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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo studium kinetiky uvolfiovani oxidu dusnatého z mikrovldkennych
a nanovlakennych PCL vrstev, obsahujicich rizné koncentrace donoru oxidu dusnatého,
kterym byl S-nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAPs). Kinetika uvoliiovani NO byla
sledovana nejen vlivem prost¢ difuze, ale i béhem enzymatické degradace,
zprostiedkované pomoci lipazy. Vyhodnoceni probihalo za pomoci Griess assay,
metody schopné detekovat oxid dusnaty, uvolnovany ze vzorkti. Dalsi Cast prace byla
zamé&fena na In Vitro testovani zvlaknénych PCL materialti, modifikovanych SNAPs,

s endotelovymi buitkami a zhodnotit vliv oxidu dusnatého na tyto buiiky.

Kli¢ova slova: Oxid dusnaty, Griessuv test, donory oxidu dusnatého, SNAPs, kinetika

uvolnovani NO, elektrostatické zvlaknovani

ABSTRACT

The aim of this work was study of nitric oxide release kinetics from microfibre
and nanofibre polycaprolactone (PCL) layers containing various concentrations of nitric
oxide (NO) donor which was S-nitroso-N-acetylpenicillin (SNAPs). NO release kinetics
was monitored not only by simple diffusion but also during lipase-mediated enzymatic
degradation. The evaluation was performed by using Griess assay, a method capable
of detecting nitric oxide released from the tested samples. Another part of the work was
focused on the In Vitro testing of electrospun fibers modified by SNAPs

with endothelial cells and to evaluate the effect of nitric oxide on these cells.

Key words: Nitric oxide, Griess assay, Nitric oxide donors, SNAPs, NO release

kinetics, electrospinning
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A

b

C
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Absorbance [-]

Tloustka absorp¢niho prostiedi [m]
Latkova koncentrace [mol-1™]

lonty vapniku

Kalmodilin

Diaminoflupresceiny
Diethylamin/NONOate

Drug Delivery Systém/Systém cilené dopravy 1é¢iv
Endotelové bunky

Extracelularni matrix

Endothelium derived relaxing factor
Endotelidlni NOS

Fluorescencni mikroskopie

S -nitrosoglutathione

oxyhemoglobin

Vysoce u¢inna gelova cgromatografie
Peroxid vodiku

Indukované NOS

Infracervené

Isosorbid mononitrat

02-(2,4-Dinitrophenyl)1-[(4-ethoxycarbonyl)piperazin-1-
yl]diazen-1-ium-1,2-diolate
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid;

barvivo

Methemoglobin
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NaCl
NADPH
NEDD
NMP
NO
NO,
nNOS
NOS
NONOates
NPA
o))

O3
ONOO
PBS
PCL
PEG
PGA
PHB
PLA
PLGA

POEGMA-b-PVBA

Mangan myglobinu

Organokovové struktury (Metal-organic frameworks)
Methoxypoly(ethyleneglykol)
Chlorid sodny
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-(1-naftyl)ethylendiamin dihydrochlorid
N-Methyl-2-pyrrolidone

Oxid dusnaty

Oxod disicity

Neuralni NOS

Syntaza oxidu dusnatého
Diazeniumdiolaty

NAftalamid

Kyslik

Ozon

Peroxinitril

Fosfatovy pufr (pH=7,4)
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poly(ethyleneglykol)

Polyglykolid

Polyhydroxybutyrat

Polylaktid

Poly(laktid-co-glykolid)

(polyoligo[ethylenglykolmethyethermethakrylat-b-poly[3-
vinylbenzaldehyd])
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PROLI/NO 1-(hydroxy-NNO-azoxy)-L-proline, dvojsodna siil
PVA Polyvinylalkohol

PVB Polyvinylbutyral

SA Kyselina sulfanova

SULF Sulfanilamid

SeDPA Kyselina 3,3-diselenodipropionicka

SEM Rastrova elektronova mikroskopie

SMC Hladkosvalové buiiky

SNAP S-Nitroso-N-acetyl-p ( -penicillamin

SNVP S-nitroso-N-valerylpenicillamin

SPER/NO Spermin/NONOate

THOMS Tetramethylorthosilikat

uv Ultrafialové zatreni

VIS Viditelné zateni

V-PYRRO/NO 1-[(Ethenyloxy)-NNO-azoxy]-pyrrolidin

a Molarni absorp&ni koeficient [1 mol™.cm™]

£ Dekadicky molarni absorpéni koeficient [1 mol™.cm™]
T Transmitance [-]

Vystupni intenzita svétla [W]

13 Vstupni intenzita svétla [W]
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UvVoD

Tkanové inzenyrstvi a regenerativni medicina jsou v soucasné dob¢ velmi
rozvijejicimi se obory, nebot’ neustadlé zvySovani urovné poskytované zdravotni péce
a zivotnich standardl vede k prodluzovani délky lidského zivota a celkovému starnuti
populace. V dusledku toho je kladen velky diraz na obnovu a regeneraci poskozenych
tkdni. Vyzkum je tedy sméfovan predevSim na vyvoj vhodnych tkanovych nocicu
(scaffoldll) pro dané typy tkané. Velkd pozornost je proto vénovana vlakennym
materialim, jejichz vldna dosahuji nejlépe submikronovych rozméri, kdy pramér
vlaken tedy zpravidla neptesahuje 1um. Zaroven je kladen diraz na kombinaci téchkto
materiald s pfidavnymi faktory ¢i aktivnimi latkami (léCiva, ristové faktory, proteiny,
ad.), tedy s prostiedky, pozitivné ovliviiujicimi proliferaci, diferenciaci, rast bunék,
a zaroven potlacijicimi negativni reakce b&éhem interakce bunék se scaffoldem
a okolnimi nativnimy tkanémi. Uéinnosti, efektivitou a kinetikou uvoliiovani téchto

zaclenénych aktivnih latek se blize zabyva problematika Drug Delivery System neboli

cilena doprava 1éCiv.

Jednou z aktivnich latek, kterou je mozné funkcionalizovat nanovlakenné
¢i mikrovlakenné scaffoldy, je oxid dusnaty (NO), ktery Vv lidském organismu zastava
roli bunééné signalni molekuly a ucastni se fady fyziologickych a patofyziologickych
procest. Mezi jeho vyznamné funkce patii vazodilatace, snizovani agregace krevnich
desticek, snizuje adgezi monocyti, které se posléze formuji do makrofagii a ucastni se
zanétlivych reakci, podporuje proliferaci celé fady bunck a stoji také za spravnou funkci
imunitniho systému, nervového syst¢tmu a podporuje hojeni ran. Nicméné piesné
bunécéné odezvy jsou odlisné regulovany vlivem specifické koncentrace NO, a zaroven

jsou ovlivnény mistem jeho uvoliovani, tedy na jaké buiiky konkrétné ptisobi.

Cilem této prace proto bylo vypracovat reSerSi se zaméfenim na problematiku
oxidu dusnatého, jeho vlivu na lidsky organismus a jeho potencidlni aplikace

Vv tkanovém inzenyrstvi (viz teoreticko-reSerSni Cast prace).

Experimentalni Cast prace pak byla zaméfena na studium kinetiky uvoliiovani
NO z mikrovlakennych a nanovldkennych elektrostaticky zvlaknénych PCL vrstev, jez
byly obohaceny donorem NO, S-nitroso-N-acetylpenicillaminem (SNAPs). Bylo

14
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pozorovano uvoliiovani NO z testovanych vzorkl vlivem difuze, a zaroveil i vlivem
enzymatické degradace materidli, kterd byla vyvolana pomoci lipazy. Stanoveni
koncentrace uvoliiovaného NO potom probihalo vlivem Griess assay, cozZ je metoda,
ktera dokédze detekovat NO a stanovit koncentraci NO, uvoltiovaného ze vzorkt. Dasli
vyznamnou ¢asti bylo In vitro testovani zvlaknénych PCL materiali s endotelovymi

buiikami a ndsledné zhodnoceni vlivu uvoliiovaného NO na tyto buny.

15
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TEORETICKO-RESERSNI CAST

1 TKANOVE INZENYRSTVI V REGENERATIVNI MEDICINE

Tkanové inzenyrstvi je multidisciplinarni obor. Vhodné kombinuje a aplikuje
principy inzZenyrstvi a dalSich védnich oborti (biologie, chemie, fyziky) za Gcelem
vyvoje biologickych nadhrad, které zlepSuji, podporuji ¢i zcela obnovuji funkci tkani,

ptipadné celych organt. (Howard et al. 2008)

Obrazek 1 zachycuje proces tkanového inZenyrstvi. Zde je mozné vidét
jednotlivé kroky piipravy biologické ndhrady, az po jeji implantaci do téla pacienta.
Nejprve dochazi k odebrani bunék od recipienta ¢i darce, nasleduje isolace
pozadovanych bunék a jejich kultivace. Dalsim krokem je nasazeni isolovanych bunék
a pridavnych faktori (rGstové faktory, nanocastice, 1éCiva) na predem vytvoreny
podpirny nosi¢ (dale jiz scaffold), kde probiha kultivace bunék. Posledni fazi
je implantace, bunikami osazeného scaffoldu, do téla pacienta. (Singh et al. 2016)
Druhou moznosti je pouze vytvoreni vhodného scaffoldu (s aktivnimi latkami) a jeho
vlozeni dot¢la pacienta, piicemz kregeneraci poskozené tkadné¢ dochazi
vlivem proristani bunék do scaffoldu z okolnich zdravych tkani. V tomto piipadé tedy
neni nutnd isolace bunck pacienta ¢i darce a jejich naslednd kultivace, ale vlozeni

neosazen¢ho scaffoldu rovnou do téla pacienta.

Donory bundx Ragensracs
kostnichikoZnich!
vaskularnich
sndotsiovich bundk

- Trafiova organizacs
homsopatickychi
mazechyainach
bundk
Bufikyz 2D “
I = e\
: ™ o =
— - 8
Kuttivacs bundx ®
ve 2D matricl ° ..0 3 -
Ristove g Wy Nanofastics
Taktory
M2k mokskuly
Nasszeni bundk na
Phigavns faktory porozni 3D scaftoid

Obr. 1: Schéma procesu tkanového inzenyrstvi. Prevzato z: (Singh et al. 2016)
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Tkanové inZenyrstvi tedy typicky zahrnuje tii klicové aspekty, a to vhodny
scaffold, bunky a biochemické ¢i biologické podnéty. Scaffoldy obecné slouzi jako
podpora pfi ristu tkani, zaroven se stdvaji nosicem pro bioaktivni faktory. Ty je nutné
béhem regenerace tkani dodavat, nebot’ podporuji interakci bunék se scaffoldem,
potazmo s okolnimi tkanémi, dale stimuluji migraci bunék, jejich rist a diferenciaci.
Déle zabezpecuji pozadovanou integraci bunc¢k dovniti nosi¢e. Zaroven napomahaji
snizit riziko vniku zanétlivych nebo jinych nezadoucich reakci, tedy reakci organismu,
braniciho se viéi implantovanému materialu. (Dahlin 2011) Modifikujici faktory —
signalni molekuly, které jsou =zacCletovany do scaffold, Ize Siroce rozdélit
do prekryvajicich se kategorii mitogent (stimulujicich bunééné déleni), rustovych
faktori (biologické proteiny a DNA, které napomahaji proliferaci), 1é¢iv o nizké
molekulové  hmotnosti a morfogeni (kontrola  generujicich se  tkani).
(Howard et al. 2008, Lee et al. 2011). Pro zvySeni regenerace a biologické dostupnosti
obnovujicich se tkani uvnitf scaffoldu, musi byt aplikované déavky, takovychto
biologickych faktorii o mnohondsobné vysSi koncentraci, nez se bézné vyskytuji

v organismu. (Mikos et al. 2006)

1.1 Nanovlakenné scaffoldy

Scaffoldy jsou trojrozmérné struktury, které v idealnim piipadé podporuji
regeneraci arust novych bunék a poskytuji jim odpovidajici mechanickou oporu.
(Ranaet al. 2015) Nanovlakenné scaffoldy, jak jiz poukazuje sam nazev, sestavaji
zvldken o poloméru mensim nez 1000 nm. Nicméné cCasto jsou timto nazvem

oznacovany i scaffoldy, jejichZ poloméry dosahuji i desitek pum.

Bézné vyuzivané techniky zpracovani polymera se potykaji s potizemi ve snaze
vytvoftit vlakna o priméru mens$im nez 10 um. Z tohoto diivodu byly vyvijeny zptisoby
pfipravy nanovlaken za icelem adekvatni simulace geometrie extracelularniho matrixu.
V soucasné dobé je proto pro vyrobu nanovlakennych scaffoldd nejvice vyuzivano
nasledujicich tfi metod: ,,samovystavba®, fdzova separace a elektrostatické zvlakiovani.
(Barnes 2007). Nosi¢e je vSak mozné piipravovat celou fadou dalSich metod,
napt. tvorbou hydrogelu sitovdnim, vysousenim mrazem, zpénovanim, louzenim soli,

a Vv neposledni fad¢, velmi rychle se rozvijejici technologii 3D tisku (rapid prototyping).
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Bez ohledu na vyrobni technologii je na scaffoldy kladeno nékolik pozadavkd,
které hraji klicovou roli v navrzeni a stanoveni vhodného scaffoldu pro danou aplikaci,
posléze tedy pro zajisténi spravné funkce podpurného nosice a regeneraci poskozené
tkadn€. Prvnim dilezitym aspektem je cytokompatibilita scaffoldu, material tedy nesmi
negativné ovliviiovat zakladni funkce bunék, jejich migraci a proliferaci. Nesmi tedy
v zadném ptipadé pisobit toxicky a vyvolavat imunitni reakci (pfipadné minimalni),
aby nedochazelo kapoptéze bunék nebo silnym zanétlivym reakcim. DalSim
pozadavkem muze byt,ovSem v zavislosti na aplikaci nemusi, biodegradabilita nosice,
tedy jeho biologicky rozklad po obnové poskozenych tkani. Scaffold, u kterého
pozadujeme jeho rozklad po obnové poskozenych tkani, musi byt biologicky
odbouratelny, aby buiiky mohly produkovat sviij vlastni ECM, pfi€emZ vedlejsi
produkty této degradace museji byt opét zcela netoxické. Rychlost degradace
polymerniho scaffoldu by méla odpovidat rychlosti obnovy novych tkani a nosi¢ by mél
byt odbouravan pozvolna. Dilezitymi parametry jsou téZ mechanické vlastnosti
podpirnych skeletl, které se 1i8i s anatomickym umisténim implantovaného scaffoldu.
Obecné vsak musi scaffoldy vykazovat dostate¢nou mechanickou odolnost a pevnost,
ato od pocatku implantace az po dokonceni procesu remodelace tkané, tak aby byl
zachovan predem definovany tvar nové vznikajici tkané. Dulezité je zachovani
rovnovahy mezi mechanickymi vlastnostmi scaffoldi a jejich vysoce porézni
strukturou. Vysoka porovitost a obrovsky specificky povrch umoziuji a usnadiiuji
uchyceni bunék na povrchu nosice a néslednou proliferaci bunék do hloubky nosice,
stejn¢ jako difuzi Zivin, potfebnych pro rust bun€k, a také diftizi odpadnich produkti,
vznikajicich degradaci scaffoldu. Mimo dostatené porovitosti, je dilezitym
parametrem velikost pord, ty museji byt dostateéné velké, tak aby jimi bunky byly
schopny migrovat, ale dostate¢né malé, aby vytvarely dostate¢né vysoky mérny povrch.
(Barnes 2010, Ma 2004)

Dals§im podstatnym kritériem pii vyrobé nanovlakennych nosicu, které vyrazné
ovlivituji vSechna kritéria popsand vyse, je volba materidlu, ze kterého ma byt scaffold
zhotoven. V tkanovém inzenyrstvi je vyuzivano biomateriall, které 1ze rozdélit do tii
skupin: pfirodni polymery, syntetické polymery a keramické materidly. Pro vyrobu

nanovldkennych scaffoldi je v souCasné dob& nejvice vyuzivano alifatickych
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polyesteri, mezi néz patii PGA, PLA, PLGA, PCL, PHB a dalsi
(Gunatillake a Adhikari 2003)

1.2 Systémy cilené dopravy léciv

V literatute spiSe oznacovano pojmem Drug delivery systems (dale jen DDS).
Vyvoj téchto systémi zacal na zaklad¢ jisté nedokonalosti konvenéni 1é¢by oralnimi
1éCivy, ve smyslu poskytovani prostorové ¢i Casové fizeného uvoliiovani 1éCivych
slozek, coz zpusobuje nespocet vedlejSich ucink. Konven¢ni aplikace 1éku jsou
charakterizovany omezenou uCinnosti, nedokonalou distribuci a nedostatecnou
selektivitou. Vyse uvadéné omezeni byla piekonana s nastupem DDS, nebot’ tyto
systémy ptedstavuji velice inteligentni technologii, dokazi pfepravovat a aplikovat
vhodné medikamenty na poZzadované misto, a tim zcela minimalizuji nezadouci G¢inky
a negativni dopad 1é¢iv na okolni tkané, pfipadné cely organismus, jako je tomu pravé
u oralnich 1é¢iv. Navic DDS poskytuji 1é¢ivu ochranu pied piili§ brzkym uvolnénim,
atim tedy vyznamné prodluzuji plisobeni 1é¢iv, v fddech né€kolika hodin az mésici,
pfedev§im diky pozvolné degradaci polymeru, v némz je 1é¢ivd slozka vhodnym
zpusoben ukotvena, zapouzdifena ¢i jinak véazdna, zaroven zvySuji lécebné ucinky.

(Wilczewska et al., 2012, Bock et al. 2012)

Velikost cCastic mulze byt v zavislosti na aplikaci rizna, pohybuje se
od desitek nm az po vice nez 100 um. Dilezity je téZ tvar Castic, ktery nemusi byt nutné
sféricky. S obéma parametry samoziejmé souvisi odlisné kinetiky a statistiky
uvolnovani 1é¢iv. Zaroven tyto parametry ovliviiuji biodistribuci nanocastic, predevsim
pak velikost nanocastic 1é¢iva mlze hrat klicovou roli v mechanismu prichodu skrze

bunéénou membranu do bunky (Janssen et al. 2014, Canelas et al. 2010)

1.2.1 Priprava DDS

Ptiprava DDS spociva v ulozeni aktivni latky (1é¢iv, rastovych faktori, proteint,
enzymu, ad.), V zahrani¢ni literatufe oznacCovano jako drug loading, na povrch
¢1 dovniti vybranych nosict (drug delivery carries). Mnozstvi a zptsob ulozeni aktivni
latky na povrch/do nosict, tedy interakce mezi vybranou aktivni latkou a nosnou
matrici, je vyznamnym faktorem v nasledném procesu dodavani téchto latek.
(Daniel 2012)
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Loading aktivni latky Ize provést celou fadou zpisobu, obecné vsak lze proces
rozdelit na dvé hlavni vétve. Prvni z nich je funkcionalizace povrchu nosné matrice,
kde nejprve dochazi k modifikaci povrchu matrice a posléze se uplatiluje kovalentni
¢inekovalentni navéazéani aktivni latky na povrch matrice. Druhou moznosti

je enkapsulace aktivni latky dovnitf matrice. (Daniel 2012)

1.2.1.1 Funkcionalizace povrchu nosice aktivni latkou

Funkcionalizaci povrchu je mySlena modifikace povrchu pfed samotnym
zachycenim ligandu, atomu ¢i molekuly, poskytujici jeden nebo vice elektronovych
parit centralnimu atomu. Nejjednodussi a nejcastéjsi je modifikace, provadéna
U polymernich matric, tedy syntetickych a pfirodnich, které jsou na zakladé
medicinskych pozadavklli nejbéznéji vyuzivany. Pro wuchyceni aktivni latky
na modifikovaném povrchu nosné matrice, je vyuzivano chemické ¢i fyzikalni
konjugace, tedy interakce elektronii z volného elektronového paru, poskytovaného
ligandem, s elektrony. Tato metoda je zaloZena na chemickych vlastnostech a na vysoké

specifické plose povrchu nosné matrice. (Werengowska-Cie¢wirz et al. 2015)

Konjugaci funkénich skupin s aktivni latkou dochazi k tvorbé kovalentnich
vazeb mezi matrici a ligandem, tyto vznikajici vazby nejcastéji probihaji na esterovych,
amidovych nebo acetyl-hydrazonovych skupindch. Esterova vazba je dusledek
biokonjugace hydroxylové nebo primarni aminové skupiny 1é¢iva s karboxylovou
nebo hydroxylovou skupinou polymerni matrice. Amidova vazba je vytvofena reakci
karboxylové skupiny s nukleofilem, ktery obsahuje primarni amin. Acetyl-hydrazonova
skupina je tvofena prostiednictvim konjugace karbonylové skupiny s hydrazidem. Dalsi
moznou kovalentni vazbou je sulfidickd vazba, vznikajici konjugaci aminovych

a karboxylovych skupin s thiolovymi skupinami. (Werengowska-Cie¢wirz et al. 2015)

Navazani aktivni latky na povrch matrice 1ze docilit i metodou nekovalentnich
vazeb, tedy fyzikalni adsorpci, predevS§im pak elektrostatickymi interakcemi
mezi povrchem nosice a aktivni latkou, pfipadné chemickou imobilizaci aktivni latky.
Modifikace povrchu matric mohou probihat pomoci plasmové Upravy, chemické
metody (Caste€na hydrolyza biodegradabilnich alifatickych polymerd za kyselych

¢1 bazickych podminek) nebo roubovani povrchu matrice vhodnymi ¢inidly (kyseliny,
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zasady) pro vytvoteni volnych radikald vlivem plazmatu ¢i UV zéfeni. Tyto Upravy
vhodné pfizpiisobi povrchovou adhezi a smaceci vlastnosti matrice, piipadné je jimi

dosazeno zavedeni vice funk¢nich skupin na povrchu matrice. (Yoo et al. 2009)

1.2.1.2 Princip enkapsulace aktivni latky

Enkapsulace je technologie, kterda zprostfedkovava zaclenéni rtznych latek
(pevnych latek, kapalin, 1€ki, bakteridlnich a kmenovych bun€k) do nitra ¢i na povrch
nosné matrice. Je mozné zapouzdfovat mikro- i nanoCastice. Ob¢ technologie
se vyraznym zpusobem podileji na vyvoji a ptipravé bioterapeutickych aplikaci,
predevsim pak na vyvoji a pripravé DDS. (Tomaro-Duchesneau et al. 2013) Mozny
zptisob zapouzdieni/ukotveni aktivnich sloucenin (1éCiv) vykresluje obrazek 2, ktery
pfedstavuje dvé mozné varianty strukturdlniho uspotfadani polymernich nanocastic,
inkorporovanych uvnitf nebo vdzanych na povrchu polymerni matrice. Schematicky tak

ukazuje tvorbu nanokapsli a nanosfér.

Rozdil mezi nanosférou a nanokapsli je nasledujici, nanosféra ma vzdy strukturu
matrice, kdy 1é¢iva jsou zaclenéna uvniti matrice nebo jsou absorbovana ¢i jinak vazéna
na povrchu matrice. Naproti tomu nanokapsle jsou jakési vezikularni systémy, kde je

1é¢ivo uzavieno v jadru (duting), které je nasledné obaleno polymerni membranou.

(Reis et al. 2005)

Nanocastice
uvnit

/\mmph‘ @

oT: P Nanodéastice
Odlisna syntéza i
Polymer + RS A na povrchu
P —» | systémi pro cilené
1é¢ivo -

uvolnovani léciv

\ / Nanocastice

uvnité
\u"’
w5
.\'anosfér_\\o

Nanocastice
na povrchu

Obr. 3: Schématické zobrazeni tvorby nanokapsii a naosfér. Prevzato z (Kumari et al. 2010)
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Inkorporaci nanocastic je mozné provadét ttemi riznymi metodami, fyzikalni,
chemickou a polymera¢ni. Fyzikalni metoda zahrnuje tvorbu nanocastic procesem
potahovani (Pan coating, Air-suspension coating), odstfedivym vytlacovanim,
principem Spray-Drying (electrospraying) ¢i koaxialnim zvlakinovanim (jedna se ovSem
0 inkorporaci castic do vldken, nikoli kapsli). Chemicka metoda umoziuje tvorbu
nanocastic emulgaci a odpafovanim/extrakci rozpoustédla z polymerniho roztoku, ktery
nasledn¢ tvoii obal kapsle. Pfipadn¢ metodou nanoprecipitace (srazenim) kapek
organické faze (polymer rozpustény v rozpoustédle misitelného s vodou). Polymeracni
metoda potom zahrnuje tvorbu nanocastic vlivem mezifdzové polymerace,

In situ polymerace a matrix polymerace.(Shekhar et al. 2010, Masood et al. 2016)

Pomoci téchto metod lze syntetizovat Sirokou skdlu nano/mikrocastic, které maji
riznou formu a uspofaddni, napf. castice ve form¢ jadro/plast, nckolikasténné
avicejaderné¢ Castice nebo cCastice s nepravidelnym tvarem. Metoda vyroby
nanocastic a jejich zaclenéni v polymernim matrixu jednozna¢né ovlivituje vysledné

vlastnosti a chovani béhem aplikace v organismu.

1.2.2 Drug delivery carries

DDS mohou mit odli$nou strukturu a morfologii, to je dano piedev$im typem
nosice, ktery nasledné poskytuje odlisné vlastnosti, rozlicny obsah u¢inné latky, riznou
délku uvoliovani a odezvu na fyziologické prostiedi. Nejcastéji vyuzivané struktury
pro DDS zachycuje obrazek 2. (Janssen et al. 2014) Lze je rozd¢lit do nékolika skupin:
na polymerni nosi¢e (polymerni mikro/nano¢astice, mikro/nanokapsule, micely,
dendrimery, hydrogely, polymerni konjugaty 1é¢iv), lipidové nosi¢e (liposomy, lipidové
micely, pevné nanocastice liposomi), kovové a anorganické nanostrukturni nosice
(zlaté/magnetické nanocastice, zlaté ,nanoskofapky®, fullereny ¢ikvantové tecky).
(Pathak a Thassu 2009) Mezi nejvyuzivanéj§i nosie aktivnich latek potom patii

liposomy, micely, dendrimery a pfedev§im polymerni nanocastice.
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Obr. 2: Ukdzka riznych typu nosicit pro DDS. Prevzato z: (Canniot ec al. 2014)

1.2.2.1 Polymerni nanocastice

V oblasti nanomediciny Ize nanocéstice definovat jako pevné koloidni
supramolekuldrni struktury, vyrobené obvykle (ne nutn€) z polymerti, které dosahuji
submikronovych rozmért (s vyhodou pod 500 nm), mohou vsak dosahovat i n¢kolika
mikrometrti, proto jsou v DDS terminem nanocastice, oznacovany vsechny typy nosica.

V zavislosti na zpusobu vyroby Ize ziskat nanosféry nebo nanokapsle. (Couvreur 2013).

Lécivo mize byt absorbovano, zapouzdieno nebo Kkonjugovano uvnitt
nebo naopak na povrchu polymerniho matrixu, tvoticiho sféry/kapsle. Polymerni matrix
(jakasi ,,skotapka‘“) poskytuje zac¢lenénému léku ochranu proti rozkladu vlivem ucinka
télesnych enzymu a procesu diftize, hydrolyzy, enzymatické degradace, piipadné jejich
kombinaci. (Masood et al. 2016) Materialy pouzivané pro piipravu nanosfé/kapsli jsou
nejcastéji polymery, bud’to pfirodni, kam spadaji karobohydraty (agardza, chitosan,
starch, karagenan, amylum), chemicky modifikované karbohydraty (polydextran,
polyamylum) a proteiny (albumin, zelatina, kolagen). Nebo je vyuzivano polymert

syntetickych, které je mozno rozdélit na nedegradabilni (polymethylmetakrylat,
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glycidylmetakrylat, epoxidové polymey) nebo degradabilni (laktidy, glykolidy a jejich
polymery, polyakrylkyanoakrylaty, polyanhydridy). (Namdev et al. 2015)

Polymerni nanocastice je mozné, v soucasné¢ dob¢ vlastn¢ zaddouci, povrchoveé
modifikovat za ucelem zvySeni odolnosti nannocastic a doby cirkulace v Kkrvi.
Pro modifikaci je pouzivano hydrofilnich, netoxickych, s krvi slucitelnych polymert,
jako jsou napi. PVA, PEG, mPEG a polysorbat. (Masood et al. 2016)

DDS, obsahujici nanocastice, musi spliiovat podminky cytokompatibility,
nemély by vykazovat toxické ucinky pro organismus, zpisobovat zanétlivé
nebo alergické reakce. Samoziejmé by mély spliiovat podminku biodegradability,
tak aby dochazelo k fizenému uvolnovani inkorporovanych 1é¢ivych slozek na cileném
misté, pficemz degradace probihd vlivem Stépeni kovalentnich vazeb pusobenim
biochemickych faktorti lidského organismu. Studii tykajicich se toxicity polymernich
nanocastic pro DDS je obecné mnohem méné oproti studiim zabyvajicich se vyvojem
systémi pro cilenou dopravu 1éC¢iv, vylepSovanim technologii zhotovovéani nosicu,
vyvoj novych 1é¢iv a zplsobl jejich zapouzdieni a dal$i modifikace pro zvySeni
uc¢innosti. Piesto De Jong a Borm (2008) ptedkladaji svoji studii, ve které varuji pied
moznym nebezpecim, které mohou polymerni nanocéstice, jakozto DDS predstavovat.
Zaroven vsak nevyvraceji jejich potencial, pouze poukazuji na oblasti, na které¢ by se
méli dalsi vyzkumy zaméfit. Pfedev§im na konkrétnéjsi cileni a dodavku 1é¢iv, zvySeni
vyvoj. Voigt et al. (2014) svou studii toxicity polybutylkyanoakrylatovych nanocastic
situaci uklidiiuje, béhem jeho studie nebyla prokdzana vyrazna zndmka toxicity, pouzité
nanoéastice nevyvolavaly umrti testovanych bunék a polybutylkyanoakrylatové
nanocastice tedy byly shledany jako netoxicky nastroj pro podavani l1éCiv. Nicméné
testy toxicity a cytokopatibility je nutné provadét u vSech nové vyvijenych materiald,
protoze razné kombinace zvolenych polymerti (matrice), uinnych latek (1é€iv)
a Vv neposledni fad¢ misto aplikace mohou bezpochyby vlivem degradace a postupnym
uvolnovanim lé¢ivych, ale i odpadnich slozek, zptisobovat nezadouci reakce v okolnich

tkanich, potazmo celém organismu.
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1.2.3 Kinetika uvoliiovani inkorporovanych litek

I ptes rychly a rozsahly vyvoj nosict s enkapsulovanymi latkami, ur¢enymi
k jejich cilenému dodavani a postupnému uvoliiovani, je pravé problematika uvoliiovani
a kinetika uvoliovani zaclenénych latek stézejni pro vyvoj a zdokonalovani DDSs.
Jedna se ovSem o natolik slozitou problematiku, Ze v soucasné dob¢ stale neni zcela
pochopena a objasnéna a je predmétem celé fady studii zabyvajici se vyzkumem

a vyvojem systému pro cilenou dopravu 1éCiv s fizenym uvoliiovanim.

,2Uvolnovani 1éku” (drug release) oznacuje proces, ve kterém dochazi
K rozpusténi 1€ku, ktery nasledné migruje z vychozi polohy v polymernim systému
na jeho vn&jsi povrch, proces oznaCovany jako difuze. Na povrchu pak dochazi
K pozvolnému rozpousténi a uvolfiovani 1é¢iva do uvoliiovaciho média (krev, té€lesné
tekutiny). Je-li ukotven pouze na povrchu, dochazi pouze k rozpusténi a naslednému
uvolnéni 1éku. Tento zdanlivé jednoduchy proces je ovSem ovlivnén fadou slozitych
faktordi, jako jsou fyzikalné-chemické vlastnosti rozpusténych latek, strukturdlni
usporddani nosice, prostiedi, kam je 1ék aplikovan, interakce organismu s DDS,
potazmo uvolnénou latkou, a také kombinace vySe zminénych faktort. Podrobnéjsi
prehled faktorti ovliviigjicich kinetiku uvolnovani 1é¢iva poskytuje obrazek 4.

(Fu a Kao 2011)

Faktory ovliviiujici uvolnovani léCiva
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Obr. 4: Faktory oviiviiujici kinetiku uvoliiovani lé¢iva z polymerniho nosice. Pievzato Z:

(Fu a Kao 2011)
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Obecné plati, ze hnacimi silami transportu rozpusténych lécivych latek
Z polymerni matrice je diftize rozpusténé latky, bobtnani polymerni matrice a degradace
materialu, jedna-li se 0 matrici z degradabilniho polymeru. Biodegradabilni polymery
obsahuji labilni vazby (esterové, amidové, anhydridové), které jsou nachylné
K hydrolyze nebo enzymatické degradaci. Degradace polymerni matrice mize byt
dvojiho typu, povrchova ¢i hloubkova (celodegradace materidlu). Povrchové degradace
je omezena pouze na vn¢j$i povrch polymerniho nosice, kdezto u hloubkové dochazi
k degradaci rovnomérné v celém objemu nosiCe. Degradace vede k odstépovani
polymerniho fetézce, tim dochazi ke zméné molekulové hmotnosti polymeru, coz mize
byt pouzito pro kvantifikaci procesu degradace v zavislosti na ¢ase pomoci gelové

permeacni chromatografie. (Fu a Kao 2011)

U nedegradabilnich polymernich systému dochazi k transportu rozpusténé latky
vlivem ftizené difuze. Nosice 1éCiv, vyrobené z biologicky neodbouratelnych polymert,
jsou povétsinou ve form¢ nano/mikro kapsli, tedy systému typu ,,reservoar®, kdy jadro,
uvnitt n¢hoz se nachéazi 1é¢ivo, je obaleno/potazeno polymernim filmem. Tento
material, formujici kapsli, funguje jako membrana, kterd nasledné fidi rychlost
uvolnovani. Rychlost uvolnovani je potom relativné konstantni a neni ovlivnéna
koncentracnim gradientem, ale pravdépodobné&ji souvisi s tloustkou a propustnosti

polymerni membrany. (Fu a Kao 2011)

1.2.4 Kvantitativni stanoveni uvoliiovani za¢lenénych latek

Pti studiu uvoliiovani aktivnich latek znosici je stézejni urcit rychlost
uvoliiovani a pfedev§im mnozstvi uvolnéné latky. Pro tento Gcel je mozné vyuzit fadu
metod, kdy prvnim pfistupem muize byt kvantitativni chemicka analyza, jejimz cilem je
stanovit mnozstvi slozek urcité latky. Tento piistup lze rozdélit do dvou skupin, tedy
metody chemické a fyzikalni. Principem chemickych metod je chemicka reakce
zjistované latky a vhodného cinidla, coz vede k ptevedeni zjistované latky ve stalou
a pfesn¢ definovanou slouceninu. Tuto metodu lze dale rozdélit na volumetrii a titraci,
tedy vazkovou a odmeérkovou analyzu. Principem fyzikalnich metod je stanoveni
urcitych fyzikalnich vlastnosti latek, kdy je moZné mezi vybranou fyzikalni vlastnosti
a mnozstvim latky matematicky vyjadrtit urcity vztah. Do této kategorie fadime metody

zalozené na absorbanci nebo odrazu svétla, zpisobené prichodem svételného paprsku
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zkoumanym roztokem. Ddéle do této skupiny fadime metody zaloZené na principu
excitace sekundarniho zafeni, tedy fluorescencni a fosforescencni piistupy. Dalsi
podstatnou metodou je spektrofotometrie, tedy metoda principialn¢ zaloZena

na rozkladu svétla pti soucasné absorpci VIS, UV, IR svétla (Tomicek 1958).

1.2.4.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je v soucasné dobé bézna metoda pro stanoveni koncentrace,
potazmo obsahu latky v daném promérovaném roztoku. Vyuziva se skute¢nosti, Ze fada
latek je schopna absorbovat elektromagnetické zareni ve viditelné ¢i ultrafialové Casti
spektra (méné Casto infraervené zafeni). Podstatou metody je, Ze kazda sloucenina
pohlcuje svétlo riznych vinovych délek (tedy absorpcni spektrum), pficemz mira
pohlceného svétla zavisi na struktuie slouceniny. MnozZstvi svétla urcité vinové délky,
které absorbuje latka (napf. rozpusténa v roztoku), je zavisla na koncentraci latky. Jistou
podminkou pro pouziti spektrofotometrické metody za ucelem stanoveni mnozstvi
zvolené latky, je moznost pievedeni vybrané latky do formy roztoku. Pokud je
spektrofotometrické proméfovani provadéno ve viditelné oblasti, je nutné, aby dana
stanovena latky byla barevna, naopak prostfedi, kterym bude prochazet svétlo, bylo
prahledné, tak aby selektivni absorpce svétla vlivem prichodu skrze roztok nezménila

vinovou délku, ale jen intenzitu. (Kfizenecka a Synek 2014)

Spektrofotometrie vyuzivd Lambert-Beerova zakona, ktery urcuje absorbanci.
Ta je zavisla na celkovém poctu absorbujicich ¢&astic, interagujicich se svazkem
paprsku, tloust’ce absorbujiciho prostiedi, kterym prochazi zareni. Je také ptimo imérna

koncentraci roztoku. (Ktizenecka a Synek 2014)
Pro kone¢nou tloustku absorbujici vrstvy plati
¢= e, 1)

kde ¢ je vystupni intenzita svétla, ¢, je vstupni intenzita svétla, « je absorpcni molarni

koeficient, b je tloustka absorpéniho prostiedi.

Nebo lze uzit vztahu
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r=L=e® =10, B
%o

kde 7 je transmitance, ¢je vystupni intenzita svétla, ¢, je vstupni intenzita svétla,

« je absorpéni molarni koeficient, b je tloustka absorpéniho prostiedi a ¢ je dekadicky

molarni absorp¢ni koeficient.

Absorbance je poté dana nasledujicim vztahem

A= —log(j’: = —logr = ¢bc 3)

kde A je absorbance, 7 je transmitance, ¢je vystupni intenzita svétla, @, je vstupni

intenzita svétla, « je absorpéni molarni koeficient, b je tloustka absorp¢niho prostiedi,

gje  dekadicky molarni  absorpéni  koeficient ¢ latkova  koncentrace.
(Kfizenecka a Synek 2014)

Spektrofotometrie je pro stanovovani uvoliiovani inkorporovanych latek
pomérné vyuzivana, pro vyhodnocovani byla pouzita v celé fad¢ studii a experimentu.
Je to déano jeji rychlosti a pomérné¢ velkou piesnosti. Navic ji lze vyuzit iV piipade

urCovani latky, jejiz koncentrace v roztoku je velice mala.
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2 ELEKTROSTATICKE ZVLAKNOVANI

Zpusob pouziti elektrostatickych sil pro tvorbu velmi jemnych vlédken je znam
jiz vice nez 100 let. Eletrostatické zvlaknovani se ukazalo jako pomérné jednoducha
metoda pro vytvoieni submikronovych vlaken, zpravidla o primérech pohybujicich se
mezi 100 nm az 1um. Neni vSak vyjimkou, ze vlakna dosahuji priméra i nékolika pum.
Nanovldkenné struktury se vyznacuji velkym specifickym povrchem, vysokou
porovitosti, ovSem s malou velikosti port, coz tyto materidly stavi do popfedi zajmu
pro nespocet aplikaci. Touto metodou lze piipravit vldkna zrGznych polymert,
pfirodnich, syntetickych 1 polymert, obsahujici nejriizngj$i piimési v zavislosti

na pouziti a pozadovanych vlastnostech. (Haighi 2012).

2.1 Princip elektrostatického zvlaknovani

Princip elektrostatického zvladknovani (electrospinningu) vyuziva rozdilného
elektrického potencialu mezi polymernim roztokem/taveninou a sbérnym kolektorem.
Pouzitim zdroje vysokého napéti, dochdzi k vhadnéni nédboje urcité polarity
do polymerniho roztoku ¢i taveniny, ty jsou nasledné pfitahovany vlivem elektrického
potencialu, vznikajiciho mezi kapilarou a kolektorem. Rozdil elektrickych potenciald
zpusobuje silnou pfitazlivost mezi kapalinou a kolektorem a vlivem elektrostatickych
odpudivych sil mezi stejné nabitymi ¢asticemi kapaliny dochazi k deformaci kapaliny
atvorbé Taylorova kuzele. V okamziku, kdy je ptfekondna prahovd hodnota napéti,
elektrostatické sily piekonaji povrchové napéti kapicky polymeru, a jeden nebo dva
nabité¢ proudy kapaliny jsou vytahovdny z Taylorova kuzele. Tyto vlakenné proudy
prochézi atmosférou, coz umoziuje odpateni rozpoustédla a nasledné ukladani pevnych

polymernich vlaken na kolektor. (Sill a Recum 2008, Hu et al. 2014)

2.2 Parametry elektrostatického zvlaknovani

Parametry ovlivilujici proces elektrostatického zvldknovani lze rozdélit
do tii skupin. Prvni skupinou jsou parametry polymeru (roztoku ¢i taveniny).
Ty zahrnuji  viskozitu, koncentraci polymeru, molekulovou hmotnost polymeru,
povrchové napéti a vodivost. Druhou skupinou jsou procesni parametry. Do této
kategorie spada napéti, typ kolektoru a vzdalenost mezi kolektorem a kapilarou. A tieti
skupinou jsou parametry dané okolnimi podminkami, tedy teplota, vlhkost a rychlost
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proudéni vzduchu. Ptehled parametrti ajejich vliv na elektrostatické zvlaknovani
poskytuje kniha prof. Li a prof. Wanga (2013), ti zde popisuji jednotlivé parametry,
jejichz zménou lze docilit odliSnych morfologii, struktur a jemnosti vlaken. Podstatné
je, ze parametry procesu elektrostatického zvldknovani jsou podrobné zkoumdny
pro jednotlivé polymery samostatné, nebot kazdy polymer se chova zcela odlisné.
Proto je nutné procesy elektrospinningu pro kazdou polymerni latku vzdy

optimalizovat. (Hu et al. 2014)
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3  OXID DUSNATY

Oxid dusnaty je chemicka sloucenina, kterd je definovana chemickym vzorcem
NO, jehoz strukturu Ize vidét na obrazku 7. NO je za béznych podminek bezbarvy plyn
ajedna se o volny radikal, jeho struktura tedy obsahuje neparovy elektron, ktery je
v obr. 7 znazornén teCkou u atomu dusiku. Jedna se o vysoce reaktivni molekulu

s polo¢asem rozpadu ptiblizné n¢kolik sekund.

Dftive byl povazovan pouze za zneCistujici latku zivotniho prostfedi, jakoZzto
produkt chemického pramyslu, spalovacich procesti fosilnich paliv ¢i motort
automobilt. Nicméné je mnohem vice, bylo prokdzano, ze u vSech savci se podili
natad¢ fyziologickych a patofyziologickych procesli a zastava roli bunécné signalni
molekuly. Mezi celou fadou funkci lze vyzdvihnout napt. vazodilataci (zvySuje tedy
roztaznost cév, tim napomdha vétSimu prutoku krve); snizuje agregaci krevnich
elementi (krevnich destiek), ktera jinak iniciuje vznik Krevnich srazenin; sniZuje
adhezi monocytt, které se tvoii v kostni dieni, pfechdzeji do krve a migruji do pojivych
tkani, kde se formuji do makrofagi a zplsobuji zanét; udrzuje v rovnovaze proliferaci
bun¢k hladkého svalstva, kterd zpusobuje zuzeni krevnich cév aniz$i prutok krve;
dale potlacuje oxidaci LDL cholesterolu; stoji také za spravnou funkci imunitniho

systému, nervového systému a podporuje hojeni ran. (Hetrick a Schoenfish 2009).

‘N=0O

Obr. 7: Chemicka struktura oxidu dusnatého. Prevzato z: <https://www.boundless.com/>

Za odhaleni a popsani vyznamu NO byla vroce 1998 udélena
R. F. Furchgottovi, L.J.Ignarrovi a F. Muradovi Nobelova cena za Fyziologii
a lékarstvi. (Nobelprize Org. 2014). Molekuly NO, oznacované jako ,,endothelium-
derived relaxing factor (EDRF), zodpovédné za vazodilataci a regulaci krevniho tlaku
usavcl, byly popsany jako endogenné produkované signalizacni molekuly
v kardiovaskularnim systému, které jsou schopné modulovat produkci cytokini.
Pro svtj obrovsky vyznam, byl oxid dusnaty v roce 1992, v ¢asopise Science, vyhlasen
molekulou roku. (Koshland 1992)
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3.1 Syntéza NO

NO je generovan tiemi riznymi izoformami enzymu syntazy oxidu dusnatého
(oznacovano NOS). Tyto izozymy jsou oznacovany jako eNOS (endotelialni NOS),
NNOS (neuralni NOS) a iNOS (indukované NOS) a obsahuji spole¢ny rodovy NOS gen,
katalyzuji stejnou reakci, nicméné se vzajemné odliSuji svoji primarni strukturou,
determinovanou geneticky, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a vyskytem v tkanich.
Dvé syntazy jsou konstitutivné exprimovany, pievazné v neuronech (nNOS)
a endotelialnich tkanich (eNOS), naproti tomu iducibilni forma (iNOS) mtize byt zna¢né
up-regulovana v builkkdch imunitniho systému a mnoha jinych tkanich, kde je to
vyzadovano  pro  jistou imunitni odpovéd.  (Alderton et al. 2001,
Forstermann a Sessea 2012, Murphy 1999, Al-Sa’Doni a Ferro 2000)

Klicovym rozliSovacim znakem mezi konstitutivnimi a inducibilnimi izofor-
mami je zavislost na vapnikovych iontech Ca?*. eNOS a nNOS jsou ob& aktivovany
zvySenim koncentrace intracelularnich Ca?*, coz posléze vede k navazani vapenatych
iontd v buikach na kalmodulin, a vznika tak kalmodulinovy komplex Ca®*-CaM.
Kdezto iNOS obsahuje nevratné vazané CaM, a je tedy do zna¢né miry na Ca?*
nezavisla. Rozd¢leni syntdz oxidu dusnatého a jejich charakteristiky shrnuje tabulka
na obrazku 8. (Lei et al. 2013, Al-Sa’Doni a Ferro 2000).

Biosyntéza NO (obr. 9) zahrnuje dva kroky oxidace L-argininu na L-citrulin
za soucasné produkce oxidu dusnatého. Pocate¢ni hydroxilace L-argininu vede k vzniku
NC®-hydroxy-L-argininu, ktery slouzi jako prekurzor pro NOS. Nasledn& tedy tento
meziprodukt oxiduje za vzniku L-citrulinu a NO. Na vznik 1 molu L-citrulinu je béhem
reakce spotfebovano 1,5 molu NADPH a 2 moly kysliku. (Andrew a Mayer 1999,
Seabra et al. 2015, Al-Sa’Doni a Ferro 2000)
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NOS Expresni o
) o Typ bunécné exprese Aktivita enzymu
izoformy charakteristiky
Zejména v endotelialnich
buiikach, také v buiikach Zavisla Ca?*, generuje
eNOS Konstitutivni hladkého svalstva, NO v nanomolekularni
kardyomyocytech, kostnich  Grovni
burikach a neuronech
Piedevsim v neuronech, Zavisla Ca?*, generuje
NNOS Konstitutivni také ve slinivce bfi$ni NO v nanomolekularni
a ledvinach urovni
Indukovatelna v mnoha Nezéavisla na Ca**
Ne-expresivni typech bungk, vcetné INOS generuje NO
INOS za vychozich zanétlivych cytokind, vV rozmezi mikro-
podminek mikrobti, mikrobidlnich molarnich koncentraci
produktu, po dlouho dobu
Obr. 8: Typy izoforem NOS a jejich charakteristiky. Prevzato z: (Lei et al. 2013)
H
® el
H,N / NH, / N— OH 0

Y

NH
SINADPH 5\ .5 NADPH i

L-arginin

*N=0
Oxid dusnaty

N<-hydroxy-L-arginin L-citrulin

Obr. 9: Reakce vzniku L-citrulinu a NO, katalyzovand NOS. Prevzato z: (Andrew a Mayer 1999)

33



Technickd univerzita v Liberci Diplomové prace

3.2 Detekce NO

Detekce NO a jeho derivati (dusi¢nani a dusitant), tedy vyvoj vhodnych
a dostatecné citlivych analytickych technik, které budou schopny ptfesné¢ kvantifikovat
koncentraci NO a rychlost jeho produkce, se v soucasné dob¢ tisi intenzivnimu zajmu
nespoctu védeckych tymul napfi¢ svétem. Zasadni piekazkou v presné kvantifikaci NO
je jeho vysoka reaktivita a velmi rychlé vyluCovani (vyplachovani) endogennimi
latkami (napt. Oz), hemovymi proteiny (napt. hemoglobin), thioly (napf. cysteinové
zbytky, glutathion), pfipadné¢ dalSimi volnymi radikdly (napf. superoxid). Dalsi
prekazkou je velmi kratky polocas rozpadu NO (fadové sekundy). VSe vySe zminéné
vyrazné komplikuje detekci NO. Navic je nutné si uvédomit, Ze detekované koncentrace
NO se pohybuji vrozmezi velmi nizkych hodnot, disledkem toho je pozadavek
na techniky s 8irokymi rozsahy linearni odezvy, anavic srychlymi casy odezvy
pro prostorovou detekci. (Hetrick a Schoenfisch 2009) Dalsi, pomérné stézejni
nevyhodou, je neschopnost stanovovani produkce NO in vivo pro celé télo. VétSinou
probiha stanovovani koncentrace plynnych fazi NO (dusi¢nany, dusitany),

a to z odebrané krve ¢i moci recipienta. (Wang et al. 2015)

V soucasné dobé je vyuzivano nékolika komeréné dostupnych metod
pro detekci NO. Jednou z hlavnich skupin jsou spektroskopické metody, kam spada
detekce NO na bazi absorbance, fluorescence nebo chemiluminiscence. Dalsi mozZnosti,
zjiStovani mnozstvi NO, je vyuZiti elektrochemickych technik, kde je vyuzivano
nejruznéji vylepSenych membran pro zvyseni odezvy elektrochemickych ¢idel na NO,
ptipadné jsou aplikovany ruzné elektrokatalytické modifikace senzort. Mimo tyto dvé
stéZejni skupiny méficich technik pro detekci NO existuji dalsi, ty vSak zdaleka nejsou
pouzivany tak Casto. Patii sem napi. hmotnostni spektrometrie, rentgenova foto-
elektricka spektroskopie, IR a UV lasery, Ramanova spektroskopie, plynova chromato-
grafie a dalsi. (Hetrick a Schoenfisch 2009)

3.2.1 Metody zaloZené na méieni absorbance

Metody detekce NO, zalozené na absorbanci, jsou hojné vyuzivany predevsim
diky dostupnému a jednoduSe fungujicimu vybaveni a koncepéné piimym postupiim

analyzy. Jsou vyuzivany zejména pro detekci NO v biologickych systémech. Existuje

34



Technickd univerzita v Liberci Diplomové prace

vice zpusobu, které se liSi rtiznymi indikatory, se kterymi jsou testy absorbance
provadény. Tyto metody zahrnuji test na bazi metaloprotent a predevsim pak Griesstiv

test.

3.2.1.1 Griess assay

Griess assay neboli Griesstuv (diazotacni) test je jednou z nejbéznéjSich metod
pro detekci NO z nejriznéjsich vzorkti a matric. Poprvé byl test popsan Griessem
v roce 1864 a diazotacni reakci byl skutecné¢ naméfen dusitan. Béhem reakce dochézi

vlivem vysoké reaktivity NO k tvorbé dusitanti vlivem nasledujicich reakei:

2NO + 0, — 2NO, (4)
NO + NOZ g N203 (5)
N203 + H20 — 2N02 T+ 2H+ (6)

Originalni Griessova reakce je popsana reakci dusitanu s Kyselinou sulfanilovou
(SA) a a-naftylaminem za kyselych podminek, ¢imz je ziskano azobarvivo, jehoz
koncentrace mlze byt pouzita jako nepiimy ukazatel koncentrace dusitanii (a NO)
ve vzorku. Pozd¢ji byl test upraven, kdy byla kyselina sulfanilovd nahrazena
sulfanilamidem (SULF) a a-naftylamin byl nahrazen N-(1-naftyl) ethylen-
diamindichloridem (NEDD). To vedlo k vétsi citlivosti, reprodukovatelnosti a rychlosti
metody. Obrazek 10 zachycuje moderni verzi Griessova testu, kdy nejprve dochazi
k reakci dusitanu se SULF za kyselych podminek, coz vede ke vzniku meziproduktu,
tedy diazoniové soli. Tento produkt posléze reaguje s NEDD, tim vytvofi stabilni ve
vodé rozpustné azobarvivo S absorpénim maximem Amax =540 nm. V neutrdlnim pH =
7,4, kdy je SULF rozpustén s NEDD ve 100 uM fosfatového pufru za aerobnich
podminek a posléze je ptidan roztok s obsahem NO, ma za nasledek vznik azobarviva
S absorpénim maximem 496 nm, nicméné vznik tohoto azobarviva je velmi pomaly
atrva i nekolik dni, proto reakce dusitanu se SULF a NEDD probihd za kyselych
podminek. Pfidanim hydroxidu sodného dochazi k neutralizaci kyselého roztoku
dusitanu a vysledkem je tvorba produktu (azobarviva) se stejnym absorpénim spektrem

(496 nm). (Hetrick a Schoenfisch 2009, Nims et al. 1995)
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Koncentrace dusitanu je poté stanovena porovnanim absorbance roztoku
azobarviva a kalibra¢ni kiivky, pfipravené se znamymi koncentracemi dusitant. Tvorbu
kalibrac¢nich ktivek popisuje clanek (Nims et al. 2000), kdy prve je pfipraven roztok
dusitanu sodného (110 uM), ktery je nasledné¢ dvojnasobné fedén na koncentrace 100,
50, 25, 125, 6.25, 3.125. 1.56 pM. Do pfipravenych roztokl je posléze ptidano
100 mM PBS (pH 7,4) obsahujici 17mM SULF a 0,4 mM NEDD. Nésleduje inkubace
vzorkll po dobu 3 minut pfi teplot¢ mistnosti, a poté je méiena absorbance pii 496 nm.
Ziskané hodnoty jsou vyneseny do grafu zéavislosti absorbance a koncentrace a linearni

extrapolaci je generovana kalibra¢ni kiivka pro koncentraci NO. (Nims et al. 1995)

Detekéni limit pro stanoveni mnozstvi dusitanit pomoci Griessovy metody je
piiblizné 0,5 uM. Vzhledem k detekci vedlejsich produktd NO (tj. dusitant) nelze
metoda uplatnit pro sledovani mnozstvi NO v ¢ase. (Hetrick a Schoenfisch 2009)

2NO + 0; —= 2NO;
NO + NO,—= N,O4

VW NJO5 + 'y H0
i | 0
i/ \ -Hy0 i /7 \ H
HoN—S—4 NH; + NO; +H' = | HN—S—{ J—N—N_
I N/ I \_/ %
+H
| -H0
A
/ TN
( \) N / NH, (ﬁ) —
g n v HN—S—{ J—N=N
/ \ 1 N\ 4
& 9 o
H N—ﬁ——'":\ P—N=N— ) "NH;
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Obr. 10: Griessiv test — diazotacni reakce oxidu dusnatého (za aerobnich podminek), ktery reaguje
za vzniku dusitanii (NO5), které reaguji se sulfanilamidem, coz vede ke vzniku diazotované soli. Tento
meziprodukt nasledné kopuluje s N-(1-naftyl) ethylendiaminem za vzniku stabilniko vodorozpustného

azobarviva. Prevzato z: (Hetrick a Schoenfisch 2009)
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Dulezitymi parametrem metody je pomér a koncentrace jednotlivych komponent
Griessova testu, tedy NEDD a SULF. Pficemz Nims et al. (1995) stanovil optimalni
pomér komponent NEDD:SULF na 1:21, 1:42, 1:106 (pro primeérny excitacni
koeficient na mol NO, ktery byl stanoven na 12,500 M'l). Optimalni koncentraci SULF
stanovil na 17 mM, pticemz koncentrace NEDD je proménliva v zavislosti na poméru
komponent. Pro pomér 1:21 je koncentrace NEDD 0,8 mM, pro pomeér 1:42
jeto 0,4 mM a pro pomér 1:106 je to 0,15 mM NED.

Hojnou vyuzitelnost této metody doklada tada studii, kde byl Griesstv test
pro stanoveni dusitanti, potazmo NO, vyuzit. Chang et al. (2015) ji vyuzil pro stanoveni
uvoliovani NO z nanocastic typu jadro/plast’ - oxid k¥emicity/chytosan, modifikovany
S-nitrosothiolem. Zhotovené vzorky vykazovaly 0,15 upmol S-nitroso skupin/mg
uvolnénych z NO, vcetné¢ prodlouzeného uvolnovani NO. Greissovu metodu
pouzil Lowe et al. (2015) pro kvantifikaci uvoliiovani NO z obvazl pro zvySené hojeni
ran. Obvazy byly pfipraveny elektrostatickym zvldknovanim kopolymerti na bazi
akrylonitrilu. Nguyen et al. (2016) zkoumali uvoliovani NO z POEGMA-b-PVBA
(polyoligo[ethylenglykol]methyethermethakrylat-b-poly[3- vinylbenzaldehyd]) matrice,
na kterou byl navazan NO a antibiotika (gentamicin). Provedenim Griessova testu byly
prokdzany  synergické  U€inky, coZ sniZzovalo  Zivotaschopnost  biofilmu
Pseudomonas auruginosa o vice nez 90%, pifi¢emz lécba samotnymi antibiotiky

nebo NO vedlo ke snizeni zivotaschopnosti biofilmu pouze o0 20%.

3.2.2 Fluorescen¢ni metody

Pro detekci NO byla vyvinuta fada sond, které je vhodné pouzit pro biologické
aplikace, nebot” jsou vhodné pro sledovani prostorové a Casové produkce NO. Sondy
nevykazuji zadnou nebo minimalni fluorescenci, dokud neza¢nou reagovat s produkty
vzniklymi rozkladem NO (napf. NO3), po této reakci se vSak stavaji vysoce
fluorescenénimi. Mezi nejCastéjSi  fluorescenéni sondy, citlivé na NO, patii
diaminofluoresceiny (DAFs), které poprvé popsal Kojima et al. (1998) Jejich
fluorescence se po reakci s NO stonasobné zvysuje. Dale je pak vyuzivano i derivati
DAF, napt. DAF-2, které jsou vhodné pro analyzu produkce NO buitkami pomoci

pratokové cytometrie. Pro citlivou detekci NO byla rovnéz fluorescencni barviva
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spojena S vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a kapilarni

elektroforézou. (Hetrick a Schoenfisch 2009)

Desai et al. (2015) pfinasi poznatky o detekci NO ve vodné fazi pomoci
fotoluminiscencni metody. V ramci své studie vytvorili selektivni sondy -
luminiscen¢ni organokovové komplexy (MOFs), funkcionalizované aminem. S novou
vysoce selektivni fluorescencni sondou pro detekci NO ve vodnych roztocich piichazi
Huang et al. (2015). Fluorescen¢ni sonda na bazi naftalamidu (NPA) reaguje na NO
velice rychle a vykazuje 25nasobné zvyseni fluorescence V pribéhu 10 sekund. Novy
fluorescenéni biosenzor piedstavuje i Lie et al. (2016). Tento senzor je zalozen na bazi

proteinu cytochromu P450 55B1.

3.2.3 Chemiluminiscenéni metody

Pro detekci NO byly popsany dva typy chemiluminiscenéni reakce. Jeden
postup je zalozen na reakci NO s ozonem (Os) Vv reakéni komote, coz vede k oxidaci
NO na oxid dusi¢ity (NO,). Tato reakce produkuje mnozstvi svétla - kazda molekula
NO, ktera zreaguje, excituje fotony. Emitované svétlo je méfeno fotonasobicen a je
umérné koncentraci NO ve vzorku plynu. Postup reakce zachycuji rovnice uvedené

nize.
NO+0O,—NO,*+0, (7)

NO , * — NO , + svéetlo (8)

Druhy zplsob chemiluminiscenéni detekce NO je zaloZzen na reakci NO
s peroxidem vodiku (H,O2) za vzniku peroxinitritu (ONOO"), ktery posléze reaguje

S luminolem, tim se dosahne charakteristické luminiscence. (Hetrick a Schoenfisc 2009)

Biologicky efekt uvolfiovani NO byl pomoci chemiluminiscenéni metody
vyhodnocen ve studii Cattanea et al. (2016). Zhotovené senzory jsou na bazi
organokovovych komplexti (MOFs), coz jsou struktury s koordinacné nenasycenymi
misty a jsou tedy vhodné pro uloZeni a nésledné uvoliovani NO. Takovéto
organokovové struktury jsou pfipraveny koordinaci kyseliny 2,5-dihydroxyterepthalové

S riznymi zdroji kovl. V této studii jimi byly mangan a zinek (CPO-27 (Mg) a CPO-
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27(Zn)). Chemiluminiscencni méfeni probéhlo po vystaveni MOFs s ulozenym NO
proudu vlhkého dusiku (11% RH).

3.3 Donory NO

Donory oxidu dusnatého jsou farmakologicky uc¢inné latky, které uvoliuji NO
in vivo nebo in vitro. Staly se uziteCnymi nastroji pro vyhodnocovani klicové role NO
Vv kardiovaskularni fyziologii. V sou¢asné dobé jsou vyuzivany k vyvoji novych 1é¢iv
a Vv ramci studii k funkcionalizaci scaffoldt, které jsou posléze schopny uvoliiovat NO.
Obecné 1ze donory NO rozdélit do dvou skupin dle mechanismu uvolinovani NO. Prvni
skupinou jsou donory NO, které uvolnuji NO nebo jednu z redoxnich forem dusiku
spontanné, vlivem vlastniho tepelného nebo fotochemického samo-rozkladu.
Tato skupina zahrnuje S-nitrosothioly a diazeniumdiolaty. Druhou skupinou jsou
donory NO, které pro generovani NO vyzaduji metabolickou aktivaci,
napft. enzymatickou oxidaci, ptipadné chemickou reakci s kyselinami, alkaliemi, kovy
¢i thioly. Tato skupina zahrnuje organické dusi¢nany a dusitany

nebo nitrovasodilatatory. (Wang, Cai a Taniguchi 2005)

3.3.1 Primi darci NO

Jak jiz bylo fe€eno, piimi darci NO ptedstavuji skupinu darci, ktefi spontanné
uvolnuji NOx a nevyzaduji proto metabolické reakce. Tato farmakologickéd cinidla,
obsahujici funkéni nitroso nebo nitrosylchloridovou skupinu. Mezi tyty donory patii
plyny NO, nitroprusid sodny, trioxodinitrate sodny, diazeniumdiolaty a v neposledni
fad¢ S-nitrosothioly. Posledni dv€ skupiny jsou v soucasné dobé nejvyuzivangjSimi
donory NO pro rGzné studie, pfedev§im diky fadé¢ vyhod, které piinaSeji.
Diazeniumdiolaty dominuji v duasledku ptedvidatelného charakteru uvoliiovani NO
a pomalého uvoliiovani NO s prodlouzenym u¢inkem. Stejné tak S-nitrosothioly jsou
strukturné modifikovany k uvoliovani NO v rizné mite, V konkrétnich podminkach
azmeénou jejich struktury lze upravovat lipofilitu, kterda umozZiluje zacileni téchto

slouceniny do oblasti s poskozenymi tkanémi.

3.3.1.1 Diazeniumdiolaty

Diazeniumdiolaty, také znamé jako NONOates. Prvnim v této skupiné byl

syntetizovan adukt diethylamin a NO (DEA/NO) vroce 1960. Nicméné
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do poptedi zajmu se dostal kolem roku 1990. Tyto skupiny se skladaji z dialatové
skupiny [N(O-)N=0] vazané na nukleofilni adukt (aminy, polyaminy), pravé pies atom
dusiku. NONOates se spontanné rozkladaji v roztocich pti fyziologickém pH a teploté
anasledn¢ generuji az2 molarni ekvivalenty NO. Rychlost rozkladu je zavisla
na struktufe, nicméné  muze  probihat vrozmezi sekund az  hodin.
(Miller a Megson 2007, Wang, Cai a Taniguchi 2005) Schematické znazornéni n¢kolika
vybranych NONOates (DEA/NO, SPER/NO, PROLI/NO, V-PYRRO/NO, JS-K)

predstavuje obrazek 11.

NO donory vpodobé NONOates byly pouzity v nasledujicich studiich:
(Seabraet al. 2015), (Suchyta a Schoenfisch 2015), (Liang et al. 2015),
(Lowe et al. 2015), (Chakraborty a Mascharak 2016).
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o N NO,
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(o] N 07 '|“
\N’// 0" /p]4 \
pl |
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Obr. 11: Schematické struktury péti prikladit NONQOates (donoriit NO). Prevzato z:
(Miller a Megson 2007)

3.3.1.2 S-nitrosothioly

S-nitrosothioly (RSNO nebo SNOs) je tiida donort, ktera zahrnuje Sirokou
Skalu riaznych sloucenin, které obsahuji jednu chemickou vazbu mezi thiolovou
(sulfohydratovou) (R-SH) skupinou a NO. Za vhodnych podminek se tyto slouceniny
rozkladaji za vzniku oxidu dusnatého a odpovidajiciho disulfidu (RSSR), jak naznacuje
rovnice 9. (Singh et al. 1996, Wang, Cai a Taniguchi 2005)

2RSNO —> RSSR + 2NO (9)
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Jejich rozklad je katalyzovan Cu” ionty, které samy o sobé& mohou byt vytvoieny
redukci Cu®" iontd thioly. Biologické aktivita SNOs je vyrazné ovlivnéna molekularnim
okolim matefského thiolu. To znamena, ze béhem uvoliiovani mohou NO poskytovat
biologickou aktivitu (pfenosem NO"). Maji také celou fadu dal3ich vyhod oproti jinym
ttidam donord NO. Nékteré vykazuji tkdnovou selektivitu, jsou vyznamnymi inhibitory
agregace trombocytil, nesdileji nevyhody organickych nitrati a nitroprusidu, vcetné
omezené schopnosti indukovat oxidacni stres nebo toleranci ve vaskularnich buiikach.

(Miller a Megson 2007).

Rada S-Nitrothiolt se b&zn& vyskytuje v piirod&, kde hraji dileZitou roli v fadé
fyziologickych a patofyziologickych procesech. Na zakladé¢ in vivo testi bylo zjisténo,
ze nékteré druhy S-nitrosothioldi se pfirozené vyskytuji v lidské plazmé, konkrétné
V plazmatickém albuminu o koncentraci cca 7 pM, plicni tekutiné o koncentraci
cca 0,3 uM ¢i neutrofilech. To je jedna z vyhod, pro kterou jsou obecné¢ velmi casto
vyuzivany, jakozto donory NO. Dalsibyly syntetizovany chemicky ain vivo
je nenajdeme. Vlivem nestability téchto sloucenin v jejich své ¢isté formé, je jejich

izolace obtizna a brani tak objasnéni jejich presné chemii. (Al-Sa’Doni a Ferro 2000)

Nejcast&ji  vyuzivanych S-Nitrosothiolt, jakozto donorti oxidu dusnatého,
jsou predevsim  S-nitroso-N-acetyl-p -penicillamine  (SNAP), S-nitrosoglutathione
(GSNO) a S-Nitroso-N-valerylpenicillamine (SNVP). Existuje vsak cela fada dalSich
sloucenin napft. S-Nitrosocysteine (CysNO), S-nitroso-N-acetyl-cysteine (SNAC)
nebo S-Nitrosohomocysteine (HomocysNO). Chemickou strukturu vybranych SNOs
zachycuje obrazek 13. (Singh et al. 1996, Wang, Cai a Taniguchi 2005)

Donory NO vpodobé SNOs byly pouzity v nasledujicich studiich:
(Lauther etal. 2016), (Liuet al.2015), (Lu et al. 2015), (Torreet al.2016),
(Yang et al. 2015).

41



Technickd univerzita v Liberci Diplomové prace

a
; /NO
@) O (0]
H
N A
HO N OH
H
NH, o)
S-nitroso-glutathione (GSNO)
b H,c CHs _NO
O
/k OH
= H
(0]
S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP)
H
“ HC_ A
O
HSC\/\/U\ OH
N
Z (@)

S-nitroso-N-valerylpenicillamine (SNVP)

Obr. 13: Schematicka struktura vybranych donorit NO, patricich do skupiny SNOs.
Prevzato z: (Miller a Megson 2007)

3.3.2 Donory vyZadujici metabolické reakce

Tyto donory jsou pravym opakem donori piimych, nebot nejsou schopny
spontanniho uvoliiovani NO a potiebuji k tomu metabolické reakce. Mezi tyto donory
patii nitrovasodilatatory, organické nitraty a dusitany esterli (v€etné nitroglycerinu,
amylnitritu, isosorbid dinitratu, ad.) Po mnoho let byly tyto slou€eniny pouzivany
Vv klinické praxi k 1écbé kardiovaskularnich onemocnéni. Jejich hlavnimi funkcemi je
vasorelaxace ¢i pfima inhibice nespecifickych kationtovych kanalti v buiikach hladkého
svalstva cév. Omezeni té€chto cinidel jsou pomérné dobfe zndmy a zahrnuji
napf. potencialné nezadouci hemodynamické ucinky, nedostatek selektivity a omezenou

biologickou dostupnost. (Ignarro et al. 2002, Quinn et al. 2015)
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3.4 Chemicka biologie NO — cytotoxické vs. Cytoprotektivni u¢inky

Volny radikal NO je ukazkovym piikladem reaktivni molekuly, vykazujici jak
cytotoxické, tak cytoprotektivni vlastnosti. K jeho objevu vedly v podstaté dvé cesty.
Jednou byla jeho identifikace jako endothelium-derived relaxing factor (EDRF), druhou
potom bylo zjisténi, Ze je generovan makrofagy, které se ucastni protinddorovych a anti-

patogennich reakci.

Biologické ucinky NO jsou na rozdil od vétsiny malych signalnich molekul
dany jeho chemickymi reakcemi. Unikatni chemie NO mu potom umoziuje Gcastnit se
celé fady reakci. Tyto potencialni reakce 1ze na zakladé chemické biologie NO rozdélit
na piimé a nepiimé reakce. Pfimé ucinky NO jsou takové chemické reakce, které
probihaji dostatecné dlouho, tak ze NO reaguje piimo s biologickou cilovou molekulou.
Naproti tomu nepiimé ucinky vyzaduji reakci NO s kyslikem nebo superoxidem,
tak aby generoval RNS, ktery nasledné reaguje s biologickymi cili. Pfimé ucinky
se obvykle projevuji  pfinizkych koncentracich, zatimco nepfimé ucinky

pii koncentracich vysokych. (Thomas et al. 2008)

Ptesné bunétné odezvy jsou potom odlisné regulovany pravé specifickou
koncentraci NO a zaroven jsou silné ovliviiovany mistem jeho uvolfiovani, potazmo
na jaké buiikky NO piisobi. Pro celou fadu bunék bylo potvrzeno, Ze vhodné koncentrace
NO, obecné nizsi, podporuji proliferaci a viabilitu buné€k, naproti tomu vyssi hladiny
NO zabranuji bunéénému cyklu, zplsobuji apoptézu astarnuti  bunék.

(Napoli et al. 2013, Thomas et al. 2008)

V piipadé¢ vlivu NO na endotelové bunky je literatura znacné rozporuplna.
Na poli vyzkumu, tykajicim se této problematiky, existuji dvé skupiny védeckych tymd.
Prvni pfinaSeji poznatky o pozitivnim u€inku NO na endotelové bunky, kdy NO zvysuje
jejich proliferaci a zivotaschopnost. To ve své studii potvrdil Ziche et al. (1994), dale
Guo et al. 1995 a tuto skupinu podpofil i Lei et al. (2013). Nicméné druha skupina
zastava nazor zcela opacny, s odkazem na pfitomnost exogenniho zdroje NO dokladaji,
ze uvoliovani NO spiSe zpomaluji bunéénou adhezi, potazmo dalsi preziti bunék.
K témto zavéram ve své studii dospél Heller et al. (1999), kde doklada, ze NO donory,

jako naptiklad SNAPs, inhibuji proliferaci endotelovych bunék. Podobné
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Sarkar et al. (1997) zkoumal uvolnovani NO a jeho vliv na inhibicni efekty
na kultivovanych endotelovych bunkach. Dalsi studie poukazuji na vztah mezi
koncentraci NO a inhibici endotelovych bun¢k, kdy Goch et al. (1995) na zakladé
experimentll usuzuje, ze velka exogenni koncentrace NO inhibuje proliferaci bun¢k,

zatimco hladiny endogenniho NO ji nezptisobuji.

Podivame-li se na plsobeni NO na trombocyty, tak zde je jiz literatura
jednotngjsi, respektive daleko méné rozporuplna. Inhibici trombogennich vlastnosti
vlivem uvoliujiciho se NO wuvadi fada studii, napf. Vilahuret et al. (2004),
Brisboris et al. (2013).

3.5 Metabolismus NO a jeho transformace v lidském téle

Ustalena koncentrace NO je urCena piedevsim rychlosti jeho tvorby, rychlosti
jeho rozkladu, tedy jeho metabolismu v téle a nasledném vylouceni z té€la ven. Znalost
forem metabolismu NO je ptedpokladem pro spravné porozuméni a nasledné
vyhodnoceni biologickych G¢inkti NO pro organismus, tedy zdali plisobi protektivné,
pfipadné cytotoxicky. Dale je tato znalost dillezitd pro vyvoj analytickych metod
pro hodnoceni produkce NO v biologickych systémech. NO a jeho pfidruzené N-oxidy
(NOy) jsou v téle produkovany fadou metabolickych cest, viz obrazek 14. Ty jsou

vyrazné€ ovlivnény mistem podani ptipadné mistem syntézy NO. (Kelm 1999)

exogenné endogenné syntetizovany
inhalované NO, NO (ecNOS / iINOS)

PLICE M KREV / LEDVINY
VZDUGZH |

NO, &« NO ==

vzDuchHMN:
N, > (NH./NO,/NO,)

Obr. 14: Biotransformace NO a N-oxidii v savcich organismech. Prevzato z: (Kelm 1999)

44



Technickd univerzita v Liberci Diplomové prace

Zpusob a rychlost rozpadu NO se bude zna¢né lisit pro vodnou a plynnou fazi.
Jednim z hlavnich produktt rozkladu NO ve vodnych roztocich je dusitan. Kinetika
rozpadu NO Vv roztocich je zavisla na koncentraci, v disledku toho neni poloc¢as rozpadu
konstantni, je nepfimo umérny koncentraci a je mnohem delsi. DalSim produktem
rozpadu NO ve vodnych roztocich, ovSem V pfitomnosti dostatecného mnozstvi O, je
dusi¢nan. Rozpad NO nastava vlivem reakce s kyslikem a jeho odvozeninami (ROS),
jako je napi. peroxidovy anion (O;), peroxid vodiku (H,O;) ¢i hydroxylovy radikal
(HO-) Kinetiky reakci NO se li§i v zavislosti, se kterym ztéchto odvozenych
kyslikatych radikalti reaguji a jejich koncentraci v riznych bunikach a organech. Bylo
téz prokazéano, ze vSechny tii slouceniny jsou produkovéany buitkami sav¢ich druhd,
a to zejména vlivem endotelovych bun¢k a makrofagt, schopnych také produkovat NO.
Polo¢as rozpadu NO a pomér konecné metabolity NO ve vodnych roztocich
(tedy rozpad na dusitany a dusi¢nany) bude zaviset na okolnich podminkach, konkrétné
typu a mnozstvi kyslikatych radikald, parcialnim tlaku kysliku (pO;), hodnoté pH
nebo koncentraci ptechodovych kovi. (Kelm 1999)

V plynné fazi jsou hlavnimi N-oxidy NO a NO,, které vznikaji reakci NO se
vzdu$nym kyslikem. NO a NO; jsou v dynamické rovnovaze, proto 1ze NO oxidovat
na NO; a rychlost reakce je zavisla na mnoZzstvi dispergovanych castic, molekularniho
kysliku, ozonu (O3) a intenzité slune¢niho zafeni. NO také mize podléhat fotorozkladu
za vzniku NO a Os. Reak¢ni rychlost NO a O, je o dva fady nizsi, ve srovnani
s vodnymi roztoky. Za pokojové teploty NO reaguje s molekularnim kyslikem
zavzniku NO; rychlosti, ktera je zavisla na koncentraci kysliku a druhé mocning
koncentrace NO. Oxidace je tedy extrémé pomalda pii nizkych koncentracich.
(Kelm 1999)

3.5.1 Metabolismus NO a N-oxidi v dychacich cestach

Jak jiz bylo fe€eno, produkty reakce NO se vzdusnym kyslikem jsou pfedevsim
N-oxidy NO a NO,, kterym jsou lidé neustale vystavovani. V méstskych atmosférach
stoupd koncentrace NOy az na 0,1 ppm, zejména diky vyfukovym plyniim z automobil
a primyslové produkovanym plynim. NO, spiSe nez NOj, je hlavni slozkou
fotochemického smogu. Tudiz, obyvatelé priimyslovych zemi jsou denné vystaveni

nadmérné koncentraci NO, coz miize mit biologicky dopad, jestlize se rozpusti
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ve vodném roztoku. V nepfitomnosti kysliku NO, dimerizuje na NO4, nasledné je
hydrolyzovan a vznika dusitan a dusi¢nan. V pfitomnosti kysliku reaguje s prebytkem

NO za vzniku N,Og, ktery nasledné hydrolyzuje na dusitan. (Kelm 1999)

Vlastnosti NO, které hraji v dychacich cestach a plicnim obé&hu klicovou roli,
jsou: (1) extrémné pomald kinetika reakce NO s kyslikem v plynné fazi pfi nizkych
koncentracich NO, (2) vysoka difuzni kapacita NO a (3) velmi rychla reakce NO
s HbO,. Pficemz vSechny tyto faktory vedou krychlému odstranéni NO z plic
bez vedlejSich systémovych ucinkd. OvSem pii vysSich davkach inhalovaného NO
k nim dojit muze. Témito vedlej§imi systémovymi ucinky pak mohou byt inhibice

funkce krevnich destic¢ek ¢i snizeni vykonu levé srde¢ni komory. (Kelm 1999)

3.5.2 Metabolismus NO a N-oxidu v krvi

Metabolismus NO, NO,, N,O3, NO," a NO3™ (inhalovanych, podavané injekéné
¢i syntetizovanych endogenné) v krvi zavisi na difuzi, konvekci, distribu¢nim
koeficientu a chemickych reakei v riznych kompartmentech lidské krve. Ptestoze se
NO muze vtkani $ifit na vzdalenost vice nez 100 um, zpusobuje hemoglobin,
cirkulujicich erytrocytii, vyznamné vymyvani NO. Cervené krvinky tak poskytuji odtok
NO, a vytvaii ostry difuzni gradient. Stejné tak mohou sniZit vnitini koncentraci NO
Vv bunice, produkujici NO, protoze oxyhemoglobin snizi opétovny vstup do buiky.

Polocas rozpadu NO v krvi pak byl odhadnut v rozmezi 0,05-1,8 ms. (Kelm 1999)

Metabolické drahy NO v cirkulyjici  krvi mohou byt nasledujici:
(1) NO uvolnovany z endotelovych bunék mize dosdhnout erytrocytii a reagovat bud’to
s oxyhemoglobinem za vzniku dusi¢nanu nebo s hemoglobinem za vzniku
nitrosylhemoglobinu, ptipadné s 93-cysteinovym zbytkem B-podjednotky za vzniku S-
nitrosohemoglobinu. Pomér téchto reakci zavisi na parcidlnim tlaku kysliku. Ve vodné
fazi plazmy mize NO reagovat s molekularnim kyslikem za vzniku dusitanu nebo se
superoxidu za vzniku peroxynitritu. Nasledny rozklad peroxydusitanu, a tim 1 pomér
vytvofenych dusitani a dusi¢nanil, je zavisly na okolnich podminkéch. Nitrosoniové
skupiny NO mohou reagovat s thioly v ptitomnosti akceptorti elektroni za vzniku

nitrosothiold. (Kelm 1999, Wennmalm, Benthin a Petersson 1992)
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3.5.3 Metabolismus NO a N-oxidu v mo¢i

Pieména NO a dusitanu vede ke vzniku dusi¢nanu, kone¢ny metabolit NO3™ je
pak obsazen v lidské moci. Dusi¢nan je filtrovan v glomerulu (cévnim klubicku)
a vstiebavan V renalnich tubulech. Koncentrace dusi¢nani v moci je 250-2000 uM,
pricemz koncentrace dusitanti a NO nejsou obvykle zjistitelné. Bézné se této skuteCnosti
vyuziva pro diagnostiku infekci mocovych cest, kdy bakterialni kontaminace zpusobuje

syntézu NO a posléze syntézu dusi¢nanti v mocovém traktu. (Kelm 1999)

3.6 Aplikace oxidu dusnatého v biomediciné a tkanovém inZenyrstvi

Jak jiz bylo feeno, NO hraje podstatnou roli v mnoha fyziologickych
procesech, jako je kontrola cévniho toku (vazodilatace), imunitni odpovéd’, inhibice
adheze a agregace krevnich desti¢ek a leukocytd, neokapilarizace (anjiogeneze),
apoptdza (programovana bunééna smrt), hojeni ran, reparace tkani a neurotransmise
a zangt. (Seabra et al. 2015) Nedostatek produkce NO, pfipadné snizeni jeho biologické
dostupnosti, je spojen stadou patologickych stavi, jako jsou kardiovaskularni
komplikace (hypertenze, endotelidlni dysfunkce <¢i ateroskler6za), rakovina
nebo neurodegenerativni procesy. (Gaucher et al. 2013) ZvysSena hladina NO potom
souvisi S autoimunitnimi onemocnénimi (roztrouSenia skleréza, revmatoidni artritida,

systémovy lupus erythematodes).

Pravé diky vySe zminénému se rozvoj strategii pro pienos a fizené dodavani
exogenniho NO jevi jako velice slibny pfistup vtadé biomedicinskych aplikaci
(napf. kardiovaskularni aplikace, hojeni ran, antimikrobidlni upravy biomateriall, 1écba

rakoviny, ad.)

3.6.1 NO pro kvalitnéjsi hojeni ran

Hojeni ran je velmi sloZity proces, skladajici se ze tfi hlavnich fazi, kterymi jsou
zanétliva reakce, proliferace a néaslednd remodelace tkdni. Mimo téchto fazi dochazi
V normalnim procesu hojeni ran k fadé dalSich reakci, jako je sraZeni krve, zanétliva
reakce, epitelace, tvorba granulacni tkan€, neovaskularizace, kontrakce rany
areorganizaci ECM. Fyziologické poruchy v procesu hojeni zptsobuji abnormalni

hojeni ran, coz mé za nasledek nedokonalé zhojeni, ptipadné vznik ran chronickych.
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(Lowe et al. 2015). NO, jakozto vysoce reaktivni molekula produkovana katalytickou
reakci L-argininového substratu a NOS in vivo, se podili kazdé faze hojeni ran. Ve fazi
zanétu zprostiedkovava NO vazodilataci a antiagregaci krevnich desticek.
Béhem prolifera¢ni faze podporuje re-epitelaci a angiogenezi. V zavéreénych krocich

hojeni, kdy dochazi k reorganizaci ECM, podporuje NO ukladani kolagenu.

Na zékladé téchto poznatkli byl NO v fad¢ studii zacletiovan do polymernich
nosi¢li (nanocastice, nanovlakenné vrstvy) za tucelem ptipravy DDS, vyrazné
podporujicich hojeni ran. Nurhasani et al. (2015) vyvinuli PEI/NONOate nanocastice
zaclenéné v PLGA matrici s prodlouzenym uvoliiovani NO, ten byl uvoliiovan po dobu
6 dni. Mimo silny baktericidni uc¢inek byl potvrzen pfiznivy ucinek pfi hojeni ran
(my$i modely ran infikované MRSA) se zrychlenou redukci velikosti ran.
Lowe et al. (2015) piedstavili obvazy pro zlepSeni hojeni ran. Obvazy byly piipraveny
elektrostatickym zvldkinovanim kopolymeri na bazi akrylonitrilu (arylonitril/1-
vinylimidazol/butylakrylat; arylonitril/1-vinylimidazol/ isopren) snavazanym NO,
kdy byl polymerni nosi¢ vystaven tlaku NO 0 4 atmosférach po dobu 60 minut.
Tyto materialy byly schopny uvolnit az 79 pmol/g polymeru v prubéhu 14 dni a velice

pozitivné ovlivnily proces hojeni ran a rychlost redukce velikosti ran.

3.6.2 NO pro kardiovaskularni aplikace

Onemocnéni kardiovaskuldrni soustavy, at’ uz aterosklerdza, aneurysma a dalsi
poskozeni cév, patii v soucasné dobé k celosvétove nejrozsirenéj$Sim chorobam a ro¢né
na né umiraji miliony lidi. Tato onemocnéni vaznym zplisobem narusuji funkce celého
cévniho systému aV konecném dusledku zplsobuji preruseni cirkulace krve v téle.
Tomu lze predejit implantaci spravné cévni nahrady (autologni ¢i umélé) nebo stentu.
Proto je snahou vytvafet tyko stenty i cévni ndhrady, které budou diky zaclenénym
donorim NO, schopny NO kontinualné¢ uvoliiovat, nebot” NO by mohl pozitivné

ovliviovat kardiovaskularni fyziologii.

Yang et al. (2015) vyuzili strategie tvorby povlaku na bézné vyuzivaném stentu.
Pouzili 316L SS stent, bézné pouzivany v praxi a funkcionalizovali jej povlakem
PPAam (plazmaticky polymerizovaného allylaminu). Takto modifikovany stent byl
ponoien do roztoku kyseliny 3,3-diselenodipropionické (SeDPA), jakozto donoru NO.
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Ty modifikované stenty vykazovali inhibici krevnich desticek, adhezi, proliferaci
a migraci arteridlnich bun€k hladkého svalstva. Ddle vyrazn¢ zvysili migraci a rast
endotelidlnich bunék. I po 30 dnech plisobeni donoru NO byla pozorovana uc¢innd NO-

katalitické aktivita, dobré biologické ti€inky na krevni desticky, EC a SMC.

Parent et al. (2015) pfipravily porézni PLGA nebo PLGA/PCL scaffoldy
s inkorporovanymi NO donory (SNOs, GSNO, ISMM). Ptiprava scaffoldi spocivala
VvV rozpusténi polymert v NMP, po ochlazeni byly do roztoku piidany donory NO.
Nasledn¢ byl pfidan NaCl, jakozto porogen. Po homogenizaci byla smés pienesena
do roztoku vody s Pyrexem (krystalizator), tim doslo k difuzi NMP a porogenu do vody,
a vnikl tak tuhy porézni scaffold. Nejvhodnéj$im kandidatem z testovanych scaffolda se
pro vyvoj klinicky vhodného leSeni pro cévni tkanové inZenyrstvi jevil
PLGA/PCL/GSNO scaffold. Pozitivné podpoftil uchyceni bunék, zarovenu drzel jejich
metabolickou aktivitu a vyrazné zvysil jejich produkci proteinu. Tyto vysledky ukazuji,
ze scaffoldy zPLGA ¢ PCL  sinkorporovanym GSNO maji potencial

pro kKardiovaskularni tkanové inzenyrstvi.
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EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo provést studium kinetiky uvoliiovani NO
z elektrostaticky zvlaknénych mikro a nanovldkennych vrstev, modifikovanych
donorem NO v podobé S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillaminem (SNAPs). Pro pfipravu
vlakennych vrstev byl pouzit alifaticky polyester polykaprolakton (PCL), ktery se lisil
molekulovou hmotnosti (PCL: Mw 80 000, Sigma Aldrich a PCL: Mw 43 000, Polysciences).
Oba materiadly byly zvlaknovany s rtiznym mnozstvim donoru NO (0, 0,25 a 0,5 hm%),
anasledné bylo provedeno studium kinetiky uvoliiovani NO se zohlednénim vlivu priméru
vlaken jednotlivych vrstev, koncentrace SNAPs ve zvlakinovanych vrstvach, vlivu pouzitého
typu sterilizace av neposledni tadé vlivu degradace vlakennych vrstev. Pro detekci NO
anasledné vyhodnoceni kinetiky uvoliiovani bylo vyuzito spektrofotometrické analyzy
Griess assay. Tato metoda umoziiuje stanoveni koncentrace NO ve vzorcich, na zakladé
proméfeni absorbance roztokli, obsahujicich SA, NEDD a vyluh ztestovanych vzorkd,
obsahujici NO (pufr, degrada¢ni médium) porovnanim s pfedem piipravenymi kalibra¢nimi
ktivkami. Dale bylo provedeno In Vitro testovani zhotovenych materiali s endotelovymi
bunkami a byl zkouman vliv uvoliiujiciho NO na nasazené bunky. In vitro testovani zahrnovalo
i test cytotoxicity samotného S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillaminu a test trombogenicity

modifikovanych materialt.
MATERIALY POUZITE PRO JEDNOTLIVE EXPERIMENTY

Elektrostatické zvlaknovani:

PCL — Mw: 80 000 g-mol™, Tp: 60 °C, hustota: 1,145 g-mL™ (pii 25 °C), polydisperzita: <2
(Sigma Aldrich)

PCL — Mw: 43 000 g-mol™, Ty: 55-65 °C (Polysciences)
SNAPs — piredem nasyntetizované; zvolené navazky

Chloroform (PENTA) /Ethanol (PENTA) /Kyselina octova (PENTA) — rozpoustédlovy systém

v poméru 8/1/1

Syntéza SNAPs:

S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamin (SNAPs) — Mw: 220,25 g-mol™ (Sigma Aldrich)
Methanol (MetOH) - (PENTA)

Kyselina chlorovodikova (HCI) - (PENTA)
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Kyselina sirova (H,SO,) - Chasos: 17,8 mol-I*

Dusitan sodny (NaNO,) — Mw: 69 g-mol™

Sterilizace:

Ethylenoxid (C,H,0)

70% Ethanol (C,HsOH) — (PENTA)

Griess assay:

Kyselina sulfanilova (SA) — M, 173,14 g-mol™
N-(1-naftyl) etylendiamindihydrochlorid (NEDD) — Mw: 259,17 g-mol™
Fosfatovy pufr - PBS (pH 7,4)

dH,0

Enzymaticka degradace:

Lipaza (Pseudomonas cepacia) — 30 U-mg™, cat. n. 623 09
dH,O

PBS s 0,1% azidu sodného (pH 7,4)

PBS bez ptidavku azidu sodného (pH 7,4)
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4 PRIPRAVA MATERIALU

Ptiprava materiali zahrnovala nejprve syntézu donoru SNAPs, nasledné
ptipravu roztoki PCL, do kterych byl pfipraveny donor NO pfidavan v rizném
mnozstvi. Tobylo zvoleno na zakladé predchozich optimalizacnich studii
a experimentl, ze kterych bylo znamo, Ze nejvy$si mnozstvi SNAPs rozpusténé
V polymernich roztocich uréenych ke zvlakfiovani ¢ini piiblizné 25 mg donoru NO
na5 g roztoku, coz odpovida 0,5 hm% koncentraci SNAPs. Nasledné byly z roztoki
elektrostatickym zvlakiovanim zhotoveny mikro ananovlakenné vrstvy, které byly
nasledn¢ vyuzity pro experimenty studia Kinetiky uvoliovani NO z téchto
funkcionalizovanych materidli a biologické testovdni materiali s endotelovymi

burkami.

4.1 Syntéza SNAPs

Pro modifikaci elektrostaticky zvlaknovanych vrstev byl vybran donor NO
ze skupiny S-nitrosothioly =~ (RSNO), konkrétné sloucenina S-nitroso-N-acetyl-DL-
penicillaminem (SNAPs). Ptiprava SNAPs spocivala nejprve v rozpusténi 200 mg N-
acetyl-DL-penicillaminem (NAP, Mw = 220,25 g/mol) v5 ml methanolu a nasledné
sonifikaci roztoku v ultrazvukové lazni. Dale bylo pfidano 1,5 ml kyseliny
chlorovodikové (1 mol-I") a100 pl kyseliny sirové (17,8 mol-I") a roztok byl
promichan. Posléze bylo pridano 144,9 mg dusitanu sodného (Mw = 96 g-mol™) a smés
byla michana az do Gplného rozpusténi posledni piidané komponenty (cca 30 minut).
Zaroven béhem této doby dochazelo kreakci mezi jednotlivymi slozkami smési,
coz se projevilo zelenou barvou vysledného roztoku. Po rozmichani byla smés chlazena
ledem po dobu 45 minut, coz vedlo ke zméné barvy na tmavé zelenou,
az s nadechem do Cerna. Poslednim krokem bylo odpafeni methanolu pomoci rota¢ni
odparky (RVO 400, Ingos) pfi temperaci lazné na 40 °C a podtlaku 200-210 hPa, dokud
nedoslo k vytvofeni tmavé zelenych krystali. Ty byly poté vysouSeny pii pokojové
teploté ve vakuu po dobu dvou dni. Pfipravené SNAPs byly uchovavany v chladu (4 °C)
a bez piistupu svétla. Charakteristickou krystalickou strukturu a tmavé zeleny nadech

SNAPsu lze pozorovat na obrazku 15.
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Obr. 15: Nasyntetizovany donor NO ze skupiny S—nitrosothiolii (SNAPS,) urceny k modifikaci PCL
vidakennych vrstev, vyhotovenych elektrostatickym zvlaknovanim. Presnym dodrzenim postupu syntézy

SNAPs (viz vyse) dochazi ke vzniku charakteristicke krystalické struktury temné zelené barvy.

4.2 Priprava roztoka PCL

Pro ptipravu roztokti byly pouzity dva typy polykaprolaktonu (PCL), konkrétné
PCL 80 000 (Sigma Aldrich) a PCL 43 000 (Polysciences), které se tedy liSily svoji
molekulovou hmotnosti. Rozpoustédlovy systém byl pro oba zminéné polymery
shodny, jednalo se o chloroform, ethanol a kyselinu octovou v poméru 8/1/1 (v/v/v).
Odlisné ovSem byly koncentrace roztoku, které¢ byly zvoleny na zaklad¢ optimalizace
z ptedeslych studii, tak aby bylo mozné roztoky snadno zvldkiiovat a dochéazelo
K tvorbé, co mozna nejhomogenngjsich vlakennych vrstev. Proto byly namichany

roztoky o koncentraci 10 hm% pro PCL 80 a 16 hm% pro PCL 43.

Hodinu pfed samotnym zvldkiiovanim byl do roztok ptidan ptedem piipraveny
donor NO (jak je popsano vysSe), kdy hmotnostni koncentrace SNAPs c¢inila 0, 0,25
a 0,5 hm%. Dana navazka SNAPS byla v roztoku rozmichavana pomoci magnetického
michadla po dobu 30 minut, tak aby bylo zajisténo rozpusténi veSkerych krystalt
SNAPs.

4.3 FElektrostatické zvlaknovani

Planarni vrstvy byly pfipraveny elektrostatickym zvlaknovanim pomoci pfistroje
Nanospider NS LAB. Zvlaknovano bylo vzdy 100 g polymerniho roztoku PCL
0 koncentraci 10 hm% (pro PCL 80) a 16 hm% (pro PCL 43) s danou navazkou SNAPs,
kterd cinila 0,250 a 500 mg. Zvlakiovani probihalo za pouziti struny o primeéru

0,2 mm, na kterou byl polymerni roztok konstantné nanaSen ze zasobni nadrzky vlivem
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uzké stérbiny rychlosti 200 mm/s. Vldkna byla ukladana na podkladovou netkanou
textilii o §ifi 500 mm a byla odtahovana rychlosti 20 mm/min. Zvlaknujici struna byla
od kolektoru vzdalena 180 mm. Pouzité napéti bylo 50 kV pro strunu a 10 kV

pro kolektor. Teplota byla udrzovdna na 24°C a relativni vlhkost na 35%.

Vysledky elektrostatického zvlakiiovani jednotlivych polymernich roztoku
s danymi hmotnostnimi koncentracemi SNAPs zachycuje obrazek 15. Vzhledem
k rozdilné molekulové hmotnosti pouzitého PCL, ktera neumoziiuje piipravit roztoky
o0 stejné koncentraci, nebot’ vysledkem by byla vysoka nehomogenita vldkenné vrstvy
nebo jiné negativni projevy, pfipadné problémy se samotnym zvldknovanim jednoho
¢i druhého polymerniho roztoku, je zde mozné pozorovat viditelné rozdily v primérech
vznikajicich vldken a struktufe vldkennych vrstev, které jsou pozorovatelné

vV mikroskopickém i makroskopickém méritku.

JemnégjSich  vladken bylo dosazeno zvldknénim PCLsMw 43 000,
atoisriznymi navazkami SNAPs, nicmén¢ je zde mozné pozorovat vyskyt i vyrazné
siln¢jSich vldken o priméru nad 1 um, a také pritomnost defektii v podobé ,koralkt*,
vznikajicich na vladknech. Zatimco PCL s Mw 80 000 s riznymi navdzkami SNAPs
vytvarel vldkna 0 vétSich primeérech, s vétsim mnozstvim vlaken ptfesahujicich 1 pum,
ovSem bez pfitomnosti defektl. Vizualni zhodnoceni bylo podpotfeno statistickym
vyhodnocenim, které bylo provedeno pomoci software NisElements. Na zakladé
150 méteni pro kazdou zvlaknénou wvrstvu, byly stanoveny =zakladni statistické
parametry pruméru vlaken. Jednalo se 0 primér, smérodatnou odchylku, minimalni
a maximalni hodnotu, viz tabulka 1. Hystogramy cetnosti pro jednotlivd méfeni je
mozné naléz v piiloze 1. Ztéchto udaji lze vycist, ze v piipadé¢ PCL s Mw 80 000
jednotlivé navazky SNAPs nemély na prumér vldken nikterak vyrazny vliv a prumér
vlaken se u jednotlivych vrstev pohyboval kolem 583 nm se smérodatnou odchylkou
kolem 458 nm, kterd byla zplsobena velkym rozsahem priméru vznikajicich vlaken.
UPCL sMw 43000 a odliSnymi navazkami SNAPs se jemné rozdily vyskytuji,
pruméry vlaken jednotlivych vrstev se pohybovaly od 206,5nm do 240 nm,
kdy nejemnéjsich vlaken bylo dosazeno u PCL vlakenné vrstvy s nejvétsi navazkou
SNAPs, zatimco PCL s obsahem 0,25 hm% SNAPs produkoval vldkna nejsilnéjsi.

Piihlédneme-li vSak ke smérodatnym odchylkam, tak t€émto rozdilim nelze pfipisovat
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vyznamnou vahu. Nicmén¢ smérodatné odchylky byly vyrazné niz$i oproti vrstvam
zPCL 80000, coz bylo nejspiSe zplsobeno nizSim vyskytem vldken s vysokym

prumérem.

PCL80+0,25 % SNAPs PCL80+0,5 % SNAPs

MW MW WM e | ]
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Vovw bt A Tatntweny] EIRENT

Obr. 15: Snimky PCL vidken z elektronového mikroskopu ukazujici vliv molekulové hmotnosti, potazmo

koncentrace na priimér vidken. Zvétseni (5000x)

Tab. 1: Statistické charakteristiky priméru PCL vidken pro vsechny zhotovené plandrni

vidkenné vrstvy.

Vidkenng materidl Primér vldken Smérodatna Minimum | Maximum
[nm] odchylka [nm] [nm] [nm]
PCL80 580,6 414,6 150,0 2720,0
PCL80+0,25 % SNAPs 585,1 496,3 230,0 3080,0
PCL80+0,5 % SNAPs 583,3 462,2 159,5 3272,8
PCL43 230,9 199,0 69,5 1677,8
PC 43+0,25 % SNAPs 240,0 147,8 96,8 1169,2
PCL 43+0,5 % SNAPs 206,5 79,8 102,1 734,0
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4.4 Sterilizace materialu

Vzhledem Kk potencialni aplikaci téchto vlakennych vrstev, at’ uz v planarni,
tubularni ¢i jiné forme, v tkanovém inzenyrstvi, potazmo medicing, je nutné tyto
materidly sterilizovat. Proto jiz vrédmci vyzkumu jsou materidly sterilizaci
podrobovany, a vysledky experimentd jsou ¢asto porovnavany s vysledky experimenti
pro nesterilni materialy. U¢inky sterilizace totiz mohou, v nékterych piipadech dokonce
prokazateln¢, snizovat aktivitu a uvolnovani modifikujici latky. To je reakce nezadouci,
nicméné sterilizaci se nelze vyhnout. Pravidlo sterilizace téz plati 1 Vv ptipadé
biologického testovani materialii v rdmci vyzkumu, tak aby bylo zamezeno nezddoucim
reakcim nasazenych bunék s nesterilnim materidlem, obsahujicim fadu necistot

¢i cizorodych zarodk.

4.4.1 Sterilizace ethylenoxidem

Ethylenoxid je organicka heterocyklicka sloucenina, obsahujici ve svém cyklu
atom kysliku. Za béznych podminek se jedna o bezbarvy hotlavy plyn s nasladlou vini,

velmi reaktivni, toxickou, karcinogenni a mutagenni latku.

Sterilizace materialti probihala ve sterilizatoru Anprolene dle platné normy
CSNEN ISO 11135-1 Sterilizace vyrobkii pro zdravotni péci - Sterilizace
ethylenoxidem - Cast 1: Pozadavky na vyvoj, validaci a prib&znou kontrolu
steriliza¢niho postupu pro zdravotnické prosttedky. Materidly v planarni formé nebo jiz
nastfihané vzorky, umisténé v plastovych zkumavkach, byly pfed samotnym procesem
sterilizace zabaleny do steriliza¢ni folie. Ta byla nasledné na kocich obalu svafena.
Sterilizace probihala pifi 37°C po dobu 12 hodin. Nésledovalo tydenni aZ tfitydenni

odvétrani materiald pii pokojové teploté.

Prave teplota je pfi¢inou vybéru tohoto druhu sterilizace. 37 °C (az 55 °C),
piinichz ke sterilizaci dochazi, jsou teploty snesitelné pro nékteré druhy materialt

s niz$imi teplotami tani, jako je pravé PCL, jehoz T, Se pohybuje v rozmezi 55-60 °C.

4.4.2 Sterilizace ethanolem

Ethanol je druhy nejnizsi alkohol, Ciré barvy, ostré alkoholové viin€é a vysoce
hoflavy. Mimo celou fadu aplikaci je téZ vhodnym dezinfekénim prostfedkem, nebot’
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denaturuje proteiny a rozpousti lipidy, takze U¢inn€ ni¢i mnoho druhl bakterii
avirovych bunék. Pro dezinfekéni a sterilizacni aplikace je vyuzivano ethanolu
0 koncentraci 70%, protoZze vyS$i koncentrace se rychle odpatuji a nesta¢i dostatecné

proniknout skrze bunéénou membranu a nizsi koncentrace nejsou dostate¢né ucinné.

Sterilizace materialt (vzorki) probihala dle normy. Podstatou bylo smoceni

materiali v 70 % ethanolu po dobu 30 minut a nasledné suseni.
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5 STUDIUM KINETIKY UVOLNOVANI NO

Kinetika uvolnovani NO z PCL vlakennych vrstev, modifikovanych pomoci
SNAPs, byla pozorovana v ramci dvou hlavnich experimentd. Prvni z nich sledoval
uvoliovani NO z modifikovanych PCL vrstev pomoci SNAPs, podrobenych riznym
druhtim sterilizace, kdy k uvoliiovani NO dochazelo v pufrovaném fyziologickém
roztoku (PSB) bez pfitomnosti enzymu, podporujicich degradaci materiali. Druhy
experiment naopak sledoval uvoliiovani NO z modifikovanych PCL vrstev pomoci
SNAPs, béhem enzymatické degradace, vyvolané¢ Lipazou (30 U/mg), ktera byla

pfitomna v PBS.

5.1 Griess assay

Detekce NO probihala pomoci metody Griess assay. Vzorky vlakennych
materiali o pfedem zvolenych navazkach, ptipadné plochach, obsahujici donor NO
(SNAPs), jej uvolnovaly v podobé dusitant do média (PBS, PBS+Lypaza), které bylo
v pfesnych intervalech odebirdno, a posléze bylo pouzito pro Griessovu reakci

a stanoveni koncentrace NO v dil¢ich roztocich, potazmo vzorcich.

5.1.1 Metodika reakce

Giressova metoda probihala vlivem reakce kyseliny sulfanilové (SA), dusi¢nanu
(NOy), obsazeném v odebiraném médiu a N-(1-naftyl) ethylendiamindichloridu
(NEDD). Prvnim krokem byla ptiprava SA o molarni koncentraci 17 mM a NEDD
0 molarni koncentraci 0,4 mM, kdy mnozstvi jednotlivych slouc¢enin na dany objem

roztoku bylo pfepocitano pomoci rovnice pro molarni koncentraci (10).

ma

c= e, ©

kde ¢ je molarni koncentrace [mol-m™; mol-I"*= M], ma je hmotnost slozky A [kg],

Ma je molarni hmotnost slozky [kg-mol™] a V je celkovy objem roztoku [1].

Nésledovalo jednoduché davkovani jednotlivych sloucenin, ve formé¢ roztok,
do 96 jamkovych desti¢ek v poméru 1/1/1 (SA/NO/NEDD) pomoci pipety, o rozsahu
100-1000 pl, kdy bylo davkovano 100 pl od kazdé slouceniny. Rozpoustédlem pro SA
byla demineralizovana voda (dH,O), pro NEDD to bylo PBS i dH,O. Nejprve byla
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nadavkovana SA, kni byly pfidavany odebirana média s obsahem NOy, kdy dil¢im
koncentracim SNAPs v PCL vzorcich pfislusely jednotlivé tadky. Davkovani roztok
s dusitanem probihalo vzestupné, od nejniz§iho mnozstvi SNAPs v modifikovanych
vzorcich k nejvys$§imu. Tyto dvé slozky byly nasledné ponechiny cca 5 minut, tak aby
mezi nimi dosSlo k dostateéné reakci. Posléze byl ptidin NEDD, coz se témeér ihned
po jeho nadavkovani projevilo zabarvenim roztokd do zluto-oranzova az oranZova
(viz obrazek 16), a to pro vzorky, ke kterym byl pfidin NEDD v PBS i dH,0.
Nedochazelo tedy k rizovému zabarveni roztokd s NEDD v dH,0, jak uvadi literatura.
Patrné¢ zptisobeno citlivosti metody na zménu pH. Vzhledem k tomu byla vSechna
nasledujici vyhodnoceni provadéna pouze se ziskanymi absorbancemi vzorkl

pti 490 nm, kdy pro Greiss Assay byl pouzit NEDD v PBS.

: : ‘.
\,.< NS S5 » W
.

\—15

"
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Obr: 16: Ukdzka zabarveni testovanych roztokii viivem Griessovy metody pro Stanoveni mnozstvi
uvolnéného NO pro vzorky sterilizované ethylenoxidem. Ddavkovdni jednotlivych komponent:
100 z4 17 mM SA + 100 gl média s NO, o nezndmé koncentraci + 0,4 mM 100 1 NEDD). (A1) PLC80,
(A2) PCL43, (B1) PCL80+0,25 % SNAPs, (B2)PCL43+0,25 % SNAPs, (C1) PCL80+0,5 % SNAPsS,
(C2) PCL43+0,5 % SNAPs.

Dalsim krokem tedy bylo prométeni vzniklych roztokd spektrofotometrem
(BioTek, ELx808) Promé&fovani probihalo pii vinové délce 490 nm (pro NEDD v PBS),
nebot’ vlivem definovanych parametrii stroje nelze provadét proméfovani pro vinovou
délku 496 nm. Nameétfené hodnoty absorbance byly poté porovnany s piedem
pfipravenymi kalibra¢nimi kiivkami se znamymi koncentracemi NOy, ¢imz byla
stanovena koncentrace dusitanu pro PCL vldkenné vrstvy s riznym mnoZstvim donoru

NO.
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5.1.2 Stanoveni kalibra¢nich kiivek

Tvorba kalibraénich kiivek pro stanoveni mnozstvi uvoliitovaného NO spocivala
Vv piipravé roztoku dusitanu sodného (NaNO;) o0 molarni koncentraci 1,445 mM,
naslednym smisenim s 17 mM SA a 0,4 mM NEDD v poméru 1/1/1. Timto zptisobem
byly namichany dva pocatecni roztoky, kdy do jednoho byl pfidin NEDD pftipraveny
v PBS a do druhého NEDD ptipraveny v dH,0. Takto ptipravené roztoky byly nasledné
dvojnasobné fedény na koncentrace 722.5, 361.25, 180.625, 90.313, 45.156, 22.578,
11.289 uM (viz obrazek 17). Jednotlivé roztoky obou kalibra¢nich fad byly posléze
prométeny na spektrofotometru GBC Cintra 202 v rozsahu vinovych délek 380-780 nm.
Absorbanéni maxima obou kalibratnich fad se pohybovala okolo hodnoty
490 nm, nikoli 496 nm, coZ bylo pravdépodobné zpiisobeno zménou pH béhem piipravy
roztokll. Proto pro tvorbu kalibranich kiivek nebyly brany hodnoty pifi 496 nm,
ale 490 nm, které odpovidaly absorban¢nim maximim jednotlivych kfivek, a zaroven
koresponduji s proméfovanim odebiranych vyluhii béhem nasledujicich experimentd,
které byly proméfovany praveé pti 490 nm. Ziskané hodnoty absorbanci byly posléze
vyneseny do grafu zavislosti absorbance a koncentrace dusitanu sodného a linearni
extrapolaci byly generovany kalibra¢ni kiivky pro urceni koncentrace NO v roztocich

(viz priloha: 2)
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Obr. 17: Kalibracni Fada roztokii dusitanu sodného (NaNO,) +SA +NEDD pro tvorbu kalibracnich
ki'ivek, pro vyhodnoceni mnozstvi uvolnéného NO z testovanych vzorki. Moldrni koncentrace roztokii

NaNO;, (zleva): 1,445 mM, 722.5, 361.25, 180.625, 90.313, 45.156, 22.578, 11.289 nM.
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Tvorba kalibracnich kiivek byla inspirovana c¢lankem (Nims et al. 1995),
odlisnost je v molarni koncentraci roztoku dusitanu sodného, kdy v ¢lanku bylo uzito
roztoku NaNO; o molarni koncentraci 110 uM. Nicmén¢ pii pouziti takovéhoto roztoku

bylo zabarveni jiz pocateCniho roztoku velice slabé, tudiz byla koncentrace zvySena

(1,445 mM).

5.2 Kinetika uvolfiovani NO vlivem difuze

Pii téchto experimentech byly vzorky smaceny v PBS a bylo pozorovano
uvoliiovani NO pouze vlivem difuze, tedy bez jakéhokoliv urychleni rozpadu materialu
¢1 podnétu pro urychleni uvolilovdni. V prvnim experimentu bylo porovndvano
uvolnovani NO u vzorku, které byly podrobeny odlisSnym druhtim sterilizace (vzorky
zcela bez sterilizace, vzorky sterilizované ethylenoxidem a vzorky sterilizované
70% ehtanolem), piedevsim za U¢elem stanoveni dopadu sterilizace na modifikaci
vlakennych vrstev. Dal§i dva experimenty jiz byly zaméfeny pouze na nesterilni
materialy a materialy sterilizované ethylenoxidem, které, jak bude uvedené nize,
dosahuji vyssiho uvolnéni NO. Vyhodnocovani uvoliiovani NO probihalo pomoci

Griess assay a porovnani s kalibra¢nimi kiivkami o znamych koncentracich NOx.

5.2.1 Kinetika uvoliiovani NO se zohlednénim vlivu sterilizace

Materiadly pro stanoveni kinetik uvolilovani NO ze vzorkd byly oznaeny

nasledovné:

PCL 80

PCL 80+0,25 % SNAPs
PCL 80+0,5 % SNAPs
PCL 43

PCL 43+0,25 % SNAPs
PCL 43+0,5 % SNAPs

Byly pfipraveny 3 sady (3 typy sterilizace) po 5 vzorcich od kazdého materialu.
Z jednotlivych materiali byly pfipraveny kruhové vzorky o priméru 1 cm a byly
vlozeny do 24jamkové kultivacni desticky, nasledné byly vystaveny sterilizaci.
Poté byly do kazdé¢ jamky ptidany 3 ml PBS (pH=7,4) a vzorky byly vlozeny
do inkubatoru temperovaného na teplotu 37°C. Vyluhy pro jednotlivé vzorky byly
pravidelné odebrany po 24 hodinich (1D), vzorky byly doplnény o nové PSB
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a po 72 hodinach (3D) byly vyluhy opét odebrany. Sebrana média pak byla pouzita
pro stanoveni uvoliovani NO pomoci Griess assay (viz kapitola 5.1.1) pro vsechny typy

sterilizace.

Ziskané hodnoty absorbanci byly vyneseny pro vSechny typy sterilizaci
do spole¢ného grafu (viz obr. 18.). Hodnoty molarnich koncentraci uvolnéného NO,
stanovené dle kalibra¢nich kiivek, byly poté zaznamenany do tabulky 2-4. Samostatné

grafy pro jednotlivé druhy sterilizaci 1ze nalézt v ptiloze 3.

Vysledky uvolitovani NO Vv zavislosti na druhu sterilizace

Z vysledkl je patrné, ze k nejvétsimu uvoliiovani dochazi pouze prvni den,
kdy jsou hodnoty absorbance, potazmo koncentrace NO nejvyssi. Tteti den jsou
hodnoty absorbanci u vSech vzorkli (i nemodifikovanych) téméf srovnatelné,
v nékterych ptipadech dokonce absorbance u modifikovanych materidli dosahuji
hodnot nizSich ak uvoliiovani tedy jiz nedochazi. Je ale zfejmé, ze u vzorku
sterilizovanych 70 % ethanolem k uvoliiovani nedochazi prakticky viibec, coz je
pravdépodobné zplisobeno vymytim donori NO béhem sterilizace. Proto je mozZné
shledat 70% ethanol jako nevhodny typ sterilizace pro tyto aplikace. Vzorky
nesterilizované a sterilizované ethylenoxidem dosahovaly daleko vyssich hodnot
absorbanci. Nejvyssi hodnota koncentrace NO byla zaznamenana u nesterilniho
PCL80+0,5% SNAPs (989 uM), nasledovaly absorbance u PCL80+0,5% SNAPs
(848 uM) vysterilizovaného ethylenoxidem a nesterilniho PCL43+0,5 % SNAPs
(753 uM). Hodnota koncentrace NO z PCL43+0,5% SNAPs vysterilizovaného
ethylenoxidem potom byla téméf poloviéni (352 uM) oproti PCL80+0,5 % SNAPS,
podrobeného téze sterilizaci. U PCL80+0,25 % SNAPs a PCL43+0,25 % SNAPs,
nesterilnich vzorki i sterilizovanych ethylenoxidem, byl pozorovan zcela minimalni
nartst uvolnéného NO oproti nemodifikovanym vrstvdm. Neni tedy moZné fici, Ze byla

zaznamenana rostouci tendence absorbance v zavislosti na koncentraci SNAPs.
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Obr. 18: Vysledky kinetiky uvoliiovani NO ze vzorkii po 1 a 3 dnech pro vSechny druhy sterilizace.

Nameérené hodnoty absorbanci byly ziskany na zakladé Griess Aassay a proméreni jednotlivych roztokii

privinové délce 490 nm Odstiny rizové — vzorky bez sterilizace, odstiny modné — vzorky sterilizované

ethylenoxidem, odstiny zelené — vzorky sterilizované 70% ethanolem.

Tab. 2: Namerené hodnoty absorbanci a prislusné hodnoty molarnich koncentraci NO,

uvolnéného z nesterilnich vzorku.

Primérna Primérnd molarni Smérodatna Plzgrl:;:ql;?algg l[ijigu
1D absorbance koncentrace NO odchylka [uM] [uM]
[kM] (po odeéteni}:’lepych vzorkii)
PCL80 0,040 201,000 14,967 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,047 234,000 26,344 33,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,238 1190,000 115,715 989,000
PCL43 0,048 238,000 28,566 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,057 287,000 48,847 49,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,208 1040,000 152,938 753,000
3D
PCL80 0,041 207 20,881 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,045 223 16,310 16,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,047 234 4,899 27,000
PCL43 0,053 264 44,204 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,042 212 6,782 0,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,038 188 12,083 0,000
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Tab. 3: Namerené hodnoty absorbanci a prislusné hodnoty molarnich koncentraci NO,

uvolnéného ze vzorkii, vysterilizovanych ethylenoxidem.

Primérna molarni

Primeérna molarni

o Crodand
1D absorbance|  KoncentraceNO | JULEEIE | Koncentrae NO
[1M] (po udeéteni}:lepych vzorkit)
PCL80 0,0410 205,0000 18,7083 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,0482 241,0000 30,8869 36,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,2106 1053,0000 195,4891 848,000
PCLA43 0,0494 247,0000 24,0000 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,0452 226,0000 10,6771 0,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,1198 599,0000 118,6339 352,000
3D
PCL80 0,0426 213,0000 17,4929 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,0448 224,0000 3,7417 11,000
PCL80+0, 5% SNAPs 0,0498 249,0000 10,6771 36,000
PCL43 0,0532 266,0000 19,3391 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,047 235,0000 7,7460 0,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,0394 197,0000 15,0333 0,000

Tab. 4: Namerené hodnoty absorbanci a prislusné hodnoty molarnich koncentraci NO,

uvolnéného ze vzorku, vysterilizovanych 70 % ethanolem.

Priamérna molarni

Primérna Primérna molarni | Smérodatna koncentrace NO
1D absorbance koncentrace NO odchylka [LM]
[wM] [rM] (po odeéteni!:'lepych vzorkii)

PCL80 0,0402 201,0000 10,6771 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,0452 226,0000 8,6023 25,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,0510 255,0000 0,0000 54,000
PCL43 0,0480 240,0000 30,4959 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,0460 230,0000 17,6068 0,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,0428 214,0000 9,6954 0,000

3D
PCL80 0,0436 218,0000 11,2250 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,0450 225,0000 11,4018 7,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,0412 206,0000 8,6023 0,000
PCL43 0,0434 217,0000 17,7764 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,0442 221,0000 10,1980 4,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,0388 194,0000 5,8310 0,000
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5.2.2 Kinetika uvoliiovani NO z nesterilnich materialu

Oznaceni materiala zustalo stejné jako u piedeslého experimentu. Nicméné nyni
bylo pfipraveno po 4 nesterilnich vzorcich od kazdého materidlu o navazce 50+5 mg
(hmotnosti jednotlivych vzorka viz pfiloha 4A). Ty byly vlozeny do 15ml plastovych
zkumavek. Do kazdé bylo nasledné ptidano 10 ml PBS a vzorky byly umistény
do inkubatoru a pfi teploté¢ 37°C byly smaceny po dobu 24 hodin (1D). Poté byly
vyluhy jednotlivych vzorki odebrany. Vzorky byly opatfeny novym PBS a postup se

opakoval, s tim rozdilem, Ze vyluky byly sebrany az 3 den od za¢atku experimentu.

Postup vyhodnoceni zustal naprosto stejny. Ziskané hodnoty absorbance byly
opét vyneseny do grafu (viz obr. 19) a hodnoty molarnich koncentraci uvolnéného NO,

stanovené dle kalibra¢nich kiivek, byly zaznamenany do tabulky 5.

Vysledky uvoliiovani NO z nesterilnich materiala

Z vysledkl je patrné, ze k uvoliovani dochdzi opét pouze prvni den, nebot
dosazené¢ hodnoty absorbanci u modifikovanych vrstev jsou tfeti den srovnatelné
s hodnotami nemodifikovanych vrstev, nékteré jsou dokonce niz$i. Po prvnim dni je
ovSem patrna rostouci tendence absorbance v zavislosti na koncentraci SNAPs, coz je
pozorovatelné pro PCL80 i PCL43. Porovname-li jednotlivé PCL mezi sebou, pak
vy$$ich hodnot koncentraci uvolnéného NO, po jednom dni, dosahovaly materialy
z PCL80+0,25 % SNAPs (950 uM) a PCL80+0,5 % SNAPs (1908,75 puM) oproti
PCL43+0,25 % SNAPs (755 uM) a PCL43+0,5 % SNAPs (1442,5 uM). Uvedené
hodnoty byly ziskdny odectenim hodnot molarnich koncentraci, pfisluSejici
nemodifikovanym vzorktim, které neobsahuji Zadné donory NO. Prtihlédneme-li vSak

ke smérodatnym odchylkam, pak jsou rozdily mezi jednotlivymi PCL vyrazné mensi.
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Obr. 19: Vysledky kinetiky uvoliiovani NO z nesterilnich vzorkii (o navdzce 5045 mg) po 1 a 3 dnech.

Nameérené hodnoty absorbanci byly ziskany na zdakladé Griess assay a promeéreni jednotlivych roztokii

privinové délce 490 nm.

Tab. 5: Namerené hodnoty absorbanci a prislusné hodnoty molarnich koncentraci NO,

uvolneného z nesterilnich vzorku.

Primérna Primérnd moldrni Smérodatna Pig::;:ﬁ;?a?g k}gﬂ
1D absorbance koncentrace NO odchylka [uM] [uM]

[wM] (po odetteni slepych vzorkii)
PCL80 0,042 210,000 14,577 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,232 1160,000 182,037 950,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,424 2118,750 370,141 1908,750
PCL43 0,048 241,250 13,405 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,199 996,250 126,312 755,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,337 1683,750 72,144 1442,500

3D

PCL80 0,0405 202,500 27,951 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,0413 206,250 11,388 3,750
PCL80+0,5 % SNAPs 0,0423 211,250 25,830 8,750
PCL43 0,0403 201,250 4,146 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,0425 212,500 23,585 11,250
PCL43+0,5 % SNAPs 0,0383 191,250 4,146 0,000
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5.2.3 Kinetika uvoliiovani NO ze sterilnich materiala (ethylenoxid)

Znaceni materiald zastalo stejné jako v predeslych experimentech. Od kazdého
materidlu vysterilizovaného ethylenoxidem bylo pfipraveno po 5 vzorcich o navazce
100+£5 mg (hmotnosti jednotlivych vzorka viz piiloha 4B), které byly opét vkladany
do 15ml plastovych zkumavek. Vys§i hmotnost vzorkt oproti pfedchozimu experimentu
byla zvolena z dvodu snizeného uvolnovani NO vlivem sterilizace ethylenoxidem.
Mnozstvi pfidaného PBS, intervaly jeho vymény i odebirani vyluht zistaly stejné jako

Vv predchozim ptipade¢.

Postup vyhodnoceni opét spocival ve stanoveni absorbanci jednotlivych roztokt
pomoci Griessovy metody a proméfeni na spektrofotometru. Ziskané hodnoty byly poté
vyneseny do grafu na obrazku 20 a urc¢ené molarni koncentrace NO byly zaznamenany

do tabulky 6.

Vysledky uvoliiovani NO ze sterilnich materiala

V piipadé tohoto experimentu, kdy navazka vzorkt byla vyssi oproti predeslému
experimentu, je patrné, ze k uvoliiovani NO dochédzelo po celou dobu sledovani.
Vyssich hodnot absorbanci, potazmo koncentraci uvolnéného NO, bylo dosazeno op¢t
prvni den experimentu, tfeti den jiz byly hodnoty niz$i. I zde je patrnd vzriistajici
tendence absorbance v zavislosti na koncentraci SNAPs. Porovname-li opét PCL80
aPCL43, pak vtomto experimentu dosahovaly vysSich hodnot koncentraci NO
materidly z PCLA43.

Nejvyssich hodnot dosahovaly vzorky PCL43+0,5% SNAPs (3235 uM)
aPCL80+0,5 % SNAPs (2817 uM), nizsich hodnot pak dosahovaly vzorky
PCL43+0,25% SNAPs (2578 uM) a PCL80+0,25 % SNAPs (1930 uM). Tieti den
vykazoval podobny trend, nejvysSich hodnot opét dosahovaly vzorky PCL43+0,5%
SNAPs (2169 uM) aPCL80+0,5 % SNAPs (2817 uM), vzorky s obsahem
0,25% SNAPs pak dosahovaly hodnot nizSich, nicméné nastala zména, kdy vyssi
hodnoty v tomto piipadé dosahoval PCL80 (552uM) a PCL43 dosahoval koncentrace
NO 360 uM.
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Obr. 20: Vysledky kinetiky uvoliiovani NO ze vzorkii, vysterilizovanych ethylenoxidem (o navdzce

10045 mg) po 1 a 3 dnech. Namérené hodnoty absorbance byly ziskany na zdklade Griess assay

a proméreni jednotlivych roztokii pri vinové délce 490 nm.

Tab. 6: Namérené hodnoty absorbanci a prislusné hodnoty molarnich koncentraci NO,

uvolnéného ze vzorki, vysterilizovanych ethylenoxidem

. v, | Primérna molarni « . Pramérnd molirni
| el | howenraceNo | St | konesrae O
[uM] (po odettent slepych vzorki)
PCL80 0,045 225,000 31,464 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,431 2155,000 908,091 1930,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,608 3042,000 190,594 2817,000
PCL43 0,048 238,000 20,881 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,563 2816,000 305,228 2578,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,695 3473,000 556,090 3235,000
3D
PCL80 0,0388 194,000 8,602 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,1492 746,000 125,674 552,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,2726 1363,000 277,968 1169,000
PCL43 0,0392 196,000 8,000 0,000
PCL43+0.25 % SNAPs 0,1124 562,000 105,906 366,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,4730 2365,000 193,701 2169,000
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5.3 Stanoveni kinetiky uvoliiovani NO béhem degradace PCL materiala

V tomto experimentu byla sledovana kinetika uvolfovani béhem degradace
materidlii pomoci enzymu (Lipéaza), ktery vyrazné urychlil rozpad material vlivem
hydrolytického Stépeni PCL fetézcli. Pribéh degradace byl hodnocen na zakladé
hmotnostnich ubytkl jednotlivych materialit behem degradace a pomoci SEM analyzy.
Kinetika uvoliiovani NO byla stanovena pomoci Griess assay a nasledného porovnani

s predem pfipravenymi kalibra¢nimi kiivkami o znamych koncentracich NOsy.

Materialy a metodika pro enzymatickou degradaci

Oznaceni testovanych materidli opét zistalo stejné jako u ptedeslych
experiment. Z jednotlivych materialti (sterilizace ethylenoxidem) byly nastiihany
vzorky o navazce 50+5 mg, nasledné byly vkladany do 15ml zkumavek. Poté bylo
kK vzorkim pfidano degradaéni médium, které sestivalo z enzymu - Lipaza
(Sigma Aldrich, 30 U/mg) o koncentraci 4 U/ml, rozmichaného v 5 ml PBS (pH= 7,4)
s piidavkem azidu sodného (0,02 hm%), jakozto antibakteridlni ¢inidlo. Testované
vzorky, zcela ponofené v médiu, byly nasledné umistény do inkubatoru a byly
inkubovany pfi konstantni teplot¢ 37°C po celou dobu experimentu. Degradaéni
médium pak bylo kazdych 24 hodin po dobu 5 nebo 3 dni (v zavislosti na experimentu)
odebirano (pro studium kinetiky uvoliiovani) a nahrazovano Cerstvym, takze aktivita
enzymu byla po celou dobu udrZzovéna na poZzadované urovni. Spolu s degrada¢nimi
médii byly kazdy den odebirdny i vzorky k tomu urcené (3 pro prvni experiment,
2 pro druhy experiment), ty byly peclivé oplachnuty destilovanou vodou a nésledné
suSeny. Tyto vzorky pak slouzily pro studium hmotnostniho ubytku béhem degradace
u jednotlivych materialti, dale pro SEM analyzu Kk porovnani povrchovych zmén
vlakennych vrstev. Jako negativni kontroly byly pouzity vzorky jednotlivych materild,
které byly smaceny pouze vPBS. Slouzily tedy jako reference Kk porovnani
povrchovych zmén degradovanych materialu. Zaroven média odebirand od negativnich
kontrol, kde dochazelo k uvolfiovani pouze vlivem difuze, slouzila jako reference

k porovnani uvoliiovani NO z modifikovanych materiali vlivem degradace.

Byly provedeny dva experimenty enzymatické degradace, nebot’ azid sodny,

pfidavany do PBS, pouzittho pro ptipravu degradacniho média, S nejvetsi
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pravdépodobnosti blokuje Griess assay, a znemoznuje tak studium kinetiky uvoliovani
NO z modifikovanych materiali vlivem degradace. Prvni experiment, ktery probihal
podobu 5 dni, tedy pfinesl pouze vysledky o degradaci materidli (analyza
hmotnostnich ubytkti a SEM analyza), nikoli o kinetice uvoliiovani NO. Proto byl
proveden dalsi, zkraceny experiment, ktery probihal pouze po dobu 3 dni. Pro tento
experiment bylo pro pfipravu degrada¢nich médii vyuzivano PBS (pH=7.4)
bez pfidavku azidu sodného. PBS bylo pifed pouzitim pouze prefiltrovano

pies stiikackovy filtr.

Vysledky enzymatické degradace

Vyhodnoceni prubéhu enzymatickych degradaci bylo provedeno pomoci
analyzy hmotnostnich tbytkd v pribéhu degradace a SEM analyzy, pomoci niz bylo
mozné porovnat zmény struktury vldken vlivem hydrolytického Stépeni zpusobené

lipazou.

Degradace pomoci roztoku lipazy v PBS s azidem sodnym
¢ Analyza hmotnostnich ubytki

Vazenim odebiranych vzorkd a porovnanim s jejich pivodni hmotnosti, byly
stanoveny hmotnostni ubytky pro jednotlivé materialy. Hodnoty tbytkl uvadénych v %
shrnuje tabulka 7. Priibéh zmény hmotnosti pro testované vzorky béhem degradace,
vykresluje graf na obrazku 21. Z téchto vysledku je patrné, Ze rychleji degraduje PCL
s niZ8i molekulovou hmotnosti, kdy PCL43 a PCL 43+0,25 % SNAPs dosahl po prvnim
dni 50% ubytku na hmotnosti, nasledujici den to byla ztrata vice jak 60% a treti den
dosahl ztraty 100%. PCL43+0,5 % SNAPs degradoval o néco malo pomaleji, 50%
ubytku dosahl az druhy den, tfeti den Cinila ztrata jeho hmotnosti 70% a ¢tvrty den byl
zcela zdegradovan. U PCL 80, PCL80+0,25 % SNAPs a PCL80+0,5 % SNAPs
probihala degradace velmi podobné, nicméné 50% ubytku na hmotnosti bylo dosazeno
tieti den degradace, Ctvrty den pak ubytek ¢inil 70% a paty den dosahly materialy 100%
hmotnostniho ubytku.

Nebylo tedy zaznamenano, Ze by rozdilné koncentrace SNAPs né&jak
ovlivilovaly enzymatickou degradaci, ve smyslu pomalejsi degradace se vzrlstajici

hodnotou koncentrace SNAPSs.
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Tab. 7: Hodnoty hmotnostnich ubytkit pro materidly podrobené enzymatické degradaci

pomoct lipazy.

. o
Materisl Hmotnostni ubytky [%]
1D 2D 3D 4D 5D
PCL80 23,22 32,22 57,86 71,80 100,00
PCL80+0,25 % SNAPs 21,40 31,54 56,54 69,80 100,00
PCL80+0,5 % SNAPs 20,79 25,74 50,99 68,89 100,00
PCL43 49,47 60,94 100,00 - -
PCL43+0,25 % SNAPs 49,22 66,17 100,00 - -
PCL43+0,5 % SNAPs 37,51 42,08 70,19 100,00 -
100
%0 /) 7
/ / / === PCL80
'o\_°| 80
~ 70 e PCLB0+0,25 %
3‘;’ 60 =z SNAPs
) PCL80+0,5 %
:; 50 / SNAPs
g 40 | il PCL43
2 30 === PCL43+0,25 %
:|E: SNAPs
20 - e PCLA3+0,5 %
10 - SNAPs
0 T T T T 1
0 1D 2D 3D 4D 5D
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Obr. 21: Graf zachycujici hmotnostni ubytky jednotlivych materialii vliivem enzymatické degradace
(Lipaza o koncentraci 4 U/ml degradacniho roztoku) po 1, 2, 3, 4 a 5 dnech.

e SEM analyza

Snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu (VEGA3 Tescan) dokladaji,
ze morfologie vldken béhem degradace se vyrazné meéni, coZz lze pozorovat
na obrazku 22 (snimky po dvou dnech degradace; ostatni snimky viz pfiloha 5A).
U obou typt materidlu bylo mozné v prubéhu enzymatické degradace pozorovat
rekrystalizaci a lamani vlaken, kdezto u negativnich kontrol (materialy smacené pouze
v PBS bez pfistupu lipazy) zistavala vlakna hladka, nepolamana a bez defekta (kratery,
jamky).
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Obr. 22: SEM analyza testovanych vzorki. Snimky po 2 dnech degradace viivem Lipdzy + NC

pro vSechny vilakenné materialy. Zvetseni 5000x.
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Degradace pomoci roztoku lipazy v PBS bez azidu sodného

Vyhodnoceni probihalo stejnym zptsobem jako v predeslém piipadé, opét byla

provedena analyza hmotnostnich ubytkl testovanych materialti a SEM analyza.

¢ Analyza hmotnostnich ubytki

Hodnoty ubytkli uvadénych v % shrnuje tabulka 8. Pribéh zmény hmotnosti
pro testované vzorky béhem degradace, vykresluje graf na obrazku 23. Vysledky
ukazuji, ze pribéh degradace byl velmi podobny jako V pfedchozim experimentu,
kdy opét rychleji degradoval PCL43, PCL43+0,25% SNAPs a PCL43+0,5 % SNAPs,
kdy druhy den vSechny materialy vyhazovaly ubytky na hmotnosti v rozmezi 70-80 %,
kdy pro PCL43+0,25 % SNAPs a PCL43+0,5 % SNAPS byl experiment ukoncen,
nebot’ vzorky jiz byly téméf zdegradovany. PCL43 pak tfeti den vykazoval absolutni
ztratu na hmotnosti. Zatimco PCL80 a PCL80+0,25 % SNAPs dosahl posledni den
degrada¢niho pokusu hmotnostniho ubytku necelych 50 %, nicméné¢ PCL80+0,5 %
SNAPs vykazoval tieti den degradace ztratu na hmotnosti 82 %. To mohlo byt
zpusobeno vys$i nehomogennosti vlakennych vrstev z PCL 0 molekulové hmotnosti
80 tis g-mol™, pripadné t&sn&jsim navinutim vzorki PCL80 a PCL80+0,25 % SNAPs
pii vkladani do zkumavek, coz zptisobilo nizsi pronikani enzymu k materialu, tim tedy

niz8i miru degradace.

Tab. 8: Hodnoty hmotnostnich ubytkii pro materialy podrobené enzymatické degradaci

pomoci lipazy (PBS bez pridavku azidu sodného)

Material Hmotnostni ubytky [%]
1D 2D 3D
PCL80 9,44 22,20 46,63
PCL80+0,25 % SNAPs 30,05 32,51 46,44
PCL80+0,5 % SNAPs 24,48 47,95 82,28
PCLA43 42,20 69,86 -
PCL43+0,25 % SNAPs 50,74 75,37 -
PCL43+0,5 % SNAPs 36,65 80,08 100,00
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Obr. 23: Graf zachycujici hmotnostni ubytky jednotlivych materialii vliivem enzymatické degradace

(Lipaza o koncentraci 4 U/ml degradacniho roztoku) po 1, 2 a 3 dnech.

e SEM analyza

I zde byla potvrzena meénici se morfologie PCL vldken vlivem ucinkt
degradace. U obou typd materialti bylo opét mozné pozorovat rekrystalizaci, lamani
a defekty, vznikajici na vlaknech, v porovnani se strukturou vldken negativnich kontrol.
Snimky z rastrovaciho elektronového mikroskopu mapujici pribéh 3denni degradace je

mozné nalézt v ptiloze 5B.

Vysledky uvoliiovani NO pro materialy vystavené degradaci

Vyhodnoceni kinetiky uvoliovani NO z materiald probihalo pomoci
Griess assay a nasledného proméfovani zabarvenych roztoki pomoci spektrofotometru
pii vlnové délce 490 nm. Vzhledem k tomu, Ze byly proméfovany degradacni média,
alei média negativnich kontrol (viz obrazek 24), bylo nasledné mozné stanovit
uvoliovani NO vlivem degradace. Hodnoty absorbanci namétené pro negativni kontroly
byly odecteny od hodnot absorbanci namétenych pro degradované vzorky. Vysledkem
tohoto rozdilu bylo stanoveni absorbanci, potazmo koncentraci uvolnéného NO pouze
vlivem degradace. Tyto hodnoty pak byly vyneseny do grafu (viz piiloha 5C)
a zaneseny do tabulky 9.
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Z téchto vysledki je patrné, ze degradace opravdu napoméhd intenzivnéjSimu
uvolnovani NO oproti pouhému uvoliovani vlivem difuze. Vys$i koncentrace
uvolnéného NO vlivem degradace 1ze pozorovat u obou testovanych materiali pro obé
koncentrace pfidanych SNAPs. Po prvnim dni degradace dosahly nejvyssi hodnoty
uvolnéného NO vzorky PCL80+0,25 % SNAPs (1462,5 uM) a PCL430+0,5 % SNAPs
(1107,5 uM). Zhruba polovi¢nich hodnot oproti vySe zminénym dosahovaly vzorky
PCL80+0,5 % SNAPs (672,5 uM) a PCL43+0,25 % SNAPs (575 uM), Vyssi hodnota
koncentrace NO uPCL80+0,25 % SNAPs oproti PCL80+0,5 % SNAPs byla
pravdépodobné zplisobena vyssim tcinkem degradace, coz dokladaji hmotnostni ubytky
uvedené v tab. 8. Druhy den degradace pak dochazelo k uvoltiovani NO bez vlivu
difuze pouze u PCL80+0,5 % SNAPs a PCL43+0,5 % SNAPs, coz je pravdépodobné
dano vyssi koncentraci SNAPs. Navic u obou zminénych materiali byly zaznamenany,
oproti ostatnim materialiim, vy$$i hodnoy hmotnostnich ubytky, tudiz lze ptepokladat,
ze uvolnovani NO opravdu zpusobil rozpad materiali v dasledku enzymatické
degradace. Tteti den jiz nedochézelo k uvolnovani NO Géinkem degradace viibec, nebot’
naméfené hodnoty absorbanci, potazmo koncentraci NO dosahovaly ptiblizné stejnych
hodnot. V nékterych ptipadech byly dokonce hodnoty koncentaci pro negativni kontroly
vy$si, tudiz po odecteni od hodnot namétenych pro degradované vzorky, byly stanoveny

zaporné hodnoty koncentraci uvolnéného NO, které byly brany jako nula.

0,7
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= m PCL8O
S 03 M PCL80+0,25% SNAPs
g
3 04 ® PCL80+0,5% SNAPs
o
c;u 03 m PCL43
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Obr. 24: Vysledky kinetiky uvoliiovani NO ze vzorkii (o navizce 5045 mg) béhem enzymatické degradace
(vzorky +PBS +Lipdza o koncentraci 4 U/ml) a viivem difuze ( NC - vzorky + PBS) po 1, 2 a 3 dnech.
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Tab. 9: Prumérné hodnoty moldarnich koncentraci uvoliiovaného NO vlivem degradace

S vyloucenim vlivu difuze.

Priumérna molarni
koncentrace NO [uM]
1D (po odecteni slepych vzorkii)
Difuze .
(Pgesg:ae?]az;%) (NC) Rozdil

PCL80 0 0 0
PCL80+0,25% SNAPs 1932,5 470 14625
PCL80+0,5% SNAPs 2427,5 1755 672,5
PCLA43 0 0 0
PCL43+0,25% SNAPs 650 75 575
PCL43+0,5% SNAPs 2310 1202,5 1107,5

2D
PCL80 0 0 0
PCL80+0,25% SNAPs 67,5 147,5 -80
PCL80+0,5% SNAPs 14525 572,5 880
PCLA43 0 0 0
PCL43+0,25% SNAPs 0 0 0
PCL43+0,5% SNAPs 917,5 717,5 200

3D
PCLS80 0,000 0 0
PCL80+0,25% SNAPs 0,000 0 0
PCL80+0,5% SNAPs 0,000 50 -50,000
PCL43 0,000 0 0
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6 BIOLOGICKE TESTOVANI PCL VLAKENNYCH VRSTEV,
MODIFIKOVANYCH POMOCI SNAPs

6.1 Invitro testovani materiali s endotelovymi buiikami

Elektrostaticky zvlaknéné vrstvyy PCL o dvou riznych molekulovych
hmotnostech (80 a 43 tisic g'mol™) obohacené donory NO (SNAPs) v koncentracich
0,0,25 a 0,5% byly podrobeny In vitro testovani s endotelovymi buiitkami, aby byl

zjistén vliv uvolilujiciho se NO na nasazené bunky.

Materialy a metody kultivace scaffoldii s endotelovymi buiikami
e PCL vzorky

Materialy pro In vitro testovani byly oznaceny stejné jako v ptipadé

vyhodnocovani kinetik uvoliiovani z danych vrstev, tedy:

e PCL80

e PCL80+0,25 % SNAPs
e PCL80+0,5 % SNAPs
e PCL43

e PCL43+0,25 % SNAPs
e PCL43+0,5 % SNAPs

Pted nasazenim bun¢k byly materidly nafezany na kruhové vzorky o priméru
lcm a vloZeny do 24jamkovych destiCek a nésledné vysterilizovany ethylenoxidem
(parametry sterilizace viz kapitola 4.4.1). B&hem kultivace byly materialy zatiZzeny
sklenénymi krouzky, aby bylo zabranéno plovani vzorkd, které je zptusobeno vlivem
hydrofobnosti PCL.

¢ Endotelové buiiky, jejich nasazeni a kultivace

Lidské endotelové bunky pupecnich cév - Human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) byly kultivovany v basadlnim médiu pro endotelové bunky (EBM-2,
Lonza) doplnéném o ristové médium pro endotelové bunky (EGM-2 Single Quots),
obsahujici lidsky epidermélni ristovy faktor [hEGF], Hydrokortison, bovinni mozkovy

extrakt [BBE], kyselinu  askorbovou, fetdlni bovinni sérum  [FBS]
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a Gentamicin/Amphotericin-B [GA]. Bunky byly umistény ve zvlh¢ovaném inkubatoru
pfi atmosfére 5% CO; a 37°C. Ve chvili, kdy se buiky staly konfluentnimi, byly
suspendovany pouzitim trypsinu-EDTA (Lonza). Nasledné¢ byly endotelové bunky
(pasaZ 8) nasazeny na svrchni plochu vzorkd v hustoté 1-10% bun&k na jamku. Vzorky
byly analyzovény po 1 dni a 7 dnech kultivace za pouziti fluorescen¢ni a elektronové
rastrovaci mikroskopie (vzdy po 1 vzorku od kazdého materidlu). Pro stanoveni
viability bun¢k byl proveden metabolicky test MTT (po 3 vzorcich). Jako negativni
kontroly byly vzaty vzorky, které byly smoceny pouze v kompletnim médiu bez bunék

(po 1 vzorku).

e MTT test

Bunécna viabilita nasazenych bun€k na testovanych vzorcich byla testovdna
metabolickym MTT testem po 1 a 7 dnech Kultivace. Tato metoda je zaloZena
na redukci solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu
(MTT) na nerozpustny formazan, ktery vytvoii nerozpustné fialové krystalky. Redukce je
zptisobena mitochondrialni dehydrogendzou, coZ zna¢i normalni metabolismus.
250 pl MTT roztoku bylo pfidano k 750 pl kompletniho média a vzorky byly inkubovany
podobu 4 hodin. Formazanové krystalky byly nasledné rozpustény pfidanim okyseleného
isopropanolu, a tim doslo k zabarveni buné&tné suspenze. Zabarvené suspenze byly
nasledn¢ spektrofotometricky vyhodnocovany pii vinové délce 570 nm (referencni
vlnova délka 650 nm), kdy hodnota naméfené absorbance roztoku odpovida mnoZstvi
zivych bunék. Cim tmavsi zbarveni roztok ma, tim vy$&i procento Zivych bundk
obsahoval. Pro kazdy testovaci den bylo proméfovano po 3 vzorcich elektrostaticky
zvlaknénych vrstev + jedna negativni kontrola od kazdého materidlu, které byly
inkubovany s roztokem MTT. Naméfené hodnoty absorbance negativnich kontrol byly
odecitany od testovanych vzorkt. Praimérné hodnoty absorbance + standardni odchylka
byly vyneseny do grafu porovndvajici viabilitu bunck kultivovanych na vSech

testovanych materialech.

e Analyza pomoci fluorescencni mikroskopie

Analyza pomoci fluorescenéni mikroskopie (FM) probihala opét po 1 a 7 dnech.

Vzorky byly vzdy dvakrat proplachnuty v PBS a fixovany 2,5 % glutaraldehydem
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po dobu 15 minut. Poté byl pfidan 0,1 % Triton X-100 v 0,1 % BSA (hovézi sérovy
albumin) v PBS, ktery byl pouzit jako blokovaci pufr po dobu 10 minut. Vzorky byly
zabarvené pomoci phalloidin-FITC, ktery se vaze na aktinové filamenty v zelené oblasti
spektra. Roztok DAPI byl pouzit pro barveni bunéénych jader v modré oblasti spektra.
Zabarvené buinky byly pozorovany ve fluorescencnim mikroskopu Nicon Eclipse.
Pro celkové porovnani byl stanoven pocet bunék na 1 mm? testovanych vzorkd, ktery
byl stanoven z 10 zornych poli (objektiv 10x) pomoci softwaru MATLAB. Nasledné
byla ziskand data vynesena do grafu ukazujiciho primeérnou *+ standardni odchylka

poctu bunék na plochu.

e SEM

Ptiprava vzorki pro SEM analyzu probihala tak, ze vzorky byly nejprve dvakrat
proplachnuty v PBS a fixovany 2,5 % glutaraldehydem po dobu 15 minut pti 4 °C.
Nasledné byly vzorky dehydratovany vlivem stupiiujici se ethanolové fady (60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 96 % a 100%). Po kompletnim vysuSeni vzorkil byly materidly umistény
na terciky, pozlaceny 7 nm silnou vrstvou a analyzovany pomoci rastrovaciho

elektronového mikroskopu (Vega 3 TESCAN).

Vysledky kultivace a hodnoceni cytokompatibility

Elektrostaticky zvlaknéné PCL vrstvy modifikované donorem uvolilujici NO
byly osazeny endotelovymi bunkami a cytokompatibilita téchto materidlli byla
vyhodnocena kombinaci metod pro méfeni bunécéné viability (MTT test), poCet bunék

na plochu scaffoldu (FM) a interakce nasazenych buné¢k s vlakennymi vrstvami (SEM).

e MTT test

Bunécna zivotaschopnost byla stanovena pomoci metabolického testu (MTT),
ato po 1 a 7 dnech inkubace endotelovych bunék s testovanymi vldkennymi vrstvami.,
kdy ziskané primérné hodnoty absorbance (po odecteni hodnot absorbance negativnich
kontrol) jsou obrazem bunééné viability bunék. Bunécna viabilita byla v obou
testovacich dnech velmi nizkd, po 7 den kultivace bylo téméf nemozné hodnoty
viability stanovit, nékteré byly dokonce pod detekénim limitem, viz obr. 25. Prvni den

po nasazeni bunék, poklesla jejich viabilita u vzorkd se zvySenym obsahem SNAPs,
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Vztah mezi mnozstvim SNAPs v materidlu a bunécnou viabilitou byl pozorovan hlavné

u vrstev z PCL80, u PCL43 jiz tento vztah nebyl tak zfejmy.

0,12
'E' 0,1
c
§ 0,08 H PCL80
R H PCL43
20,06
8 B PCL80+0,25% SNAPs
c
£ 0,04 B PCL43+0,25% SNAPs
o
2 B PCL80+0,5% SNAPs
< 0,02
B PCL43+0,5% SNAPs
0
1D 7D
Kultivacni ¢as [den]

Obr. 25: Vysledky MTT testu po 1 a 7 dnech kultivace endotelovych bunék na elektrostaticky zvldknénych
PCL materidalech modifikovanych SNAPs

e Analyza pomoci FM

Snimky nasazenych bunék po 1 a 7 dnech byly pofizeny pomoci
fluorescenéniho mikroskopu, jak ukazuje obrazek 26. Tento snimek zcela koresponduje
svysledky MTT testu. Prvni testovaci den byly pozorovany buiky piisedlé
na testovanych materialech, kdy jejich rozprostieni (spreading) bylo znacné omezeno,
predevsim pak na vrstvach obsahujicich SNAPs. Po 7 dnech kultivace jiz bylo nalezeno

pouze minimalni mnoZstvi zivotaschopnych bunék.
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Obr. 26: Endotelové buriky zachycené na elektrostaticky zvidknénych vrstvach, modifikovanych SNAPs,
obarvené faloidin-FITC (zelend) a DAPI (modra) po 1 a 7 dnech.

Mnozstvi bun€k na plochu (1 mm?) v zavislosti na dob& kultivace, poté bylo
stanoveno automatickym propoctem bunck z obrazka endotelovych bunék obarvenych
DAPI. Vysledky shrnuje obrazek 27. V ptipadé PCL80 bylo mnozstvi bun¢k na plochu
prvni testovaci den opét nizSi U vzorkd obsahujicich SNAPs, i zde je tedy mozné
pozorovat vztah mezi davkou SNAPs a poctem bunék. U PCL43 byly stanoveny velmi
podobné pocty bunék na 1l mm? po 1 dni kultivace. OvSem po tydnu kultivace byl
nejvetsi poCet bunck stanoven pro PCL bez ptidavku SNAPs. Vyrazny pokles bunck

byl vsak pozorovatelny u vSech vzorkd.
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Obr. 27: Pocet bunék na 1 mm? pro vsechny testované PCL vidkenné materidly po 1 a 7 dnech kultivace

S endotelovymi burikami.

e SEM

Zhodnoceni adheze bunék s testovanymi materidly bylo provedeno na zaklad¢
snimkli pofizenych rastrovacim elektronovym mikroskopem. Hlavnim parametrem,
ktery zde byl hodnocen, bylo rozptyleni (spreading) bunék po vldkenném povrchu,
nebot’ t0 napomahd buiikdm lépe adherovat k materidlu, a zaroven jim umoznuje dale
proliferovat. Ze snimkt na obr. 28 je patrné, Ze k adhezi bun¢k s materialem a jejich
rozprostieni po povrchu doSlo po prvnim testovacim dni pouze u vzorki PCL80
a PCL43 bez ptidavku donoru uvoliiujictho NO (buiiky oznaceny v obrazku zelenou
Sipkou). Naproti tomu u vzorkli obsahujicich SNAPs bylo mozné jiZ po prvnim dni
od nasazeni pozorovat poSkozené bunky, coz se projevovalo nerozprostienim bunék
po povrchu, jejich scvrknutim se do sebe a zaoblenim, viz Cervené Sipky v obrazku.
Po 7 dnech kultivace jiz byly pouze sporadicky nachdzeny vysoce poSkozené bunky

(v obr. 28 opét znaceno Cervenymi Sipkami).
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Obr. 28: Obrazky endotelovych bunék, adherovanych na testovanych materidlech po 1 a 7 dnech

kultivace. Snimky porizeny rastrovacim elektronovym mikroskopem. (Zvétseni 3000x)
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Shrnuti vysledkii In Vitro testovani materiali s endotelovymi buiikami

Zvysledki in vitro testovani materiald s endotelovymi bunka je patrné,
ze elektrostaticky zvldknéné vrstvy, obohacené o donor uvoliujici NO (SNAPs),
nepodporuji adhezi a proliferaci endotelovych bunék. To dokladaji vysledky MTT testu,
analyza pomoci FM a SEM, které¢ jednoznacné potvrzuji vyrazné snizovani viability
bun¢k bcéhem obou testovanych dnt. Je tedy mozné se priklonit k tvrzeni
(viz Heller et al. 1999, Sarkar 1997), ze exogenni zdroje NO brani adhezi téchto bunék

a inhibuji jejich dalsi proliferaci, potazmo viabilitu.

Z téchto diivodli byl navrzen experiment testovani cytotoxicity samotnych
SNAPs, a to s endotelovymi bunkami a trombocyty. Tim bylo mozné vyloucit vliv
testovanych PCL materidlli a bylo tedy moZné potvrdit u¢inek SNAPs na chovani

endotelovych bunék i trombocyta.

6.2 Testovani cytotoxicity SNAPS

Testovani cytotoxicity — S-nitroso-N-acetylpenicillaminu  bylo provedeno
pro objasnéni ¢inku SNAPs predevSim na endotelové buniky, dale pak na trombocyty,

jak jiz bylo uvedeno vyse.

6.2.1 Testovani cytotoxického u¢inku SNAPs na endotelové bunky

S pfihlédnutim k rozporuplnym vysledkiim testovani proliferace endotelovych
bun¢k na elektrostaticky zvldknénych mikrovlakenych a nanovldkenych vrstvach,
modifikovanych donory uvoliujici NO, bylo hodnoceno cytotoxické pusobeni SNAPs

a byla stanovena limitni cytotoxicka koncentrace pro endotelové buriky.

Materialy a metody kultivace bunék s roztokem SNAPs

Pro experiment byly pouzity lidské endotelové bunky (HUVEC, pasaz 7).
Buiiky byly nasazeny do 96jamonové kultivaéni destitky (v hustotd 1.10% bungk
najamku) a nasledn¢ vlozeny do inkubatoru a byly kultivovany pfi teploté 37°C,

az do dosazeni stadia semikonfluence (24 hodin).
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e MTT

Cytotoxicita donoru NO byla vyhodnocena metabolickym MTT testem
dle normy ISO 10993-5. Za ucelem vyhodnoceni cytotoxického ucinku SNAPs bylo
nasazeno po 12 jamkach od kazdého materialu (zvolené koncentrace SNAPs, viz nize).
Krystalky SNAPs byly rozpustény v kompletnim médiu pro endotelové buiky (EBM-2)
0 koncentraci 50mg/10g (22,7 mM); 25 mg/10g (11,35 mM); 10 mg/10g (4,54 mM);
5mg/10 g (2,27 mM); 2,5 mg/10g (1,135 mM); 1 mg/10g (454 uM). Tyto koncentrace
byly zvoleny na zdklad¢ ptredchoziho experimentu, kdy dv€ nejvySsi koncentrace
SNAPs byly pfidavany k PCL roztoku, jehoz zvlakinovanim vznikaly vlakenné vrstvy,
primarné testované na mnozstvi uvolnéného NO a proliferaci endotelovych bunék.

Pred pridanim k buiikam byl roztok SNAPs s médiem piefiltrovan pies sttikackovy filtr.

Po 24hodinové inkubaci endotelovych bunék bylo odsato médium a k bunkadm
bylo pfiddno po 100 ul média nebo roztoku SNAPs s médiem pro endotelové buiky

(EBM-2) viz nasledujici schéma:

e Negativni kontrola (NC) — 100 pl kompletniho média (viabilita 100%)
e Pozitivni kontrola (PC) - 100 pl média s cytotoxickym Tritonem X-100

(1%)
e 1 mg SNAPs
e 2,5mg SNAPs
e 5mg SNAPs

e 10 mg SNAPs
e 25mg SNAPs
e 50 mg SNAPs

Kultivacni desticka s takto nasazenymi materidly byla néasledné inkubovéna
po dobu 24 hodin pii 37 °C. Posléze bylo odsato médium a do kazdé jamky bylo
ptidano 50 pl roztoku MTT. Desticka byla opét kultivovana pii 37°C, nyni po dobu
4 hodin. Po uplynuti tohoto ¢asu bylo MTT odsato a fialové krystalky formazanu byly
rozpustény pfidanim 100 ul okyseleného isopropanolu. Nasledné byla prométena

absorbance pfi 570 nm (referencni vinova délka 650 nm). Vysledky byly pfepocteny
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na procenta viability bunék v porovnani s pozitivni kontrolou, tedy Vv porovnani

s bunikami, neovlivnénymi piidavkem SNAPs.

Vysledky testu cytotoxicity SNAPs s endotelovymi buiikami

Hodnoty bunécéné viability po 24hodinové inkubaci bunck s jednotlivymi
koncentracemi SNAPs byly vyneseny do grafu na obrazku 29. Ziskané hodnoty
absorbance byly pfepocitany na bunécnou viabilitu [%], kdy viabilita bun¢k pozitivni
kontroly byla brana jako 100 %. Z obrazku je patrné, Ze cytotoxické pisobeni SNAPs se
projevilo pro koncentrace 5, 10, 25 a 50 mg/10g, kdy hodnoty buné&tné viability jsou
pod limitem cytotoxického plsobeni (viz Cervena cara v grafu). Dale je mozné fici,
ze pro koncentrace nad 10 mg/10 g byl cytotoxicky ucinek SNAPs natolik velky,
Zze bunécna viabilita byla srovnatelnd s pozitivni kontrolou (buiikky inkubované
s cytotoxickym 1 % Tritonem X-100). Pfi téchto koncentracich tedy dochazi
K totalnimu poklesu bunétné viability. Koncentrace 5 mg/10 g zpusobila pokles

bunécné viability zhruba na polovinu.
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Obr. 29: Vysledky bunécéné viabilty po 24hodinové inkubaci endotelovych bunék s médiem (NC),

s médiem obsahujicim 1% Tritonu X-100 (PC) a roztoky média s riiznou koncentraci SNAPs.

6.2.2 Testovani cytotoxického ucinku SNAPs na trombocyty

Utinek uvoliiujiciho se NO na aktivaci trombocyti je dle literatury

zcela jednotny. Oxid dusnaty prokazatelné zpusobuje inhibici krevnich elementt
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(desticek), €ili donory NO jsou velmi zddané pro aplikace, kde je potieba snizit,
potazmo zcela zamezit vzniku trombud. Nésledujici experiment tedy slouzil k potvrzeni

tohoto ucinku NO na trombocyty.

Materialy a metody kultivace trombocyti s roztokem SNAPS

Experiment probihal velmi podobné jako v experimentu ptedchozim. Opét byly
pfipraveny roztoky SNAPs o stejnych koncentracich, nicméné pro rozpusténi krystalek
bylo pouzito médium pro trombocyty (Composol), stejné byly i média pro pozitivni

I negativni kontrolu.

Roztok trombocyti TRSA11170405 o koncentraci 830-10%/ml byl nasazen
do 96jamokové kultivasni desticky (200ul ~ 166-10%/ml), opét po 12 vzorcich pro kazdy
material. Do kazdé jamky bylo pfidano po 100 ul Composolu (NC), 100 ul Composolu
s1% Tritonem (PC) a 100 ul nafedénych roztokit SNAPs. Kultiva¢ni desticka
pfipravena timto zplisobem byla inkubovana po dobu 2 hodin pfi teploté 37°C.
Nasledné¢ bylo odsato médium, bylo pfidano 50 pl MTT a desticka byla
opét inkubovéna, nyni po dobu 4 hodin. Posléze byla prométfena absorbance roztokl
pii 570 nm (referen¢ni vlnova délka 650 nm), piepoctem byla ziskdna % viabilita

krevnich destic¢ek.

Vysledky testu cytotoxicity SNAPs s trombocyty

Ziskané hodnoty viability trombocytl [%] jednozna¢né potvrzuji inhibi¢ni vliv
SNAPs na aktivitu trombocyti, jak je mozné vidét v grafu na obr. 30. Uvolfiovani
exogenn¢ dodaného donoru NO zplsobilo pokles wviability trombocytd,
atood koncentrace 10 mg/10 g (4,45 mM), kdy pokles viability cinil 28%.
Pro koncentraci 25 mg/10 g (11,35 mM) jiZ viabilita poklesla o 51 % a u koncentrace
50 mg/10 g doslo ke sniZeni viability trombocytl o 73%.
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Obr. 30: Bunécna viabilita po 2hodinové inkubaci trombocytii s médiem (NC), s médiem obsahujicim 1%

Trtonu X-100 (PC) a roztoky SNAPS Vv riiznych koncentracich.

6.3 Testovani trombogenicity materiali s obsahem SNAPsS

Hodnoceni probihalo po 2hodinové inkubaci materialt se suspenzi trombocytl
pomoci metabolického MTT testu, kdy byla stanovovana metabolickd aktivita

trombocytl. Dale pak hodnoceni probihalo na zéklad¢ potizenych SEM snimki.

Materialy a metodika méfeni aktivity trombocyti

ZnaCeni materidli pro testovani trombogenicity bylo opét stejné jako
v predchozich experimentech. Z jednotlivych materidld byly zhotoveny vzorky
(9 pro MTT test, 1 jako NC a 2 pro SEM od kazdého materialu) 0 priméru 6 mm, které
byly vkladany do 96jamkové kultivacni desticky. Nasledné byly vysterilizovany 70%
ethanolem po dobu 30 minut, poté byly dvakrat proplachnuty v PBS a do kazdé jamky
bylo posléze ptidano 200 pl suspenze trombocyti TRSA 11170405 o koncentraci
830-10° trombo/ml, coZ zhruba odpovida 166-10° trobmo v 200 pl. Materialy pak byly
spolu se suspenzi inkubovany po dobu 2 hodin pfi teploté¢ 37°C. Materialy piipravené
pro negativni kontroly byly inkubovany pouze v médiu pro trombocyty (Composol PS).

Kontrolnim materialem byl kultiva¢ni plastik (dno testovaci jamky), zna¢eno TCP.

Po uplynuti doby inkubace vzorkii se suspenzi trombocytd, byly vzorky
pro MTT test piesunuty do ¢istétho Composolu PS (150 pl), a néasledné bylo piidano
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50 ul roztoku MTT. Fialové krystalky byly opét rozpustény pomoci okyselené¢ho
isopropanolu. Poté probéhlo meéfeni absorbance roztokli pii vinovych délkach
570 a 650 nm, pfi¢emz naméiené hodnoty byly zprimérovany a vyslednd absorbance

byla déna rozdilem absorbanci vzorkii a negativnich kontrol.

Vzorky pro SEM byly po inkubaci pfipraveny stejnym zpisobem jako

Vv ptedchozich experimentech (viz kapitola 6.1.1)

Vysledky méfeni tormbogenicity
e MTT

Vysledky testu metabolické aktivity trombocyti byly zpracovany do grafu,
vizobr. 31. Zn¢j je patrné, ze materialy zptusobovaly velkou aktivaci trombocytd,
svéd¢i o tom hodnoty absorbanci u PCL80, PCL80+0,25 % SNAPs, PCL80+0,5 %
SNAPs a PCL43+0,25 % SNAPs, kdy se absorbance pro zminéné vzorky pohybovala
v rozmezi 0,8-1. K vyraznéjsimu poklesu aktivace trombocyti doslo pouze u vzorku
PCL43+0,5 % SNAPs, coz bylo pravdépodobné zplsobeno uvoliujicim se NO
z piitomného SNAPs. Takovéto snizeni metabolické aktivity krevnich desticek bylo
predpokladano u vSech materialii s obsahem SNAPs, nicmén¢ vysledky jej nepotvrzuji.
Testovani cytotoxického ucinku SNAPs s trombocyty vSak doklada jejich cytotoxické
pusobeni pravé pro koncentrace SNAPs 0,25 a 0,5 %. Ztoho je mozné usuzovat,
ze béhem sterilizaci 70% ethanolem anaslednym promyvanim v PBS doslo
pravdépodobné k vymyti donoru NO. Kontrolni material TCP, potom oproti vlakennym
materidltim, jevil nizkou aktivitu desti¢ek. Hodnota naméfené absorbance byla podobna
jako pro vzorek PCL43+0,5 % (cca 0,5), pravdépodobné vlivem hladkého plastového

povrchu.
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Obr. 31: Metabolickd aktivita trombocytii hodnocend pomoci MTT testu po 2hodinové inkubaci

testovanych materiali a kontroly (TCP) se suspenzi trombocytii.

e SEM analyza

Snimky pofizené rastrovacim elektronovym mikroskopem zachycuji morfologii
krevnich desticek, kterd je vyrazné zavisla na jejich aktivaci. Neaktivované desticky
jsou kulaté, o priméru ptiblizn€¢ 7 um. Pii jejich aktivaci pak dochazi ke zmén¢ tvaru,
kdy se rozprostiraji po povrchu materidlu a dochazi k jejich napojovani vlivem vybézkd,
které se behem aktivace formuji. Témé&f na vSech snimcich je mozné pozorovat typické
chovani trombocytli na nanovldkennych vrstvach, tedy souvisly povlak aktivovanych
a rozprostienych desti¢ek na povrchu materialu. To je pozorovatelné u vrstev PCL80,
PCL80+0,25 % SNAPs, PCL43, PCL43+0,25 % na obrazku 32. U vrstvy PCL80+0,5 %
SNAPs bylo pozorovano méné aktivovanych desti¢ek, desticky byly spiSe kulaté, malo
rozprostiené v porovnani s vrstvami PCL80 a PCL80+0,25 % SNAPs.
To by nasvédCovalo nizsi aktivaci, nicméné vysledek metabolického testu mluvi zcela
proti. Vrstva PCL43+0,5 % SNAPs obsahovala mens$i mnozstvi trombocytid oproti
vrstvam PCL43 a PCL43+0,25 % SNAPs, coz odpovidd vysledku MTT testu, nebot

v
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91



Technickd univerzita v Liberci Diplomové prace

7 ZAVER

Préace byla primarné zamétena na studium kinetiky uvoliiovani oxidu dusnatého
z polykaprolaktonovych mikrovlakennych a nanovldkennych vrstev. Pro piipravu
vlakennych vrstev bylo pouzito 10 hm% roztoku PCL 0 molekulové hmotnoti
80 000 g-mol™ a 16 hm% roztoku PCL o molekuvé hmotnosti 43 000 g-mol™. Z t&chto
roztokl byly elektrostatickym zvldknovanim pfipraveny 3 sady vldkennych vrstvev,
obsahujici rizné koncentrace S-nitroso-N-acetylpenicillaminu (SNAPs), donoru oxidu
dusnatého, ktery byl pfedem syntetizovan (viz kapitola 4.1). Byly zvoleny koncentrace
0 %, 0,25 % a, 0,5 % SNAPs. Materialy byly poté vystaveny riznym druhim sterilizace
(ethylenoxid, 70% ethanol) a nasledné bylo pozorovano uvoliovani NO vlivem difuze
a byl zkouman pravé vliv sterilizace. Dale byla pozorovana kinetika uvoliiovani béhem
enzymatické degradace, kterd byla pisobena a katalizovdna lipazou. Tim dochézelo
k hydrolytickému stépeni polymernich vazeb a pozvolné destrukci materialu, kdy byl
zkouman vliv tohoto pisobeni nakinetiku uvoliovani NO zdonoru, obsazeného
ve vlaknech. Vysledky téchto experimentii byly klasifikovany pomoci Griess assay,
metody vhodné k detekci NOy Vv roztocich (médiich), ve kterych byly smaceny
testované materialy. Jedna se o reakci dusitanu, kyseliny sulfanilové (SA) a N-(1-
naftyl)ethylendiamin dihydrochloridu (NEDD), coz zpusobi zabarveni roztokl
s obsahem NOy do oranzova (piipadné fialova, v zavislosti na rozpoustédle pro NEDD).
Naméfené hodnoty absorbanci danych vzrokti byly nasledné porovnany s piedem
pfipravenymi kalibraénimi kiivkami. Tim bylo mozné stanovit hodnoty koncentrace

uvolnovaného NO.

Vysledky experimentli uvoliiovani NO vlivem difuze potom dokladaji,
ze sterilizace ovlivituje mnozstvi uvolnéného NO, respektive ji snizuje (popsano
v kapitole 5.2). Vzorky vysterilizované ethylenoxidem vykazovaly prvni den
pozorovani niz§i koncentrace uvoliilovaného NO oproti vzorkiim nesterilnim, nicméné
rozdily nebyly ve vSech ptipadech tak vyrazné. Zatimco Sterilizace 70% ethanolem méla
nauvolnovani fatalni dopad, kdy kuvoliiovani NO nedochazelo prakticky vibec
ani jeden testovany den. Pravdépodobné zptisobeno vymytim SNAPs béhem sterilizace
a nasledného promyvani. V tomto experimentu pak nebyla prokazana vzristajici

tendence koncentrace NO v zavislosti na koncentraci SNAPs, coz bylo ziejmé
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zptisobemo malou velikosti a navazkou vzorkd. V dalSich experimentech, kdy bylo
sledovano uvoliiovani NO z nesterilnich a ethylenoxidem vysterilizovaych materiali,
bylo tuto vzristajici tendence koncentrace uvolnéného NO mozné pozorovat prvni i tfeti
testovany den, coz bylo velmi pravdépodobné zapticinéno vyssi navazkou testovanych

vzroku.

Na zaklad¢ vysledkli monitorovani kinetiky uvoliiovani NO vlivem enzymatické
degradace (uvedeno v kapitole 5.3), kdy byl béhem vyhodnocovani vyloucen vliv
difuze, je mozné tici, Ze degradace materialii napomahala rychlej$imu a intenzivnéjsimu
uvoliiovani NO oproti prosté difuzi. Dilezitymi parametry, které potom vyrazné
ovliviiuji pribéh degradace, a tim i proces uvoliovaji, jsou jednoznacné¢ molekulova
hmotnost polymeru, homogenita vldkenné vrstvy daného testovaného vzorku,
koncentrace exogenniho donoru NO, a zaroven parametry enzymu — typ, koncentrace
a jeho aktivita. VSechny tyto parametry totiz ovliviiuji rychlost a intenzitu degradace,
a tim i1 koncenraci uvoliiovaného NO. Jedna se tedy o velice komplikovany a komplexné
provazany proces, ktery je velmi citlivy na jakékoliv zmény, pravdépodobné nejen vyse
zminénych parametrti. To je i jeden z divodul, pro¢ je obtizné predikovat a popsat

kinetiky uvolnovani NO béhem degradace.

Piinosem experimentu, sledovani kinetiky uvolfovani NO béhem degradace
PCL vldkennych materidll, je zjisténi, Ze azid sodny, pfidavany do roztokd PBS
s lipdzou, jakozo antibakteridlni c¢inidlo, Snejvétsi pravdépodobnosti interaguje
s reaktanty Griess assay. Tim mafi tuto reakci a znemoznuje tak detekci NOy

a stanoveni jeho koncentrace.

V navaznosti na problematiku uvoliiovani NO bylo za ucelem potencialni
aplikace téchto materialii v tkdnlovém inzenyrstvi, predev§im pak pro kardiovaskularni
aplikace, provedeno In Vitro testovani zminénych materiali, obsahujicich donory NO,
s endotelovymi buiikami. Nasledné byl hodnocen vliv uvoliovaného NO na tyto buiiky,
ktery je Vv literatufe zna¢né rozporuplny. Vysledky experimentu (shrnuté v kapitole 6.1),
kdy byla hodnocena cytokompatibilita modifikovanych materiali, v§ak nejsou zcela
uspokojivé. MTT test, analyza pomoci fluorescencni mikroskopie a SEM analyza
dokladaji, ze vlakenné vrstvy obsahujici SNAPs nepodporuji adhezi a proliferaci

bunék, coz vede k vyraznému snizovani viability endotelovych bunék a jejich apoptoze.
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Tim padem je mozné se pfipojit k tvrzeni (viz Helleretal. 1999, Sarkar 1997),
ze donory uvoliyjici NO naopak vykazuji inhibi¢ni u¢inek na proliferaci endotelovych

bunék.

Na popud téchto vysledkii byl proveden dalsi experiment, ktery mél potvrdit,
ptipadné vyvratit cytotoxicitu samotného SNAPs. Cytotoxické piisobeni bylo testovano
pro koncentra¢ni fadu roztokli SNAPs s endotelovymi bunikami (22,7 mM; 11,35 mM;
4,54 mM; 2,27 mM; 1,135 mM a 454 uM), pficemz cytotoxicky ucinek se projevil
od koncentrace 2,27 mM, kdy bunééna viabilita poklesla téméf o 50%. Tim tedy byla
potvrzena cytotoxicita SNAPS s vylouéenim vlivu PCL materiali. Provedeno bylo
| testovani cytotoxicity SNAPs s trombocyty, kdy byly potvrzeny ocekavany vysledek,

tedy inhybi¢ni u¢inek SNAPs na testované krevni desticky.

Posldnim experimentem biologického testovani PCL materiali modifikovanych
SNAPs bylo testovani trombogenicity téchto materialti, kdy mélo byt potvzeno
prokazatelné sniZeni aktivace trombocytd vlivem pfitomnosti uvoliujiciho se NO,
jak uvadi literatura (Vilahuret et al. 2004; Brisborisetal. 2013). Nicméné snizeni
metabolické aktivity krevnich desticek bylo pozorovano pouze u vzorku PCL43+0,5 %
SNAPs, u ostatnich nikoli. Diivodem pak pravdépodobné byla sterilizace, kdy vzorky

musely byt vysterilizovany 70% ethanolem.

Za stavajici sitiuace nejsou tedy zminované materialy, funkcionalizované
SNAPs vhodnami kandidaty pro kardiovaskularni tkanové nosice, nebot’ nebyl porkazan
pozitivni G¢inek uvolnujiciho se NO na adhezi a proliferaci endotelovych bunék,
jez tvofi vnitini sténu nativni cévy. Naopak bylo potvrzeno jeho inhibi¢ni pasobeni.
Nicméné z vySe popsanych divodi je mozné vyvodit, Ze pii inkorporaci exogennich
donorit NO do vldkennych vrstev je tfaba brat v potaz koncentraci SNAPs, nebot

ta vyrazné ovliviiuje naslednou adhezi a proliferaci bunék, potazmo jejich viabilitu.
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PRILOHY

PRILOHA 1: Doplnéni kapitoly 4.3

PCL80 PCL43
__ 100 __ 100
] ]
g 30 2 50
3 3
~§ 0 \E 0
- Q Q Q Q Q Q Q = T T T T
= A7 (O L O O QO (O =
R NN SN ) = 150 450 750 1050 1350 1650
(3 4

PROmMér vlidken [nm] Prtimeér vlaken [nm]

PCL80+0,25% SNAPs PCL43+0,25% SNAPs

__ 100 100
] 7]
2 50 o 50
@ @
0 18]
g 0 ; : I . : ; . "‘; 0 | N N N R N R . E— —]
= 0O 090 99999 9;s S Q O O O O O &
8 RBRIRIISIRS = 5 @%Q%Q«QQQQQQ%"
g o+ - NN O g

Pramér vlaken [nm] Pramér vlaken [nm]

PCL80+0,5% SNAPs PCL43+0,5% SNAPs

_ 100 __ 100
I3 g
g 50 £ 50
(] ()]
»Q 18]
= =
E 0 E 0 T T T T T 1
% 200 800 14002000 2600 3200 % 100 200 300 400 500 600 700
o 4

Primér vlaken [nm] Primér vlaken [nm]

Obr. P1: Histogramy hustoty pravdépodobnosti pro priiméry PCL vidken S riiznou koncentracic
pridaného donoru NO (SNAPs).
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PRILOHA 2: Doplnéni kapitoly 5.1.2
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Obr. P2: Kalibracni kiivky o znamé koncentraci dusitanii (NaNO,) pro stanoveni molarni koncentrace

uvoliiovaného NO ze vzorkii viivem difuze, pripadné béhem degradace. Stanoveno pomoci Griess asaay

za pouZiti S4 a NEDD. (2A) NEDD v PBS, (2B) NEDD v dH,0.

2(C)

Tab. P2: Hodnoty absorbanci, odpovidajici molarnim koncentracim dusitanu sodného.

Generovano linedrni extrapolaci namérenych hodnot absorbanci kalibracnich roztoku

0 znamych koncentracich.

Molarni
koncentrace

[nM]

11,289

22,578

45,156 | 90,313 | 180,625 | 361,250 | 722,500 | 1445,000

Absorbance
(NEDD
v dH,0)

0,02726

0,02952

0,03403 | 0,04306 | 0,06113 | 0,09725 | 0,16950 | 0,31400

Absorbance

(NEDD v pBS) | 2003

0,0061

0,0106 | 0,0197 | 0,0377 | 0,0739 | 0,1461 0,2906
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PRILOHA 3: Doplnéni kapitoly 5.2.1.1
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Obr. P3: Vysledky kinetiky uvoliiovdani NO ze vzorkit o priuméru 1 cm po 1 a 3 dnech: (A) vzorky
bez sterilizace, (B) vzorky sterilizované ethylenoxidem, (C) vzorky sterilizované 70 % ethanolem.
Nameérené hodnoty absorbance byly ziskany na zakladé Griess assay a promeéreni jednotlivych roztoki

privinové délce 490 nm.
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PRILOHA 4:
4(A) Doplnéni kapitoly 5.2.2

Tab. P4 (A) Hmotnost nesterilnich vzorkii pro sledovani kinetiky uvoliiovini NO.

Material Hmotnost vzorku [mg]
1 2 3 4 Primeér
PCL80 53,70 54,10 54,10 51,50 53,35
PC80 0,25 % SNAPs 53,90 50,40 48,60 53,00 51,48
PCL80 0,5 % SNAPs 49,20 45,70 51,10 52,50 49,63
PCL43 50,70 50,40 49,40 47,60 49,53
PCL43 0,25 % SNAPSs 45,30 45,40 45,20 46,40 45,58
PCL43 0,5 % SNAPs 46,90 45,60 48,90 50,10 47,88

4(B) Doplnéni kapitoly 5.2.3

Tab. P4 (B) Hmotnost vzorkii vysterilizovanych ethylenoxidem pro sledovani kinetiky

uvolnovini NO.

Materisl Hmotnost vzorku [mg]

1 2 3 4 5 Primeér
PCL80 99,70 99,30| 100,30| 100,60 99,80 99,94
PCL80 0,25 % SNAPs 99,50| 100,30 99,40| 100,90 99,30 99,88
PCL80 0,5 % SNAPs 111,00 100,20 99,30 98,70| 100,00| 101,84
PCL43 98,90| 100,60 99,80 98,80| 100,60 99,74
PCL43 0,25 % SNAPs 99,70| 100,70 99,40| 100,90 99,20 99,98
PCL43 0,5 % SNAPs 101,70 99,80 99,80| 100,20| 100,70| 100,44
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PRILOHA 5: Doplnéni kapitoly 5.3.

5(A) 5denni enzymaticka degradace (Lipaza + PBS s azidem sodnym)

PCL80+0,25 % SNAPs @il PCL80+0,5 % SNAPs

LIPAZA

NC

LIPAZA

PCL43+0,25 % SNAPs PCL43+0,5 % SNAPs

NC

Obr. P5AL: SEM analyza vzorkii po 1 dni degradace viivem Lipazy + NC pro vSechny vidkenné

materialy. Zvétseni 5000x.
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Obr. P5A2: SEM analyza vzorkii po 3 dnech degradace viivem Lipazy + NC pro vSechny vidkenné

materialy. Zvétseni 5000x.
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Obr. P5A3: SEM analyza vzorkii po 3 dnech degradace viivem Lipazy + NC pro vSechny vidkenné

materialy. Zvétseni 5000x.
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5(B) 3denni enzymaticka degradace (Lipaza + PBS bez azidu sodného)

LIPAZA

LIPAZA

Obr. P5B1: SEM analyza vzorkii po 1 dni degradace viivem Lipazy + NC pro vSechny vidkenné

materialy. Zvétseni 5000x.
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LIPAZA
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NC

Obr. P5B2: SEM analyza vzorkii po 2 dnech degradace vlivem Lipdzy + NC pro vSechny vidkenné

materialy. Zvétseni 5000x.
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PCL80+0,5 % SNAPs

LIPAZA

NC

LIPAZA

L

NC

Obr. P5B3: SEM analyza vzorkil po 3 dnech degradace vlivem Lipdzy + NC pro vSechny vidkenné

materialy. Zvétseni 5000x.
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5(C) 3denni enzymaticka degradace (Lipaza + PBS bez azidu sodného)
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Obr. P5C: Vysledky kinetiky uvoliiovini NO ze vzorkii (o navizce 5045 mg) pouze vlivem enzymatické
degradace (vzorky +PBS +Lipdza o koncentraci 4 U/ml) po 1, 2 a 3 dnech. Hodnoty byly ziskany
odectenim hodnot absorbanci negativnich kontrol od hodnot absorbanci naméienych pro degradované
vzorky. Namérené hodnoty absorbance byly ziskany na zakladé Griess assay a proméreni jednotlivych

roztokii pii vinové délce 490 nm.
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PRILOHA 6: Doplnéni kapitoly 5.3.3

Tab P6(A): Namérené hodnoty absorbanci a prislusné hodnoty molarnich koncentraci

NO, uvolnéného ze vzorkii béhem piisobené enzymatické degradace pro 1., 2. a 3. den.

o Prﬁm’érn’é Smérodatna | Pramérna molarni
1D Prumcrna molarni odchylka | koncentrace NO [pM]
absorbance | koncentrace [MM] (9o adeitent stepgch Vzm};ﬁ)
NO [mM]

PCLS80 0,046 227,500 2,500 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,432 2160,000 15,000 1932,500
PCL80+0,5 % SNAPs 0,531 2655,000 105,000 2427,500
PCL43 0,044 220,000 5,000 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,174 870,000 85,000 650,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,506 2530,000 50,000 2310,000

2D
PCL80 0,046 227,500 17,500 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,059 295,000 35,000 67,500
PCL80+0,5 % SNAPs 0,336 1680,000 80,000 1452,500
PCL43 0,047 235,000 10,000 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,047 232,500 17,500 0,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,231 1152,500 17,500 917,500

3D
PCL80 0,0530 265,000 10,000 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,0530 265,000 5,000 0,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,0505 252,500 7,500 0,000
PCL43 0,0585 292,500 2,500 0,000
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Tab P6(A): Namérené hodnoty absorbanci a prislusné hodnoty molarnich koncentraci

NO, uvolnéného ze vzorkii (negativni kontroly) vlivem difuze pro 1., 2., 3. den.

Prumérna

o ol Smérodatna Priimérna molarni
1D absorbance | koncentrace | ©0MYIKa | koncentrace NO M
NO [uM] [uM] (po odeéteni slepych vzorki)

PCLS80 0,044 220,000 0,000 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,138 690,000 90,000 470,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,395 1975,000 25,000 1755,000
PCL43 0,052 260,000 5,000 0,000
PCL43+0,25 % SNAPs 0,067 335,000 30,000 75,000
PCL43+0,5 % SNAPs 0,293 1462,500 37,500 1202,500

2D
PCLS80 0,047 235,000 10,000 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,077 382,500 97,500 147,500
PCL80+0,5 % SNAPs 0,162 807,500 27,500 572,500
PCL43 0,064 317,500 82,500 0,000
PCLA43+0,25 % SNAPs 0,055 275,000 15,000 0,000
PCL43+0,5 % SNAPs 1035,000 30,000 717,500

3D
PCLS80 0,0500 250,000 5,000 0,000
PCL80+0,25 % SNAPs 0,0500 250,000 5,000 0,000
PCL80+0,5 % SNAPs 0,0640 320,000 55,000 50,000
PCL43 0,0585 292,500 2,500 0,000

113




