rizno-
rody napfi¢ testovanymi materialy. Je mozné usuzovat, ze podoba proteinové korony
je promenliva v zavislosti na vlastnostech materialu, coz je v dobré shodé s dostupnymi
zdroji,[ 1, 3] ale také v zavislosti na postupnych zménach konformace samotného protei-
nu, aby mohl Iépe interagovat s materidlem.[63] Jak jiz bylo zminéno, v mnoha dostup-
nych zdrojich je mozné se setkat spiSe s kratSimi intervaly adsorpcnich testii.[2, 29, 75]
Jako vhodny interval pro experimenty s BSA se z otestovanych intervala jevi interval

1 h, ktery byl proto pouzit ve vSech nasledujicich experimentech.

5.4 Optimalizace druhé desorpce

Druhé desorpce mlize poodhalit pomér slabé a silné¢ navazanych proteinii tvoticich pro-
teinovou koronu. Dal$i experimenty tedy po 1h adsorpci a prvni desorpci podrobily ma-
teridly 1 druhé desorpci. Vysledné roztoky desorbovanych proteinti byly nasledné
analyzovany gelovou permeacni chromatografii, jejiz vysledky shrnuji grafy 3 a 4,

a SDS-PAGE elektroforézou, jejiz vysledek je zachycen na obrazku 11.

Zatimco pii prvni desorpci (graf 3) byly hodnoty pro testované materialy odlisné
celkem vyrazné, pfi druhé desorpci je jejich rozdil relativn€ minimdalni. Pfesto vSak
je po zaméteni se pouze na druhou desorpci (graf 4) patrny rozdil mezi jednotlivymi
materialy. Vysledky druhé desorpce vykazuji shodny trend jako vysledky po prvni de-
sorpci a stejné tak i jako vysledky z ptedchéazejicich experimentt. Vysledky prvni de-
sorpce navic potvrzuji vysledky z predchazejicich experimentd, materidly PCL 45,

B 1:3 a PLCL adsorbuji BSA nejméné, naopak PCL 80 nejvice.

53



1200

1000

80O

600

¢ [pg/ml]

400

200

NC PCL 45 PCL 80 B3:1 B1:1 B1:3 PLCL PLA
vzorek

+ |. desorpce

® Il desorpce

Graf 3: GPC chromatografie; graf zavislosti koncentrace adsorbovaného BSA na materialu pii dvou desorp-

cich

100 +
90

c[pg/ml]
3
-
e

40
30
20
10
1] i T T T T T T 1
NC PCL 45 PCL B0 B3:1 B1:1 B1:3 PLCL PLA
vzorek

Graf 4: Detailni pohled na druhou desorpci z grafu 3
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Obrazek 11: 10% SDS-PAGE elektroforéza; rozdil mezi 1. a I1. desorpci je patrny i u ¢tyf dalSich testovanych
vzorku materialu PCL 80

Graf 5 zobrazuje procentudlni pomér hodnot prvni a druhé desorpce vii¢i sumé
hodnot z obou desorpci. U materialtt PCL 45 a PLCL lze tici, Ze po prvni desorpci zby-
va na materialu vice proteinu v porovnani s ostatnimi materidly, lze tak usuzovat,
ze tyto materialy vazi BSA pevnéji, resp. BSA by pravdépodobné mohla podstupovat
konformac¢ni zmény, kvili nimZz se vaze pevnéji na tyto materidly. Naopak material
PCL 80 jiz ve druhé desorpci uvolnil procentudlné nejméné proteinu. Vzhledem
k vysoké hodnoté adsorbovanych proteinii zjisténé pii predchozich experimentech
lze usuzovat, ze material PCL 80 vaze proteiny BSA relativné slabé oproti ostatnim

testovanym materidliim.
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Graf 5: Pomér koncentraci z prvni a druhé desorpce vii¢i sumé obou naméienych hodnot
5.5 Analyza slabé vazanych proteint

Obdobné jako druha desorpce, i1 analyza proteinti ve vzorcich po oplachu (angl. ,,wash*)
je bézné provadéna ke zhodnoceni sily vazeb proteinii na povrch material.[76, 77]
Ctvefice vybranych materiali PCL 45, PCL 80, blend 1:1 a PLCL byla podrobena

1h adsorpci, po niz byly z oplachu materiali odebrany vzorky. Ty byly poté analyzova-
ny elektroforeticky.

Vysledny zdznam v obrazku 12 ukazuje zcela zanedbatelnou pfitomnost proteinti
ve vSech testovanych vzorcich. Da se tedy usuzovat, Ze ani jeden z materidlll nevaze
protein BSA pfili§ slabymi vazbami, u vSech zde testovanych materidli se BSA pravdé-

podobné ucastni tvrdé korony, coz by bylo ve shod¢ s teorii.
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Obrazek 12: 10% SDS-PAGE elektroforéza; vzorky materiali PCL 45, PCL 80, B 1:1 a PLCL po 1. desorpci
a oplachu

5.6 Spektrofotometricka analyza adsorbovanych

proteinu

Spektrofotometricka analyza koncentrace proteinti miize doplnit, ¢i dokonce nahradit
ostatni jiz zminéné metody pii analyze proteinové adsorpce. V porovnani
s elektroforézou nebo chromatografii Ize touto metodou snadno analyzovat velké mnoz-
stvi vzorkt a tak ziskat statisticky velmi dobfe zpracovatelnd numerickd data. Navzdory
svoji robustnosti jsou se spektrofotometrickymi metodami bézné spojovany urcité pro-
blémy, které je teba fesit. Analytickd Cinidla pouzivana témito metodami, napi. Brad-
fordovo ¢inidlo a v malé mife také cinidla sady Quant-iT, interaguji s detergenty,
napf. s vtéto praci pouzitym desorpénim cinidlem SDS, a vysledky tak mohou
byt zkresleny. Je zndmo vicero postupt, jak se s timto problémem vypotradat, né€kolik
znich bylo vtéto praci ozkouSeno, jak vramci vySe popsanych experimentd,
tak v naslednych pokusech. Mezi postupy odzkouSenymi v této praci patii vyuZiti kolo-
ny s filtracni membréanou, srdZeni roztokli vzorkli pomoci draselnych soli dle postupu

popsané¢ho Suzukim a Teradou,[78] dialyza a také analyza ziedénych roztoki.
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Separace pomoci filtracnich kolon

Princip separace nizkomolekularniho detergentu od vysokomolekularniho protei-
nu ve vzorku pomoci kolony s filtracni membranou byl ozkouSen jako prvni. Na trhu
lze nalézt nepfeberné mnozstvi filtracnich kolon riznych parametrt (velikost port, Cet-
nost pord, maximalni rychlost staeni) k tomuto ucelu. V ramci vyse popsanych expe-
rimentll byly vzorky pted otestovanim Bradfordovou metodou filtrovany za vyuziti
centrifuga¢nich kolon VivaSpin Turbo 4 3000 MWCO od firmy Sartorius (na obraz-
ku 13). Tyto kolony sestavaji ze dvou casti, z vrchni ¢asti obsahujici membranu z polye-

thersulfonu,[79] do této ¢asti je umistén vzorek ke stoceni, a ze spodni sbérné ¢asti,

do které pfi stoceni ptejde skrze membranu nizkomolekularni slozka vzorku.

Obrazek 13: Centrifugacni kolona Sartorius VivaSpin Turbo 4 3000 MWCO; zleva spodni sbérna zkumavka,
vrchni nadobka s membranou a vicko

Od vzorkl z ptedchozich experimentt bylo vzdy po desorpci odebrano 0,5 ml
roztoku a pipetovano do vrchni c¢asti kolon. Nésledovalo stoceni na centrifuze
pfi2 830x% g po dobu 4 x 30 minut pii pokojové teploté. Po kazdém 30minutovém in-
tervalu byly roztoky dolity pomoci Pasteurovy pipety roztokem PBS vzdy dle stupnice
na kolon€ cca do plivodniho mnozstvi 0,5 ml. Naopak pfes membranu prosly nizkomo-

lekularni obsah ze spodni ¢asti kolony byl pokazdé vylit do odpadu. Po 4. stoceni
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byl naposledy k neproslému vysokomolekularnimu obsahu do horni ¢asti kolon dolit
PBS cca do 0,5 ml. Nasledné byl pomoci pipety vyjmut vzorek do piipravenych mi-
krozkumavek. Membrana ve vrchni ¢asti kolon byla jesté¢ proplachnuta pomoci PBS
o objemu 0,5 ml, ktery byl poté také prenesen do mikrozkumavek. Z vysledného pfi-
blizn¢ 1 ml roztoku proteini byla nasledné provedena analyza Bradfordovou metodou

(kapitola 4.2.5) v poméru 20 ul vzorku na 180 pl ¢inidla (grafy 6 a 7).

Prestoze byl roztok stacen v kazdém kroku po dobu 30 minut, nikdy nedoslo
k uplnému prichodu nizkomolekularnich latek skrz membranu, vzdy v horni ¢asti kolo-
ny zbylo ptiblizn¢ 0,2 ml roztoku. Navic pii nakladani se stoCenym supernatantem by-
lo mozné pozorovat tvorbu bublin, jev spojeny s niz§im povrchovym napétim a vyssi
smacivosti, indikujici nedostate¢né odfiltrovani SDS. To bylo také moZné pozorovat
po zchlazeni na 5 °C, kdy se SDS vysrazZel. Nasledné testy Bradfordovou metodou tu-
to skutecnost potvrdily, byly totiz naméfeny faleSné¢ pozitivni hodnoty 1 u negativnich
kontrol. Diivodem pravdépodobné byla ptili§ mala velikost port kolony 3 kDa v pouzi-
tych dostupnych kolonach 3000 MWCO, pory tak mohly byt snadno obsazeny proteiny.
Vyrobce pro BSA doporucuje variantu kolony 70000 MWCO nebo 30000 MWCO,[79]
piicemz pro 7 500% g uvadi dobu staceni okolo 6 az 7 minut. Téchto podminek neby-

lo mozné pomoci dostupné centrifugy docilit a ani vyssi Cas staceni s timto problémem

nepomohl.
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Graf 6: Graf zavislosti koncentrace adsorbovanych proteini vzorki z optimalizace doby adsorpce na materia-
lu; analyzovano Bradfordovou metodou po centrifugaci v kolonach
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Graf 7: Graf zavislosti koncentrace adsorbovanych proteinii vzorki z optimalizace druhé desorpce na materi-
alu; analyzovano Bradfordovou metodou po centrifugaci v kolonach

U vzorkt s definovanou koncentraci BSA v 1% roztoku SDS v PBS bylo pozoro-
vano, jak se chova supernatant, co se tyce povrchového napéti, a také, jak odpovidaji
vysledky ze spektrofotometrie piivodni koncentraci. Vzorky o koncentracich BSA 10,
100 a 1000 pg/ml byly bez ptestavky staCeny v kolonach po dobu 4 h. Na rozdil od sle-
pych vzorki PBS a vody, u zadného ze vzorkii obsahujicich BSA neprosel veskery niz-
komolekularni obsah skrz membranu, ani u toho s nejnizsi testovanou koncentraci
10 pg/ml. Presto vSak u nizSich koncentraci 10 a 100 pg/ml vysledné hodnoty relativné
dobie odpovidaly skutecnosti (graf 8). Zde byla potvrzena hypotéza, Ze se problém po-

ji s vyssi koncentraci proteinu, kdy dochéazi k ucpani membrany.
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Graf 8: Graf zavislosti naméi‘ené koncentrace definovanych vzorkii BSA na piivodni koncentraci; analyzovino
Bradfordovou metodou po centrifugaci v kolonach

Separace srazenim draselnymi solemi

Druhy ozkouSeny postup byl navrzen a popsan Suzukim a Teradou.[78] Jedna se
o vysrazeni SDS pomoci riznych soli alkalickych kovii nebo kovi alkalickych zemin.
Suzuki a Terada konkrétné srovnavali pouziti dihydrogenfosfore¢nanu, chloridu a octa-
nu draselného, ale také zkouseli soli barya a vapniku. Pfi tomto postupu byl roztok BSA
a SDS ve vodé doplnén o siil a ponechan ke zchlazeni v ledové vodni ldzni. Nasledné
byl roztok centrifugovan za teploty 5 °C. Autofi dosli k zavéru, Ze z testovanych soli

nejefektivnéjsi k danému tcelu je dihydrogenfosforecnan draselny.

Postup v této diplomové praci byl ozkousen u vzorka s definovanou koncentraci
BSA 50 a 500 pg/ml v 1% roztoku PBS. Pro testy byly vybrany soli pfitomné ptimo
v PBS, nejprve KH,POy4 a pro srovnani také KCI. Sil byla ptidana v mnozstvi k ziska-
ni autory doporucované finalni koncentrace 20 mmol/l a rozmichdna do rozpusténi.
Roztoky byly ponechany v lednici po dobu 30 minut a nésledné stoceny pii 2 830x g
a 5 °C po dobu 20 minut. Poté byl supernatant opatrné oddélen od sedimentu a vysledky
byly analyzovany Bradfordovou metodou (graf'9).

Na zaklad¢ vysledkii vzorky s SDS mnohem vice korespondovaly s vysledky sle-
pych vzorkd pii pouziti KH,PO4. Vysledky tak potvrdily relativné dobrou uc¢innost

KH,PO, popsanou autory proti neuspokojivému vysledku KCIl. AvSak u obou soli
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pti koncentraci BSA 500 pg/ml byla odlisnost stale markantni, metoda navic byla pro-
vazena problémy. Zejména bylo obtizné oddélit supernatant od sedimentu, ktery
byl jednak stoceny na dn¢ mikrozkumavky, jednak ale tvofil 1 krustu na hladin€ roztoku.
Supernatant ipo peclivém oddéleni vykazoval znamky pfitomnosti SDS, stejn¢ jako
u ptedchozi metody. Metoda se tak kvili obtiznosti manipulace se stoCenymi vzorky

a znamkam pritomnosti SDS ve vysledku jevi jako problematicka.
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Graf 9: Graf zavislosti naméi'ené koncentrace definovanych vzorki BSA na piivodni koncentraci; analyzovano
Bradfordovou metodou po sraZeni draselnymi solemi

Separace dialyticky a analyza ziedenych vzorkii

Poslednimi testovanymi metodami, jak omezit nizkomolekularni detergent
ve vzorcich, byly dialyza vzorkt a zfedéni vzorki. Metody byly testovany na 4 vzorcich
PCL 80 po L. a II. desorpci. V ptipad¢ dialyzy bylo pouzito dialytické stievo, které by-
lo nasttihano na ptiblizné¢ 6—8 cm dlouhé prouzky a na jednom konci uzavieno svorkou.
1 ml vzorku byl pipetovan do takto pfipraveného stieva a sttevo bylo na druhém konci
taktéz uzavieno svorkou. Vzorky byly ponechany za neustdlého michani a za pokojové
teploty v PBS po dobu 24 h, pti¢emz PBS bylo 3x vyménéno, po 1, 2 a 4 h od zacatku
dialyzy. Po ukonceni dialyzy byly taktéZ vzorky analyzovany pomoci Bradfordovy me-

tody, kdy byl pouzit pomér 250 pl ¢inidla na 5 pl vzorku.

Pro metodu Quant-iT byly vzorky 10x zifedény roztokem PBS. Mira fedéni by-

la ur¢ena na zékladé¢ omezeni této metody, kdy je za nejvyssi akceptovatelnou koncen-
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traci SDS uvadéna hodnota 0,1 hm. %.[72] Vzorky byly téZ pro srovnani analyzova-
ny elektroforeticky.

Jak je patrné ze srovnani grafi 10, 11 a obrazku 14, po dialyze byly vysledky ne-
gativni kontroly jiz blizké ocekavani. V porovnani s metodou Quant-iT a elektroforézou
vsak byly hodnoty vzorka stale poloviéni. Je mozné, ze svou roli hraje také nespecificka
adsorpce proteindl na material 96jamkové desticky, ¢imz by byla analyza narusena. Me-
toda Quant-iT po upravé koncentrace SDS ve vzorcich i standardech dle manualu meto-
dy dala vysledky odpovidajici vysledku elektroforézy, zarovein byla relativné nenarona
na provedeni i ¢asoveé v porovnani s dialyzou nebo vySe popsanou centrifugaci v kolo-

nach.
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Graf 10: Graf zavislosti koncentrace adsorbovanych proteinti vzorki I. desorpce PCL 80 na materialu; analy-
zovano Bradfordovou metodou po dialyze
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Graf 11: Graf zavislosti koncentrace adsorbovanych proteinii vzorki I. desorpce PCL 80 na materialu; analy-
zovano metodou Quant-iT po 10nasobném ziedéni pomoci PBS
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Obrazek 14: 10% SDS-PAGE elektroforéza: srovnani vzorku I. desorpce PCL 80 s kalibra¢ni fadou BSA
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Zavery a doporuceni

K testlim proteinové adsorpce byl piipraven nanovldkenny material PCL 45 a mikrovla-
kenné materidly PCL 80, PLCL, blendy PCL 80 : PLCL v rtiznych pomérech a materi-
al PLA. Materialy PCL 45 a PLA obsahovaly fadu defektG. U materiali PCL 45
a PCL 80 byl naméfen superhydrofilni charakter, u blendu 1:1 naopak hydrofobni cha-
rakter. Materidly byly testovany vySe uvedenym postupem na proteinovou adsorpci al-
buminu z hovéziho séra. Zatimco PCL 45, blend 1:3 a PLCL adsorbovaly relativné
malo proteinu napti¢ provedenymi testy, materidl PCL 80 v adsorpci proteinu vyrazné

pfevySoval ostatni materialy.

Doba adsorpce na materialy dle provedenych testi méla vliv na asovy prubeh ad-
sorpce. Kazdy z testovanych materiali vykazoval odliSny charakter po 1, 4, 8 a 24 h.
U htte adsorbujicich materidlti odliSnost v jednotlivych ¢asovych tsecich nebyla zasad-
ni, naopak u vice adsorbujicich byly rozdily vice znat. Charakter korespondoval se spe-
cifickym povrchem materidlti, upravou tohoto parametru tedy pravdépodobné miize
byt ptipraven material absorbujici proteiny v potiebné mife. Hydrofobni blend 1:1 vy-
kazoval vyrazné lepSi schopnost absorbovat proteiny po 24 h, ostatni materidly
vSak lépe adsorbovaly v kratSich c¢asovych intervalech, coz bylo v dobré shodé
s dostupnou literaturou. Bylo potvrzeno, Ze smac¢ivost materidlu hraje v proteinové ad-

sorpci zasadni vliv na princip jejiho prabehu.

U testovanych materialti byly téz provéreny vzorky po oplachu a z druhé desorp-
ce. Na zadklad¢ porovnani vysledkii prvni a druhé desorpce lze fici, Ze materialy PCL 45
a PLCL vazi proteiny siln¢ji, zatimco material PCL 80 z testovanych materialti nejsla-
béji. Presto vSak trend vysledkit druhé desorpce koresponduje s trendem prvni desorpce.
Analyzované vzorky po oplachu vykazovaly zanedbatelnou pfitomnost proteinii, albu-
min byl tedy na vSechny testované materidly pravdépodobn€ navdzan dostatecné silny-

mi interakcemi tzv. tvrdé korony.

K otestovani proteinové adsorpce bylo pouZito vicero dostupnych metod. Gelova
permeaéni chromatografie se osvédcila jako velmi pfesna metoda analyzy, avSak také
jako velmi Casové narocnd, kviili cemuz nebylo mozné otestovat statisticky vyhovujici
mnozstvi vzorkli. SDS-PAGE elektroforéza byla prokdzana jako dobré orienta¢ni meto-

da, Casové mén€ naro¢nd, avsak pro ziskdni numerickych hodnot by bylo potieba tu-
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to metodu doplnit napt. o metodu blotovani nebo grafickou analyzu. Ke statistickému
zpracovani vzorki vhodné spektrofotometrické a fluorimetrické metody se ukazaly

byt problematické kvili interakci Cinidla s detergentem SDS pouzitym pti desorpci.

K ptekonani této piekazky bylo otestovano vicero pristupti piipravy vzorkl
pro analyzu. Dostupné filtracni kolony VivaSpin Turbo 4 3000 MWCO mély malou ve-
likost pord v porovnani s velikosti molekul proteinu a nebylo tak mozné jimi uspokojivé
odd¢lit protein od detergentu. Stejny vysledek dévala také metoda srazeni SDS drasel-
nymi solemi za nizkych teplot, nepodafilo se dostate¢né odd¢lit supernatant obsahujici
proteiny od sedimentu obsahujiciho detergent. Metoda dialyzy jiz davala vysledky bliz-
ké o¢ekavani, ty vSak pfesto nekorespondovaly s provedenou elektroforézou i metodou
Quant-iT. Posledni jmenovana metoda se ukéazala byt z dostupnych metod nejvhodné;jsi,
po dodrzeni doporuc¢eného postupu vyrobce davala pro statisticky zpracovatelné mnoz-

stvi vzorkl hodnoty odpovidajici o¢ekavani.

Na zéklad¢ provedenych experimentt, z nichz relevantni jsou popsany v této pra-
ci, byl stanoven vhodny postup adsorpce jednoho modelového proteinu albuminu
na vladkenné materidly i postup nasledné analyzy. Pti kontaktu vldkenného materialu
s prostfedim organismu vSak dochazi k adsorpci celé fady proteinil, nejen nejvice za-
stoupen¢ho albuminu. V tomto sméru je mozné na praci navazat a dale prohloubit zna-
losti 0 adsorpci u testovanych materiali na dal$i modelové proteiny, pfipadné na celé
krevni sérum. Je mozné, ze ne vSechny z uvedenych postupt by pti zvoleni jiného mo-
delového proteinu nebo kombinace proteinii byly aplikovatelné, pfipadny nasledny vy-
zkum tak mutZze prohloubit i poznatky ohledné metod jevicich se nyni jako nevhodné.
Mezi cili prace zminéné srovnani s adhezi a proliferaci bun¢k nebylo v této praci fese-

no, 1 v tomto smeru je mozné vysledky prace dale prohloubit.
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