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Abstrakt

V této praci je rozebirano vyuziti elektrostatického zvlakiiovani pro vyrobu scaffoldi a

jejich nasledna funkcionalizace rastovymi faktory. V teoretické ¢asti jsou podany

informace o tkanovém inzenyrstvi, materialech a metodach vyroby a funkcionalizace
scaffoldu, biologicky aktivnich latkach v cele s ristovymi faktory a zakladni analytické
metody uzivané k jejich detekcei.

V experimentalni ¢asti je zkoumana optimalizace vyroby polyvinylalkoholovych vldken
funkcionalizovanych trombocytarnimi pfipravky a také je analyzovana uspésnost inkorporace

pouzitych bioaktivnich latek.

Klicova slova: Elektrostatické zvldkiiovani, Rlistové faktory, Funkcionalizace

nanovlaken, Plazma bohat4 na trombocyty, Tkanovy nosi¢

Abstract

In this work, it’s considered usage of electrospinning for scaffold preparation and their
functionalization with growth factors. In theoretical part are given basic informations about tissue
engineering, materials and methods usable for scaffold prepartion, biologically active molecules,
mainly growth factors and used analytical methods.

In experimental part is researched optimalization of preparation of PVA fibers and their
functionalization with thrombocyte preparates. There is also analyzed successfullness of

incorporation of used bioactive molecules.

Keywords: Electrospinning, Growth factors, Nanofiber functionalization, Platelet rich plasma,

scaffold
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Uvod

Diky rozmachu ve vyzkumu nanomateriali dochazi k jejich priniku do raznych odvétvi, véetné
tkanového inzenyrstvi. Jedna se predevsim o nanovlédkna a nanocastice, které znacn¢ rozsituji
moznosti pro vyrobu scaffoldt (podptrnych leseni), které by byly schopné nahradit poSkozené
tkadn€. Vyzvou ale zlistava optimalizace jejich vlastnosti pro co nejlepsi napodobeni tkani, nezbtné
pro jejich aplikaci. K tomuto cili mize napomoci jejich funkcionalizace biologicky aktivnimi
latkami, zvySujicimi biokompatibilitu a urychlujicimi regeneraci tkdné. V tomto ohledu se velmi
perspektivné jevi pouZiti trombocytil a z nich vyrobenych preparatd, které predstavuji snadno
ptistupny zdroj velkého mnozstvi biologicky aktivnich latek v lidskému télu relevantnich

pomérech.

1 Tkarnové inZenyrstvi (TE)

Tkanové inzenyrstvi je rychle se rozvijejici multidisciplinarni obor, ktery kombinuje poznatky z
prirodnich véd a materidlového inzenyrstvi, za i¢elem pochopeni biologickych pochodt v
tkanich a za kombinace scaffoldli, bun¢k a bioaktivnich latek tvorby biologické ndhrady umélého
¢1 ptirozené¢ho pivodu imitujici nativni tkdn€ za ucelem obnovy, zachovani nebo vylepSeni jejich
funkce. [1] Metody TE skryvaji velky potencial jako alternativa k transplantaci cizi tkan¢, ktera
trpi fadou problém jako jsou napiiklad akutni nedostatek darcti transplantovatelnych organti

nebo potieba po zbytek Zivota pouzivat 1€ky k potlaeni imunity pacienta. [2],[3]

1.1 Scaffoldy pro tkanové inZenyrstvi

Jelikoz vétSin€ nativnich tkani jsou buiiky zachyceny na struktute extracelularniho matrixu
(ECM), je dtilezitou soucasti TE snaha o vytvotreni umélych ECM podobnych struktur. Takové
struktury jsou nazyvany scaffoldy (leSeni). Podle zddaného pouziti je tieba, aby scaffold
splitoval urcité vlastnosti. Jejich splnéni byva ¢asto dosaZeno jejich kombinaci s biologicky
aktivnimi latkami, které mohou slouzit jak k jejich optimalizaci tak ptidani dalSich (napf.
zrychleni regenerace tkané inkorporaci rastovych faktori). [4]

U scaffoldt jsou sledovany nésledujici vlastnosti:

existence interakci mezi scaffoldem a okolni tkéni
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biodegradabilita
biokompatibilita
mechanické vlastnosti

architektura podobna tkani

Je nezbytné, aby byly posilany signaly mezi scaffoldem a jeho okolim (ECM 1 bunikami). Bez
existence takovych interakci by viibec nebylo mozné scaffold inkorporovat do okolni tkané.
Nedostatek takovych interakci byva jednim z problémt pii praci se syntetickymi scaffoldy.

Pro rtizné aplikace miizeme vyzadovat scaffoldy bud' trvalé ¢i docasné a proto je dobré znat jejich
degradabilitu. Pro docasné scaffoldy je idedlni aby samovolné degradovaly rychlosti co nejblizsi
regeneraci vlastni tkdné.

Velmi podstatnou podminkou pro zavedeni scaffoldu je, aby on ani produkty jeho degradace
nebyly toxické a tim padem neposkozovaly okolni funkéni tkan. Také je dulezité aby nebyl télem
hostitele rozeznan jako cizi, coz by mélo za nasledek nezddouci imunitni reakci zptisobujici
zanét ¢i odmitnuti, obvyklé u jinych forem nahrady tkani (transplantace).

Podle pouziti musi byt scaffold vybran tak, aby svymi mechanickymi vlastnostmi i celkovou
architekturou odpovidal nahrazované tkani a zachoval si stabilitu i pfi delSim naméhani.Také je
nezbytné aby architektura vysledného scaffoldu obsahovala dostate¢né mnozstvi pori, kterymi
by mohly byt buiiky zasobovany zivinami, kyslikem a riznymi enzymy a naopak mohly
vypoustét odpadni latky.

Pro praktické vyuziti je také dilezité, aby vyroba scaffoldu nebyla pfili§ ¢asoveé ani

procesn¢ naroc¢né a nevyzadovala finan¢n€ narocné suroviny a vybaveni.

1.1.1 Materialy pro vyrobu scaffoldi

V dnes$ni dobé mame na vybér s velkého mnozstvi vhodnych polymerti, pfi¢emz kazdy ma své
specifické vyhody 1 nevyhody. Muzeme je délit podle piivodu na ptirodni ¢i syntetické, podle
typu na degradabilni ¢i trvalé nebo tfeba podle struktury, jestli jsou vldkenné (nanovlékna ¢i
kompozitni vldkna) ¢i nikoliv (skla, hydrogely). Velké vétSina materialti pouzivanych v dnesni
dobe¢ je degradabilni. Mezi vyhody pfirodnich materiala patii biokompatibilita i degradabilita,
nicméng vyroba scaffoldli s homogennimi vlastnostmi je problematickd. Pfirodni materialy
muzeme dale délit na proteiny (kolagen, elastin, keratin) a polysacharidy (celuldza, chitin). [5]
Druhou moznosti je vyuZiti syntetickych materidlli, mezi jejichz vyhody patii jednoduchost jejich
vyroby a reprodukovatelnost vlastnosti s ptedpovidatelnou degradabilitou. Problém ptedstavuje

mnohdy nedostatecna biokompatibilita a ptipadné produkty degradace (naptiklad kyselé produkty
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hydrolyzy pti rozkladu PGA,PLA nebo PLGA). Z polymeri jsou béZn¢ pouzivany
polykaprolacton (PCL), polymlééna kyselina (PLA), polyvinylalkohol (PVA), polyethylenoxid
(PEO) nebo polyglykolova kyselina (PGA). [6]

Dalsi podstatnou skupinou scaffoldl jsou hydrogely. Ty jsou tvofeny 3-D polymerni strukturou,
ktera je propojena kovalentnimi vazbami ¢i nevazebnymi interakcemi. Jsou hydrofilni a dokazi
absorbovat velké mnozstvi vody bez poskozeni vnitini struktury. Svou strukturou mohou byt
podobné ECM coz napomaha jejich biokompatibilité. Podstatnou vyhodou je téZ moznost vpravit
je do téla injek¢éné a vyhnout se tedy chirurgickému zédkroku. Mohou byt tvofeny ptirodnimi
polymery jako HA, kolagen, fibrin tak i syntetickymi jako jsou PLA nebo PVA.

Zvlastni skupinou jsou keramické materidly napiiklad TCP nebo HAP které jejich vlastnosti
predurcuji k nahradé tvrdych tkani jako jsou kosti a zuby. V posledni dobé se pro napodobeni
tvrdych tkani experimentuje také s kovovymi scaffoldy, kde jsou nejvice pouzivané hoi¢ik,

zelezo a jejich slitiny.

Polymer Nahrazovana tkan
PLLA Kosti, chrupavky
PGA Chrupavkys, jatra, kosti, stieva
PDLLGA Kosti, chrupavky, mocovy epitel
PLGA+PEG Mekke a tubularni tkané
PVA+PLLA jatra
PPF+TCP kosti
PPZ nervy
PPF+EG Srdecni tkan
PLGA Nervy, kosti, chrupavky
PU cévy
PCL cévy
PVA Kosti, cévy

Tabulka 1: n€které polymerni scaffoldy a jejich vyuziti [7]




1.1.2 Metody vyroby vlakennych scaffoldi

V dnesni dob¢ je k dispozici velké mnozstvi metod pouzitelnych pro vyrobu scaffoldi. Mezi
nejznamejsi metody pro vyrobu polymernich vlaken patii electrospinning ve kterém je vyuzivano
vysokého napéti, fazova separace, kde je vyuzivano termodynamické misitelnosti roztokl ke
tvorbé Cisté polymerni faze a self-assembly, ve které se komponenty skrze nevazebné interakce
samy skladaji do pozadované struktury. Mezi dalsi uzite¢né metody pro tvorbu vlakennych
scaffoldl patfi drawing, forcespinning, rotary jet spinning a rapid prototyping. [8] Kazda metoda
prezentuje urcité¢ vyhody a nevyhody, napiiklad el.spinning vynika financ¢ni a procesni
jednoduchosti ale neposkytuje zcela homogenni vlakna, zatimco self-assembly poskytuje piesnou

vvvvvv

Pro tvorbu nevlakennych scaffoldi Ize také pouzit metody freeze-drying, solvent

casting-particulate leeching, high pressure processing nebo gas foaming. [9]

2 Elektrostatické zvlakiovani (electrospinning)

Elektrostatické zvlaknovani je metodou vyroby velmi tenkych vldken, riznych priméri od mikro
do nano rozméra. Pfi této métodé se vyuziva silného elektrického pole, které piekondva
povrchové napéti nabitého polymeru. Tato metoda je velmi oblibena diky své jednoduchosti,
absenci néakladné aparatury, moZnosti primyslové vyroby a schopnosti vytvafet vldkna
podobnych vlastnosti. Nejcastéji se pro tuto metodu pouZivaji roztoky polymerti, nicméné
zvlaknovani (na rozdil od sprejovani) je mozné 1 s riiznymi taveninami. V laboratofi se pii
electrospinningu pouzivaji rizné trysky ale v priimyslové vyrobé€ se spiSe pouziva valec smaceny
v roztoku polymeru. [10]

Sesterskou metodou k elstat.zvlakiiovani je rozpraSovani. Jejim vysledkem vSak nejsou vldkna ale
castice s velikosti srovnatelnou ¢i mensi nez 1 pm. Pfi rozpraSovani je pouzita stejnd aparatura a
jediny rozdil je v rozdilné kohezi molekul polymeru, které je dosazeno zménou polymerniho

roztoku (napft.nizsi viskozita) nebo zménou parametrii (zmenou napéti).
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Obrazek 1: Zakladni schéma elektrospinningu z jehly [11]

2.1 Princip elektrostatického zvlaknovani

Aparatura na el. rozpraSovani je jednoducha a levna. Obsahuje zdroj vysokého napéti a dvé
protilehlé elektrody, mezi nimiz je napé€ti vytvoreno. Kladné elektroda je tvofena zafizenim na
vypousténi roztoku, v nasem piipad¢ se jednd o jehlu injekéni stiikacky a zaporna je kolektor
urcéeny k jeho zachyceni. Pfi zvySovani napéti na hrotu jehly, bude postupné dochéazetk deformaci
kapky roztoku az dojde k vytvoteni Taylorova kuzelu. Kdyz dosdhne napéti kritické hodnoty,
zacne se z Taylorova kuZelu vypoustét uzky, siln€ nabity proud polymeru sméfujici ke kolektoru.
Béhem cesty se z polymeru vypaii rozpoustédlo a diive nez dorazi ke kolektroru polymer ztuhne.
Pti electrospinningu se na kolektoru zachyti tenk4 vldkna, zatimco pfi electrosprayingu vlivem

Rayleighovy nestability dojde k rozpadu proudu do malych ¢astic. [12]

2.2 Zvlakiovani technologii Nanospider

Nanospider je modifikovana metoda vyroby nanovldken patentovand spole¢nosti Elmarco. Na
rozdil od zvlaknovani jehlou zde neni vyuZivano kapilary ale rotujiciho valce nebo struny
pokrytych tenkou vrstvou polymeru. Vyhodou takového pfistupu je, ze vznika vétSi mnozstvi
Taylorovych kuzelli po celé délce valce a diky tomu se vyrazné zvySuje mnozstvi vyrobenych
vldken v ¢ase. Diky automatizovanosti je vyhodou také jednoduché a piesné nastaveni raznych
parametrl, které umoziiuji vysokou reprodukovatelnost. Vzhledem k témto vyhoddm je tato

technologie vhodné hlavné pro primyslové vyuziti. [13]

2.3 Parametry electrospinningu

Pokud chceme pomoci metody electrospinningu vytvofiit vlakna s pozadovanymi vlastnostmi, je

zapotiebi zohlednit velké mnozstvi vzajemné propojenych parametrt. [14] Lze je rozd¢lit na
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vlastnosti polymerniho roztoku, kam patii naptiklad viskozita, molekularni hmotnost polymeru,
jeho koncentrace nebo typ rozpoustédla a vlastnosti procesni, tedy vlastnosti samotné technologie.

[15] Mezi né fadime napftiklad elektrické napéti, davkovani polymeru nebo vzdélenost jehly od

kolektoru. [16]

2.3.1 Parametry polymerniho roztoku

Viskozita

Viskozita roztoku hraje klicovou roli v ur€ovani morfologie vlaken. Bylo zjisténo, ze pii nizké
viskozit¢ nebude proud roztoku stabilni a bude dochazet ke vzniku castic, zatimco pfi vyssi
viskozité¢ dojde ke tvorbé vldken. Pfi extrémné vysoké viskozité nemusi byt electrospinning
mozny, protoze pfitazlivé sily v roztoku mohou byt pfili§ silné. Tato veli€ina je ve ve vztahu s

koncentraci a molekularni hmotnosti polymeru.

Koncentrace

Koncentrace roztoku polymeru je velmi vyznamna pro kvalitni vysledek electrospinningu. Bylo
dokazano, ze pii nizkych koncentracich roztoku bude dosazeno vyhradné castic (dojde k
electrosprayingu) a se zvySujici se koncentraci se bude morfologie ¢astic protahovat, az bude
dochézet ke kombinaci obou metod a ziskame smés castic a vldken. Pfi vysoké koncentraci
roztoku bude dochdzet vyhradné ke tvorbé vladken. Pfi dal§im zvySovani koncentrace bude rist

tloust'ka vlaken.

Molekularni hmotnost

Molekularni hmotnost polymeru ma diky svému vlivu na viskozitu a povrchové napéti velky vliv
na vlastnosti vldken. S vyssi molekularni hmotnosti stoupa mnoZstvi propojeni v molekuldrnim
fetézci, pfiCemz s tim stoupa i1 viskozita roztoku. Plati tedy, Ze s nizkou molekulovou hmotnosti

polymeru ziskdme c¢astice, zatimco s vysokou budou vysledkem vldkna.

Vodivost roztoku

Vodivost roztoku je dana primarné druhem polymeru i rozpoustédla a také mnoZzstvim dostupnych
iontl. Zvyseni vodivosti vede k tvorbé uzsich vldken bez koralkll. ZvySeni dosahneme ptidanim
iontové soli do roztoku napt NaCl nebo NaH2POas. Pro PVA bylo pouzito NaCl .(stazené pdf)
Vyssi vodivosti 1ze dosdhnout také pouzitim organické kyseliny jako rozpoustédla, napt kyseliny

mravenci.
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Povrchové napéti

Ukazalo se, ze vysoké hodnoty povrchového napéti mohou znemoziovat electrospinning. Proto je

nutné do roztoku ptidat latku ktera jej snizuje.

Rozpousteédlo (solvent)
Rozpoustédlo je nezbytné nutné aby solvatovalo fetézec polymeru a tim napomohlo jeho

rozbaleni. Teplota varu rozpoustédla je velmi dualezitym faktorem electrospinningu, nebot'

rozpoustédla s nizkou teplotou varu (napt chloroform 610C) maji tendenci tvofit vEtsi ¢astice s

v

ClenitéjSim povrchem, zatimco rozpoustédla s vysokou teplotou varu ( DMF 146°C ) tvofi mensi

a hladsi c¢éstice. Je to zplsobeno rychlosti vypafovani rozpoustédla, které se muze odpafit
rychleji, nez se stihne polymerni fetézec zméné piizplisobit a tak mize v polymeru zanechat
trhliny nebo dokonce pory. Riiznéa rozpoustédla také maji rizné povrchové napéti, s ¢imz je tieba

pocitat pii pripravé roztoku.

2.3.2 parametry procesu

Vysledek el.spinningu je také velmi zavisly na na procesnich parametrech. NejvyraznéjSim
parametrem je elektrické napéti, pii kterém ke zvlaknovani dochazi. Bez piekroceni minimalniho
napéti totiZ nedochazi viibec ke vzniku Taylorova kuzelu. Velikost napéti také ovlivituje dochézi-
li ke spinningu nebo sprayingu. Dal§im parametrem je davkovani, kde plati Ze pfi menSim
davkovani vznikaji kvalitn€j§i vlakna. DalS§imi parametry jsou vzdalenost jehly od kolektoru a
okolni podminky, které musi byt takové, aby polymer pii cesté stihl vyschnout. Poslednim
podstatnym parametrem je samotny kolektor, jehoz upravou lze jak zjednodusit néslednou praci

se vzorky tak docilit odliSnych vlastnosti

3 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivnimi latkami jsou takové, které se n&jakym zpisobem podileji na biologickych
procesech lidského organismu. Mohou byt piivodu ptirodniho i syntetického stejné, jako se
mohou liSit svou sloZitosti. MiiZze se jednat o atomy nebo jednoduché molekuly, peptidové nebo

sacharidové fetézce (sachar6za, inzulin) az po slozité proteiny (riistové faktory).

3.1 Proteiny

Proteiny, neboli bilkoviny jsou vysokomolekularni organické polymerni latky, skladajici se z
aminokyselin propojenych peptidickou vazbou. Obsahuji pies 100 jednotek aminokyselin a

celkova molekulova hmotnost piesahuje 10 000. Samotna peptidicka vazba spociva v kovalentni
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vazbé karboxylové skupiny jedné molekuly s aminoskupinou molekuly druhé. V lidském téle
jsou proteiny tvofeny vyhradné aminokyselinami v L — konfiguraci a vznikaji jejich
polykondenzaci. V lidském téle zastavaji proteiny Siroké spektrum funkci, naptiklad stavebni

(keratin kolagen), transportni (hemoglobin), regulacni nebo signalni (riistové faktory). [17]

Strukturu proteinii rozd¢lujeme na primarni, sekundarni, tercialni a kvartérni.

Primarni struktura je uréena poradim aminokyselin spojenych kovalentnimi vazbami. Sekundarni
struktura je urena energetickou stabilizaci primarnich fetézcti vodikovymi mustky. Takova struktura
se usporada nejcasteji do a-helixu nebo B-listu. Tercialni struktura urcuje celkové prostorové
usporadani, které je zavislé na interakcich vzdalenych segmenti a postrannich fetézct proteinu. Za
priklad takovych interakci Ize uvést disulfické mustky nebo Van der Waalsovy sily. Kvartérni

struktura vznika interakci dvou a vice riznych polypeptidickych fetézc.
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Obrazek 2: zakladni struktura proteinti [18]




3.2 Metody analyzy proteini
3.2.1 Analyza pomoci elektroforézy SDS-PAGE

Elektroforéza patii mezi elektromigraéni metody, tedy metody vyuzivajici pohybu elektricky
nabitych castic v elektrickém poli. Pro analyzu proteint je nejvhodnéjsi elektroforéza v PAGE
(polyakrylamidovém) gelu, ktery je tvofen dlouhymi vldkny akrylamidu spojenymi vldkny N-N
methylen bisakrylamidu. Dtilezitou variaci této metody je provadéni elektroforézy za ptitomnosti
SDS (sodium dodecyl-sulfat), ktery se v jistétm poméru vaze na zkoumané bilkoviny,
maskuje jejich vlastni naboj a piispiva i k jejich denaturaci. Je tedy mozné provadét separaci
pouze na zakladé molekulové hmotnosti proteind.

Pribéh samotné metody spociva ve vlozeni gelu mezi dvé nadoby naplnéné alkalickym pufrem,
do kterého jsou poté ponoteny elektrody. Pripraveny vzorek je nasledné aplikovan do jamek v
horni ¢asti gelu. Vzhledem k bezbarvosti proteint je tieba ptidat barviva, jakym je naptiklad
Coomassie brilliant blue. V ptipad€ potieby detekce specifického proteinu je mozné vyuzit
metody Western blot, kdy jsou po zkonceni el.forézy proteiny pfeneseny na povrch membrany,
na které je hledany protein identifikovan specifickymi protilatkami. [19]

Alternativou je barveni pomoci stfibrnych iontl. Tato metoda pro nékteré proteiny miize

vvvvvv

obraz miize obsahovat rizné chyby. [20]
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Obrazek 3: Zakladni schéma SDS-PAGE elektroforézy [21]
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3.2.2 Metoda podle Bradfordové

Jedna se o nejrozsitenéjsi metodu pro méteni koncentrace proteind. Vyuziva zmeény absorbance
svétla barviva Coomassie brilliant blue G250. V kyselém pH se trifenylova skupina tohoto
barviva vaze na nepoldrni ¢asti proteinti a anion sulfoskupiny na bazické skupiny na vedlejSich
fetézcich. Standardné se smicha 20 ul vzorku se 180 pl ¢inidla Bradfordové. Poté je métfena
absorbance pii 595 nm. Vysledek je poté porovnan s kalibraci provedenou na znamém vzorku,
kterym vétSinou byva BSA. Vyhodou této metody je jednoduchost, citlivost (3x-4x citlivejsi

nez Lowryho metoda) a také ¢asova nenarocnost, kde inkubace vzorku trva pouhych 5 minut.
Nevyhodou je velké mnozstvi interferujicich latek, napiiklad tenzidd, které uz v malém mnozstvi
znehodnocuji méfeni. [22]

Mimo metody Bradfordové Ize provadét fadu dalsich analytickych metod mezi které patii Biuretova
a z ni odvozena Lowryho metoda, které jsou zaloZeny na reakci peptidické vazby s méd'natymi ionty
v alkalickém prostiedi nebo metoda BCA ve které je oproti predchozim pouzita i kyselina

bicinchoninova. Riizné proteiny Ize také zjistit pomoci analyzy UV spektra. [19]

3.3 Ristové faktory

Ristové faktory (angl. growth factors) jsou biologicky aktivni polypeptidy, které hraji
vyznamnou roli v Zivotnim cyklu bunék. RF se vaZi na specifické receptory na povrchu bunék, ve
které¢ mohou indukovat velké mnozstvi pochodii naptiklad stimulaci ¢i inhibici proliferace,
diferenciaci, bunéénou adhezi nebo chemotaxi. Bézné se vyskytuji v ECM nebo trombocytech
odkud jsou dle potteby uvoliiovany. [23] Reakce bunék na RF a jejich u€innost je zavisla na
koncentraci, koncentraénim gradientu, okolnim prosttedi a Zivotnosti a kombinaci rtiznych RF se
kterymi piijdou do styku. Nekteré ristové faktory mohou stimulovat vice typli bunék zatimco jiné
jsou specifické jen pro jeden typ. Diky Sirokému spektru jimi indukovanych déjti se v posledni
dobé zvySuje z4jem o jejich vyuziti v regenerativni medicing. Problémem pro jejich aplikaci je
vSak nedostatecna fyzikalni a chemicka stabilita, ktera vede ke snadné ztraté biologicke aktivity
pfi manipulaci, komplikujici jejich vyuziti, stejné jako jejich kratka Zivotnost po vypusténi do

organismu.[24]
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Transformacni ristovy faktor, beta-I;
TGFB1

Kontrola proliferace a diferenciace

riznych typt bun¢k

Destickovy rastovy faktor, alpha
polypeptide; PDGFA

Spousti déleni pro pojivové tkané

Destickovy ristovy faktor, beta
polypeptide; PDGFB

Vyvolava buné¢nou proliferaci a potlacuje

apoptdzu

Destickovy rustovy faktor C;; PDGFC

Zvysuje pohyblivost mezenchymalnich,

endotelovych a nervovych bun¢k

Destickovy rustovy faktor D;; PDGFD

Napomaha pii vyvojovych a

fyizologickych procesech

Inzulinu podobny ristovy faktor I;; IGF1

Napomaha expresi ristovych hormont

Fibroblastovy ristovy faktor I;; FGF1

Vyvoléava expresi jaternich gent a

proliferaci fibroblastu

Epidermalni rastovy faktor;; EGF

Vyvolava diferenciaci specifickych bunék

vaskularni endotelovy ristovy faktor
A;VEGFA

Podporuje déleni vaskuldrnich

endotelovych bunék, spousti angiogenezi

vaskularni endotelovy ristovy faktor B;;
VEGFB

Reguluje fyziologii krevnich bun¢k a

rrrrrr

vaskularni endotelovy rtstovy faktor C;
VEGFC

Vyvolava angiogenezi a rist endotelovych

bunék

Tabulka 2: nékteré rustové faktory a jejich vyuziti [25]

3.4 Trombocyty

Trombocyty (krevni destic¢ky), jsou bezjaderna téliska nachazejici se v plazmé savci. Jejich

primér se obvykle pohybuje mezi 1 — 2 pm. Jejich tvar je v zakladu diskoidni, nicméné se méni
podle trovné jejich aktivace. V krvi se obvykle vyskytuji v koncentracich 150 — 350 x 10% a

jejich primérna délka Zivota je 8 — 10 dni. Trombocyty jsou tvofeny megakaryocyty uvniti
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dlouhych kosti.

Trombocyty maji tii hlavni funkce, jimiz jsou hemostaze (zastava krvaceni), regenerativni
procesy a ovlivitovani funkce endotelu. Béhem jejich plnéni dochézi k interakci k porusenou tkani
a nasledné aktivaci trombocytu. Aktivita trombocytl je zavisla na jejich velikosti a stari, kde vétsi
a mladsi trombocyty vykazuji vyssi aktivitu. [26]

Proces aktivace sestava z né¢kolika podcasti, kdy prvni ¢ast spociva v adhezi trombocyta ke
slozkédm extracelularniho matrixu (napft. kolagenu). V dal§im kroku dojde k metabolickym a
morfologickym zméndm v trombocytu, které se projevuji zménou jeho tvaru z diskoidniho na
kulaty, doprovéazeného vysunutim panozek. [27]

Nésledné dojde k jejich agregaci, tedy vzdjemnému shlukovani, které je indukovéano

sekreci aktivacnich latek.

Poté¢ dochazi ke smrsténi agregovanych trombocyti za soucasného tvoifeni fibrinové sité
(fibrinolyza). Také dochazi k vypousténi bioaktivnich latek ucastnicich se riznych fazi regenerace
tkang.

Biologicky aktivni latky jsou v trombocytu uchovavany ve formé granuli tii zakladnich typt:

1. typem jsou a-granule. S velikosti 200-400 nm jsou to nejvétsi granule a
vyskytuji se v poctu 50-60 granuli na trombocyt. Obsahuji latky ucastnici se
regenerace tkan¢ jako jsou Von Willebrandiv faktor, destickovy faktor 4 a dalsi
rustove faktory a latky zajiStujici interakci trombocytli s ECM napft. Fibronectin
nebo P-selectin.

2. Typem granuli jsou denzni granule. Maji velikost okolo 150 nm a v jednom
trombocytu jich je obsazeno 3-8. Obsahuji velké mnozstvi vapenatych a
fosfatovych iontli, ADP ¢i serotoninu. Tyto latky napomahaji agregaci
trombocytl a vazokonstrikcei (stazeni cév).

3. Poslednim typem granuli jsou lysozomy, obsahujici pfedev§im lysozomalni

enzymy. Ty jsou spojovany s regulaci tvorby trombu a remodelaci ECM.
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Obrazek 4: Schéma slozeni trombocytu [28]

3.5 Plazma pobaha na trombocyty (PRP)

Plazma bohata na trombocyty (PRP) je roztok tvofeny z krevni plazmy, obsahujici vysokou
koncentraci trombocytd. Je mozné ji vyuZzit jako bohaty zdroj velkého mnozstvi biologicky
aktivnich latek vcetné rastovych faktori obsazenych v trombocytech v biologicky relevantnich
pomérech. [29] Kromé¢ vhodnych poméri koncentraci mezi dal§i vyhody patii moznost vyrabét
PRP z krevni plazmy pacienta a tim zabranit reakci imunitniho systému a jednoducha a velmi
rychlé ptiprava. [30]

Pii vyrobé PRP je tieba vzit v potaz mnozstvi faktort, které ovlivni vlastnosti produktu napiiklad
zpusob odebrani krve, pouzitd nadoba, vybér vhodného antikoagulantu a skladovaci teplota.
Vsechny tyto parmetry mohou mit vliv na aktivaci obsaZenych trombocytil, kterd nemusi byt
zadana.

3.5.1 Metody vyroby PRP

Jsou 2 zakladni metody vyroby PRP, a to tzv. PRP metoda a Buffy coat metoda. Obé metody
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vyuzivaji jako zdroj Cerstvé odebranou lidskou krev.

Pii PRP metod¢ je krev pacienta nechlazena a obsahujici antikoagulanty (zabranujici aktivaci
trombocytl) centrifugovana za nizsich otacek tak, aby doSlo k separaci krevnich frakci. Frakce
obsahujici krevni desticky je nasledné odebrana a oddélené znovu centrifugovana ale za vysokych
otacek ¢imz dojde k dalsimu rozd¢leni, kde plazma chudé na trombocyty (PPP) zaujima horni ¢ast
nadoby, PRP je obsazena ve spodni Casti a na dné se tvoii usazenina tvofend trombocyty.
Nasledné¢ jsou vyssi frakce odebrany a usazenina je rozpusténa v malém mnoztvi plazmy.

Dalsi moznosti vyroby PRP je Buffy coat metoda. Pii ni je krev o pokojové teploté
centrifugovana velmi vysokymi otackami. Pfi ni je krev rozdélena na frakci Cervenych krvinek u
dna, buffy coat fazi obsahujici trombocyty a leukocyty uprostied a PPP frakci ve vrchni ¢asti
nadoby. Buffy coat fazi odebranou z roztoku je néasledn¢ tteba zbavit obsazenych leukocyti. To je
mozné bud' dalsi centrifugaci ale za nizkych otacek nebo pouzitim leukocytového filtru. [31]

Jsou rozeznavany 4 zakladni typy PRP v zavislosti na koncentraci obsazenych slozek a vnitini
architektuie:

413

1. ,¢Cisté”“ PRP — obsahuje nizkou koncentraci leukocyti a po aktivaci ma jen slabou

fibrinovou sit'

2. PRP s leukocyty — obsahuje vyssi koncentrace leukocytt a slabou fibrinovou sit', je
komeréné nejvyuzivangjsi formou PRP

3. ,.Cisty trombocyty obsahujici fibrin (PRF) — v produktu je nizkéd koncentrace leukocytl a
obsahuje hustou fibrinovou sit'

4. leukocty obsahujici PRF — obdobny vyse zminénému ale s vyS$si koncentraci leukocytt

General category Spedific molecules

Physiologlcal rale

dhesive proteins Fibeinogen, fibranectin, vitranectin,
thrombospandin-1, von Willebranc factor,

laminin-8

Cell contact interactions, cellular adhesion,
chemotands, ECM compasition, clotting

Clotting factors and associated
proteins

Fiarinolyti factors and
assccisted proteins

Proteases and anti-proteases

Grawth faciors, Cytokines anc
chemakines

Antimicrobial proteins
Membrane glycoproteins

Ligigs

Basic proteins and others

Factoe V, factor X1, protein S, antithrombin, tissue
factor pathway inhibitor

Plasminogen, plasminogen activator inhibitor, a-2
antiplasmin, thrombin-activatable fibeinokysis
Inhibitar

Tissue Inhibitor of metalloprotesses 1 -4 (TIMP 1-4],
MMP-1, -2, 4, -9, a-1 antitrypsin

TGF-g, POGF, insulindike growth factoe (IGFI- and -II,

FGF, EGF, VEGF, ECGF, KGF, GM-CSF, hepatocyte GF,

TNFa, RANTES, IL-8, 'L-15. BMP-2, 4, -6

Theombaockling, Knociding

wllbf3, avf3, CD-40 ligand, P-selecting tissue lactor,
PECAM-1,CDE3

Sphingosine-1.phasphate, HETES, theombaxane 3,,
Prostaglagin F o, leukotriene 8y, Bpoxin Ay

Flatelet RRctor 4, -thromboglobulin, endastating,
connective tissue activating peptide Nl

chongeoitin-4 sulfate, albumin, immuncglobuling G

and M

Thrombin activation and its regulation, eventual fikein
chat farmation

Pasmin production and regulation

Regulation of matrix degracation, regulation of
celhulyr behavior, etc.

Chemotans, st peoliferation and differentiation,
pramation of ECM production, requlation of
inflammation, angicgenesis

Ractericidal and fungicidal properties

Platelet aggregation and achesion, infammation,
platelet-leukecyte interactions

nflammation modulation, cell megration and
prakention, e

Reguiation of endotheliai cell chemataxis and
angiogenesis, vascular modeling, plateler
activation, et

Tabulka 3: Tabulka zakladnich biologicky aktivnich latek obsazenych v PRP [29]
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4 Funkcionalizace scaffoldi pro TE

Vzhledem k mnohdy nedostacujicim vlastnostem Cistych scaffoldi (biokompatibilita, mechanické
vlastnosti) pro piimou aplikaci, je ¢asto nezbytné provést jejich funkcionalizaci riiznymi latkami
za ucelem jejich optimalizace. Do dnesni doby bylo vyzkouseno velké mnozstvi fyzikalnich,
chemickych i biologickych metod k tipravé vlastnosti scaffoldli od jednoduchych povrchovych
uprav zvysujicich hydrofilicitu po vyrobu nékolivrstvych scaffoldii obohacenych riiznymi

biomolekulami.

4.1 Funkcionalizace pomoci bioaktivnich latek

Podle pozadovaného pouziti 1ze upravit scaffoldy pomoci Sirokého spektra biologicky aktivnich
latek od chemickych sloucenin (napt. Kyselina askorbova, DMSO, galakt6za), pies rizné proteiny
(kolagen, fibronectin, gelatin) nebo kratké proteinové fetézce az po rustové faktory nebo celé
buiiky. Kvili problematické manipulaci s RF ziskéva na oblibé také uprava pomoci DNA
fragmentl. [30] Alternativou k pouzivani specifickych molekul je inkorporace PRP, ktera
obsahuje Siroké spektrum bioaktivnich latek v organismu pfirozenych pomérech. Ve
funkcionalizovanych vldknech je ovSem tieba brat ohled na koncentraci enkapsulovanych
bioaktivnich latek a rychlost jejich uvoliiovani, nebot’ pfi pfili§ rychlém uvoliiovani byvaji

organismem vylouceny bez pozadovaného efektu nebo mohou ptisobit 1 Skodlivé. [31]

4.1.1 Primé smichani bioaktivnich liatek s polymerem

Nejptimocarej$i moznosti je smichat bioaktivni latky s roztokem polymeru jesté pted jeho
vytvrzenim. Tato metoda se ovSem nevyhne problémim, mezi které patii zména
mechanickych vlastnosti a struktury vysledného scaffoldu nebo styk citlivych bioaktivnich

latek (napt. Rastovych faktorti) s rozpoustédlem, které mtize zplsobit ztratu jejich funkce. [33]

4.1.2 Vyroba kompozitnich scaffoldi

Vzhledem k povaze zvldknovaciho procesu je mozné vytvoftit vladkna jen z PRP, rastovych faktort
nebo jinych slozitych biostruktur (napt bunck nebo bakterii). Takova vldkna jsou charakterizovana
vysokou biokompatibilitou ale jejich mechanické vlastnosti nespliiuji pozadavky pro piimou aplikaci.
Resenim se jevi tvorba kompozitli vlaken PRP s jinym polymerem zvysujicim mechanickou odolnost

vysledného scaffoldu. Pro nahradu tvrdych tkani je vhodné obohaceni
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scaffoldu biokeramickym materidlem. Dal§i moznosti je uzavieni bioaktivnich latek do
polymernich kapsli (napi metodou dvojité emulgace, freeze-dryingu nebo electrosprayingu), které
mohou byt nésledn¢ inkorporovany do vlaken stejné€, jako samy vypustény do téla jako pouhé

rezervoary lé¢ivych latek. [32]

4.1.3 Metoda koaxialniho elektrospinningu

Jedna se o metodu odvozenou od klasického el.spinningu, s tim rozdilem, ze zvlaknovani
neprobihd jen z jednoho polymerniho roztoku ale ze dvou, pficemz jeden tvoii plast' vysledného
vldkna a druhy jadro. Tato metoda nabizi vyuziti v oblasti funkcionalizace snadno
denaturujicimi biomolekulami (riistové faktory nebo DNA) ¢i dokonce Zivymi bufikami, protoze
diky pouziti dvou roztokid nemusi biomolekuly v jadie vlakna pfijit do styku s organickym
rozpoustédlem pouzitym pfi tvorbé plasté, ktery by jinak mohl ohrozit jejich aktivitu. Vldkna
vyrobena touto metodou také dovoluji postupné uvoliiovani obsazenych biomolekul. V posledni
dobé¢ se experimentuje i s tzv. triaxidlnim el.spinningem, kde produkt neni tvofen dvéma ale

ttemi polymery. [34]

4.1.4 Povrchové modifikace vlaken

Vedle piimé inkorporace bioaktivnich latek do scaffoldl je mozZné je vhodnou modifikaci
umistit jen na povrch materialu. Toho 1ze dosahnout bud' kovalentnim navazanim aktivnich
latek, ¢i nekovalentni fyzickou adsorbci. [33]

Kovalentni navazani

Tato metoda spoc¢iva v navazani biologickych latek kovalentni vazbou na povrch scaffoldu.
Takto navazané ucinné latky vykazuji postupné uvoliiovani, které je umérné preruseni vazeb
zévisejicich na rychlosti degradace.Casto je pfed samotnym navazanim tfeba umistit na polymer
funkéni skupiny, pres které by mohlo dojit k navazani. K tomu je mozné vyuzit Siroké skaly
metod, naptiklad hydrolyzy, plazmovych uprav,UV indukované polymerace ¢i kopolymerace s
latkou ptirozen¢ obsahujici pozadované skupiny. Nejcastéji jsou pouzivany karboxylové a amino
skupiny.

Pro molekuly s velkym mnoZstvim funk¢nich skupin mize byt problémem vznik vazby na
ruznych mistech, v nékterych piipadech narusujici jejich funkci. Jako potencialni rozsiteni 1ze
uvést metodu cross-linking, ve které dochazi ke vzniku vazby mezi navazanymi aktivnimi latkami
za vzniku polymerni sit¢ s odliSnymi mechanickymi vlastnostmi.

Fyzicka adsorbce
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Jedna se o nenarocnou metodu spocivajici v inkubaci scaffoldu v roztoku obsahujicim bioaktivni
latky. Ty se k nému navazou za pomoci nevazebnych interakci. Uginnost takového navazani lze
zvysit povrchovou tpravou zvysujici hydrofilicitu. Pozitivem této metody je jednoduchost a
Setrnost ptipravy, umoznujici praci s méné stabilnimi latkami (napt. RF), na druhou stranu diky
slabSim vazbam mize dochdzet k nerovhomérnému uvoliovani ulozenych latek. Tato metoda je
pouzivéana hlavné pro hydrogelové scaffoldy. Pro zvysSeni u€innosti 1ze tuto metodu kombinovat
s metodou kovalentniho navazani.

a « polymerni roztok

¢ [roztok biomolekul

-

AL T
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e ®

d

Obrazek 5: Schématické zobrazeni zakladnich metod funkcionalizace nanovlaken [33]
a. Fyzikalni adsorbce b. Pfimé smichani s polymerem

c. Koaxialni elektrospinning d. Kovalentni navazani




EXPERIMENTALNI CAST
5 Materialy a metody

5.1 PouZzité pristroje

pFistroj

vyrobce

Rastrovaci elektronovy mikroskop Tescan
Vega 3 SB

Tescan Brno s.r.o

SDS-PAGE elektroforéza

VWR intenrational

SDS-PAGE elektroforéza

Biorad

EIx808 absorbance microplate reader

Biotek

Centrifuga Z36HK Hermle labortechnik
Zlaticka Quorum Q150ES Quorum technologies
Zdroj Biorad

Vodni lazen LCB-6D

Labtech international

Hlubokomrazici box MDF-033V

Sanyo electric Co.

Nanospider NS1S500U Elmarco

Vahy

Centrifuga 5415C Geratebau Eppendorf
Linearni pumpa HDS 100 KD Scientific

Zdroj vysokého napéti SL 150 Spellman

NIS Elements (Software)

Nikon instruments

Tabulka 4: pouzité pfistroje

5.2 Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce

30% akryl-bisakrylamid mix Amresco

Persulfat amonny Lach:Ner
Bromfenolova modf Amresco

BSA — bovinni sérovy albumin VWR international
Coomassie brilliant blue G-250 Sigma Aldrich
Coomassie brilliant blue R-250 Roth

Ethanol 96,8% Penta s.r.o
Glycerol Roth

Glycin VWR international
Chloroform Penta s.r.o
Kyselina fosfore¢na Penta s.r.o
Kyselina chlorovodikova Penta s.r.o
Kyselina octova Penta s.r.o
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Methanol Penta s.r.o
Protein MW marker Wide range K494 Amresco
PVA Mowiol 18 000 MW Kurakay
PVA Mowiol 37 000 MW Kurakay

PVA Mowiol 130 000 16%

Novacké chemické zavody

SDS — dodecylsiran sodny Sigma Aldrich
TRIS — Tris(hydroxymethyl)amino- Amresco
methan

B-merkaptoethanol Roth

5.3 Pouzité roztoky

Tabulka 5: pouzité chemikalie

Roztoky SloZeni Poznamka

10% SDS 10 g SDS pozdéji doplnéno na 100 ml
90 ml dH20

1,5 M Tris-HCI pH 6,8 9,09 g Tris doplnéno dH20 na 50 ml
40 ml dH20
HCI

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 18,7 g Tris
80 ml dH20
HCI

10% amonium persulfate | 1 g APS
9 ml dH20

2xX SDS-PAGE vzorkovy
pufr

10 ml Tris-HCI pH 6,8

12 ml 10% SDS

30 ml glycerol

15 ml beta-
merkaptoethanol

1,8 mg bromfenolovd modf

10x SDS-PAGE procesni
pufr

800 ml dH20
10 g SDS
30,3 g Tris
144,1 g glycin

Coomasie blue barvici
roztok

450 ml methanol
100 ml octova kyselina
400 ml dH20

2,59 CBBR

Coomasie blue
odbarvovaci roztok

450 ml methanol
100 ml kyselina octova

400 ml dH20

Coomasie blue susici
roztok

450 ml methanol
100 ml kyselina octova

30 ml glycerol

370 ml dH20
barveni stfibrem roztok 50 ml ethanol trvanlivost max. 1 mésic
A 12 ml kyselina octova

38 ml dH20
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50 ul 37% formaldehyd
barveni stfibrem roztok 15,7 mg pentahydrat
B thiosiranu sodného
100 ml dH20
barveni stfibrem roztok 100 mg dusic¢nan stiibrny | tfeba chranit pted svétlem
C 100 ml dH20 trvanlivost 1 mésic ale
optimalni vzdy mit Cerstvy
barveni stfibrem roztok | 3 g uhlic¢itan sodny trvanlivost 1 mésic
D 50 um 37% formaldehyd
2 ml roztok na barveni
stiibrem C
98 ml dH20
25 mM EDTA 730 mg EDTA
100 ml dH20
Cinidlo Bradfordové 10 mg doplnit dH20 na 100 ml a
5 ml ethanol skladovat pti 4°C
10 ml kyselina fosfore¢na
10 mg CBBG
Standard BSA 10 mg BSA Zamrazit na -20°C
90 ml dH20

Tabulka 6: pouzité roztoky

5.4 Metody
5.4.1 SDS-PAGE elektroforéza

V této praci byla pro analyzu proteint vyuzivana vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu. Koncentrace pouzitého gelu byla 8 a 12%. Kazda koncentrace je vhodna k detekci proteinii
jinych molarnich hmotnosti. Pro pfipravu gelu jsou pouzity destilovana voda, 10% SDS, Tris-HCI
8,8 pH, 30% akryl-bisakryl roztokem, 10% ammonium persulfatem (APS) a TEMEDem. Ty jsou
podle tabulky (viz ptiloha 1) smichany. [36] APS a TEMED jsou pfidany jako posledni protoZe
spousti polymeraci. Roztok je ihned napipetovdm mezi pfipravena skla. Ve skle jsou ponechany
cca 3 cm mista, kam je prozatim napipetovana voda, aby se hladina gelu vyrovnala. Po ztvrdnuti
gelu je voda odstranéna a na jeji misto je napipetovan zaostrovaci gel vyrobeny podle tabulky
(viz ptiloha 2). Thned po napipetovani zaostfovaciho gelu je do n€j vlozen hieben, ktery pripravi
jamky pro naneseni vzorku.

Vzorku je ptipravovano 20 um (16 um vzorku a 4 um sample bufferu). Markeru je pfipraveno 10 pm
(5 um Wide range K494 markeru a 5 pm sample bufferu). Poté jsou ptipravené vzorky i marker 10
minut vaieny pii 90°C. Skla s gely jsou vlozena do elektroforetické vany, do které je nalit running
buffer (viz tabulka 6). Do jamek v zaostiovacim gelu jsou potom pomoci loadovacich Spicek
napipetovany piipravené a povarené vzorky. Poté mize dojit k zapojeni elektroforézy ke zdroji
napéti. Pro elektroforézu od WVR International se nejvice osvédcilo napéti 200V, zatimco pro
elektroforézu Biorad je lepsi pouzit 120V. Elektroforéza muze trvat od 40 do 120 minut podle

zvoleného napéti. Elektroforéza je ukoncena kdyZz se vzorky ptiblizi konci
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skel. Po konci elektroforézy jsou gely vyjmuty a je odstranén zaostiovaci gel. Pak je mozné

pristoupit ke zvolené metod¢ barveni.

Barveni proteini pomoci Coomassie brilliant blue

Pti barveni Coomassie brilliant blue je gel vlozen do nadoby s barvicim roztokem, kde je
ponecham pies noc. Poté je piesunut do odbarvovaciho roztoku, kde ztistane dokud nedojde

k odbarveni gelu (kromé pozadovanych proteinll) coz mize trvat odhadem 14 hodin. Pokud

pti odbarvovani roztok sdm zmodra je vhodné jej nahradit Cerstvym.

Barveni proteini pomoci stiibra

Béhem barveni stfibrem je vyjmuty gel umistén do roztoku A (viz. tabulka 6) po dobu 1 hodiny.
Poté je trikrat po dvaceti minutach promyt roztokem ethanolu a nasledn¢ 1 minutu v roztoku B.
Pak je tikrat 20 vtetin promyt destilovanou vodou, 30 minut uloZen v roztoku C a znovu promyt
tiikrat destilovanou vodou. Nasledné je vlozen do D roztoku, kde se ponecha dokud se na gelu
neobjevi viditelné bandy (doba reakce mtize byt nékolik minut az 2 hodiny). Kdyz jsou obarvené
proteiny viditelné, gel je pfesunut do roztoku E pro zastaveni vyvolavani. Je tieba gel premistit z
roztoku D do roztoku E jesté kdyz zaznamenand maxima nejsou piili§ syta, protoze reakce jesté

v roztoku E kratce pokracuje a kdyby trvala pfili§ dlouho elektroforeogram by mohl cely z&ernat.

5.4.2 Méreni celkové koncentrace proteini Metodou podle Bradfordové

Pro zjis$téni koncentrace proteint byla vyuzivana metoda podle Bradfordové, spocivajici v
meéfeni zmény absorbance pro 595 nm tvorbou komplexii proteinil s ¢inidlem Bradfordové. Pied
samotnym méfenim je tfeba provést kalibraci s néjakym roztokem o znamé koncentraci proteint,
aby se z méfeni dala urcit redlnd koncentrace proteintl. K tomu je vhodny standard BSA (viz
tabulka 6), ktery byl napipetovan postupné v mnozstvi 0, 10, 20, 40, 60, 80 a 100 ul a do 100 pl
doplnén destilovanou vodou. Poté bylo z kazdého roztoku napipetovano 20 ul a smichéno se 180
ul ¢inidla Bradfordové. Takto pfipravené vzorky se nechaly 5 minut inkubovat a nésledné byla
zmétena jejich absorbance a v Excelu byla z naméfenych dat vypocitana kalibra¢ni kiivka. Poté
bylo moZzné prejit k samotnému méfeni absorbance vzorki, kde bylo opét 20 pl z kazdého vzorku
smichano se 180 pl ¢inidla Bradfordové, vzorky se nechaly 5 minut inkubovat a poté byla
zmeétena jejich absorbance. Pfepoctem z rovnice kalibra¢ni kiivky lze poté vypocitat hodnotu

koncentrace obsazenych proteind.

5.4.3 Priprava vzorki pro Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Po pfipraveni textilie byly z materidlu vystfizeny ¢tverce odhadem 2x2 mm, které byly nalepeny
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na tercik, ktery je nasledné vlozen do SEM. Vzhledem k nevodivosti PVA je vSak nezbytné

na vzorky nejdiive napiasit vrstvu zlata o tloust'ce 7 nm.

5.4.4 Priprava trombocytarniho lyzatu

Lyzat byl pfipravovan z roztoku bohatého na trombocyty (TRS), ktery byl pfipraven z krve 4

zdravych pacientti v Krajské nemocnici v Liberci. Tento roztok obsahoval koncentraci trombocytt

931.10%/1. Roztok byl na 12 hodin zamrazen pfti -80°C a poté ve vodni lazni ohtat na 37°C. Diky
zjisténi z minulych praci byl proces zamrazeni provadén pouze jednou. Poté byl takovy roztok
centrifugovan za podminek 900x g/30 min/20°C. Tim se na dn¢ usadily pelety obsahujici
bunécné membrany od supernatantu obsahujiciho pfevdzné proteiny. Nasledné byl tento

supernatant odpipetovan do nové zkumavky a ulozen pti -80°C. [37]

6 Vysledky a diskuze

V této kapitole se vénuji optimalizaci vyroby nanovlaken PVA funkcionalizovanymi
trombocytarnim lyzatem, které slouzi jako model pro optimalizaci vyroby vldkennych scaffoldi.
Na vyrobenych vldknech byla nasledn¢ zkoumana morfologie vzniklych vldken a také byly
provadény analyzy elektroforézou SDS-PAGE a metodou Bradfordové ke zjisténi obsahu

proteinll v pfipravenych vladknech.

6.1 Vyroba vliken zvlakiiovanim z jehly

Béhem prvnich experimentli bylo pouzZivano zvlaknovani z jehly. Pro ngj bylo pfipraveno nékolik
roztokl, kdy jsme se snaZili pfipravit co nejkoncentrovangjsi roztoky PVA, které by piitom
vlaken touto metodou se nejvice osvédCily PVA o molekulové hmotnosti 18 000 a 47 000.
Obecné lze fici, ze se zvySujici se koncentraci PV A a nizsi koncentraci ethanolu byla pfiprava
Nakonec byly piipraveny 4 roztoky (viz tabulku 7). Samotné zvlakiiovani probiha z injekcni jehly
umisténé v konstrukci zvysujici stabilitu, kde k vypousténi polymeru byla pouzita linearni pumpa.
Na pouzitou stiikacku je pfipojen kladny pdl vysokého napéti, zatimco na kolektor kterym byla
aluminiova folie je pfipojen zaporny pol. Parametry procesu byly ¢asto upravovany, piesto
dochazelo k problémtm, kdy polymery tuhly na jehle a tim branily vypousténi polymeru a

vysledna vrstva byla kombinaci vlaken a kapsli.
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Pomér 8:2 9:1
voda:ethanol

Mr PVA 18000 47000 18000 47000

PVA [g] 1,4 0,75 1,6 0,85
Destilovana voda 2,88 3,4 3,06 3,74

ethanol 0,72 0,85 0,34 0,42

Tabulka 7: slozeni roztoki PVA pro zvlaknovani z jehly

6.2 Vyroba vliken pomoci technologie Nanospider

Jako alternativa k zvldknovani z jehly bylo pro néasledujici experimenty pouzivano zvlaknovani
technologii Nanospider. Vzhledem k rozdilnym moZnostem Nanospideru bylo vyuzito PVA o Mw
130 000, které je takto mozné zvlaknovat i bez pouziti ethanolu poskozujiciho ristové faktory.
Cilem byla vyroba vladken obsahujicich rlizné koncentrace proteind. Pro tento tcel byly
pfipraveny Ctyii roztoky, kazdy o hmotnosti 100g s koncentracemi TL 5%, 10%, 15% a

slepy vzorek neobsahujici Zadné proteiny. Pti samotné vyrobé je polymer nalit do nadobky
uvniti ,,jezdce®, ktery opakované ptejizdi po napnuté struné slouzici jako kladny pol a ze

kter¢ je zvlaknény polymer zachycovan na textilii, za kterou je umistén zaporny pol.

0% TL 5% TL 10% TL 15% TL
12% PVA 130 000 759 759 759 759
MW
Destilovana voda 259 20g 15¢g 10g
Trombocytarni Og 59 10g 15¢g
lyzat

Tabulka 8: slozeni roztoki PVA pro 1. zvlaknovani Nanospider

Na rozdil od minulého experimentu, se namichéni roztokl obeslo bez vaznéjsich problémtl.
Samotny proces zvldknovani byl v§ak pro roztoky obsahujici vyssi koncentrace TL obtizny a

bylo tfeba upravit nékolik parametrii (viz tabulku 9).

0% TL 5% TL 10% TL 15% TL
Napéti [kV] 40 45 45 55
Rychlost 200 65 60 60
cartridge
[mm/sec]
Vzdalenost 140 140 140 140
[mm]
Odtah textilie (20 8 8 8
[mm/min]
Vlhkost [%] 35 35 35 35
Teplota [°C] 22 22 22 22
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Tabulka 9: parametry pro nastaveni Nanospideru
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Obrazek 7: snimky ze SEM zvétseny 5000x A. PVA neobsahujici TL B. PVA obsahujici 5% TL C. PVA

obsahujici 10% TL D. PVA obsahujici 15% TL

Ze snimk z rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) je patrné, Ze pii zvysujici se
koncentraci proteinti dochdzi ke zvySovani mnozstvi defektt, jakymi jsou shluky vldken a vldkna
velkych priméri. Pii zvlakiiovani roztokl o vyssi koncentraci proteint dochéazelo k problémtim,
kdy se vlakna jeste pfed zachycenim na textilii navzéjem zachytavala za vzniku velkych shlukd,
které branily jejich homogennimu rozlozeni. Nejvice se to projevilo u vlaken s 10% TL, jejichz

rozlozeni bylo siln¢ nehomogenni, coz mohlo ovlivnit nasledné analyzy uloZzenych proteint.
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Pro zhodnoceni vysledkli zvlakiovani byla vyrobena vldkna analyzovdna obrazovym softwarem
NIS Elements. V ném byly ze snimkt pofizenych na SEM zméteny praméry 100 nahodnych

vlaken, z nichz byl vypocitan primér a statisticka odchylka.

koncentrace pramér smérodatnd Minimum [nm] Maximum [nm]
TL Vlaken [nm] Odchylka [nm]
0% TL 330 120 170 900
5% TL 300 120 120 840
10%TL 390 220 180 1840
15% TL 380 320 140 2970

Tabulka 10: primér vlaken pro 1. zvldkiiovani Nanospider

Tato analyza prokazala, ze koncentrace pouzit¢ho TL nema vliv na primér vyrobenych vlaken.
Bylo vsak zjisténo, Ze koncentrace TL vyrazné€ ovliviiuje homogenitu vldken, kdy vlakna bez
rustovych faktorl a s jejich nizkou koncentraci (5% TL) vykazuji vysokou homogenitu, ktera

se vSak s rostouci koncentraci TL ve vldknech snizuje.

prameér PVA vildken v zavislosti na koncentraci TL
800
700 T
600 T
500

laken [nm]

400

v

pramer v

300

200
100

mO%TL m5%TL 10% TL 15% TL

Graf 1: primérna velikost vlaken a statisticka odchylka podle koncentrace TL pro 1. zvlakiovani

Vzhledem k provedenym analyzadm obsaZenych proteint (viz kapitolu 6.2), kdy nejvyssi
koncentrace byly pro né€kolik nezavislych sad vzorkli naméteny pro vldkna s 10% TL byly
pro dalsi zvldknovani upraveny koncentrace vychozich roztokti na 7,5% TL, 10% TL, 12,5%

TL a opét slepy vzorek bez trombocytarniho lyzatu.

0% TL 7,5% TL 10% TL 12,5% TL
12% PVA 130 000 759 759 759 759
MW
Destilovana voda 25¢g 18,59 15¢ 12,59
Trombocytarni 0Og 7,59 10g 12,59
lyzat

Tabulka 11: slozeni roztoki PVA pro 2. zvlaknovani Nanospider
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0% TL 7,5% TL 10% TL 12,5% TL
Napéti [kV] 40 40 50 55
Rychlost 205 150 250 300
cartridge
[mm/sec]
Vzdalenost 136 136 136 136
[mm]
Odtah textilie {20 10 10 10
[mm/min]
Odtah struny 25 25 25 25
Vihkost [%] |11 11 11 11
Teplota [°C] 22 21 21 21

Tabulka 12: parametry pro 2. zvlaknovani Nanospider
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Obrazek 8: snimky ze SEM zvétSeny 5000x a. PVA neobsahujici TL b. PVA obsahujici 7,5% TL c¢. PVA obsahujici
10% TL d. PVA obsahujici 12,5% TL

Stejné jako v minulém zvkldkiovani lze sledovat, jak se homogenita vlaken snizuje s rostouci

wwr

koncentraci obsazeného trombocytarniho lyzatu. Pfi zvlaknovani PVA s vyssi koncentraci TL
dochazelo opét k problémum, kdy vlédkna tvotila shluky jest¢ pied zachycenim na textilii, coz

vedlo k tomu, Ze se zachytdvala na valec, na ktery je namotavana zachytna textilie.

SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 1.00 kx | VEGA3 TESCAI
WD: 10.81 mm Det: SE 50 pm
View field: 277 um  Date(m/d/y): 03/24/16 FT TUL Liberec

SEM HV: 36.0 kv SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 10.92 mm Det: SE 50 ym
View field: 276 pum  Date(m/d/y): 03/24/16 FT TUL Liberec

Obrazek 9: snimky ze SEM zvétSeny 1000x a. PVA obsahujici 7,5% TL b. PVA neobsahujici TL
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Béhem analyzy snimkl ze SEM bylo pozorovano, ze vldkna obsahujici 7,5% TL se
samovolné skladaji do organizovanych svazki (viz ptilohu C). Tento jev byl pozorovan jen

pro tuto koncentraci a ve dvou na sob¢ nezavisle vyrobenych materidlech.

Koncentrace Primér Smérodatna Minimum [nm] |Maximum [nm]
TL vlaken [nm] odchylka [nm]

0% TL 320 80 190 710

7,5% TL 360 100 190 1020

10% TL 330 160 180 1090

12,5% TL 370 200 120 1640

Tabulka 13: praméry vlaken pro 2. zvlaknovani Nanospider

Dle zpracovanych dat 1ze potvrdit zjiSténi z pfedchozi analyzy pramérii vlaken, Ze koncentrace
TL v roztoku polymeru nema vliv na pramér vzniklych vldken. Naopak bylo potvrzeno, Ze

ptidavek TL v polymeru zvySuje nehomogenitu rozloZeni vlaken.

pramér PVA vlaken v zavislosti na koncentraci TL

2

g

g

laken [nm]
3

v

pramer v
N
8

3

=

WO%TL ®m75%TL ®m10%TL 12,5% TL

o

Graf 2: primérna velikost vlaken a statisticka odchylka podle koncentrace TL pro 2. zvlaknovani

6.3 Analyza proteini ve vlaknech PVA

V dalsi ¢asti experimentu byla analyzovana Gspésnost inkorporace proteinti do vyrobenych
vlaknech. Z tohoto diivodu byla pfipravena sada vzorki, pro kterou bylo z kazdého polymeru
navazeno dvakrat 0,0103g. Jedna sada navazenych polymert byla rozpusténa ve vode¢, takze

vzorky obsahovaly v§echny proteiny, zatimco v fadé druhé byl polymer nejprve omyt v Cistém
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chloroformu, a teprve poté rozpustén v destilované vodé. Oplach v chloroformu mél
zajistit odplaveni proteini z povrchu vlaken tak, aby pfipraveny vzorek obsahoval pouze

proteiny ulozené uvniti vldken.

6.3.1 Kvalitativni analyza proteinta elektroforézou SDS-PAGE
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

o116
974

2

—~ - 662

e 45

_ 31

21.5

oo

b
144

Obrazek 10: 12% SDS-PAGE barveni Coomassie blue (20 pl vzorku) M — marker Wide range K494; 1 — 0%TL (voda); 2
—5%TL (voda); 3 — 10%TL (voda); 4 — 15%TL (voda); 5 — 0%TL (chloroform); 6 — 5%TL (chloroform); 7
— 10%TL (chloroform); 8 — 15%TL (chloroform)

V této elektroforéze se nam podatilo prokazat pfitomnost proteint pro vzorky obsahujici 10% TL
a 15% TL. Vzhledem k tomu Ze i detekované vzorky se pohybuji na detekénim limitu pro barveni
Coomassie blue je mozné, ze pro 5% roztok neni tento zptisob barveni dostatecné citlivy.

Vzhledem k tomu Ze vSechny zaznamenané proteiny jsou separovany jiz na zacatku gelu, je

nadale misto 12% gelu vyuzivan gel 8%.

Kwvli $patné detekci proteint SDS-PAGE elektroforézou s barvenim Coomassie brilliant blue
bylo pfistoupeno k metodé barveni stiibrem, ktera pro nékteré proteiny vykazuje vyrazné

vyssi citlivost.
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Obrazek 11: 8% SDS-PAGE barveni stéibrem (20 pl vzorku) M-marker Wide range K494; 1 — 0%TL (voda); 2 —
7,5%TL (voda); 3 — 10%TL (voda); 4 — 12,5%TL (voda); 5 — 0%TL (chloroform); 6 — 7,5%TL (chloroform); 7
—10%TL (chloroform); 8 — 12,5%TL (chloroform)

Na rozdil od barveni Coomassie blue 1ze pozorovat separované proteiny hned nékolika molekularnich
hmotnosti jak v markeru tak ve vzorcich. Hranice obarvenych proteinti nejsou ostré , coz lze vysvétlit .
Na druhou stranu jde podle sytosti zabarveni na vzniklych sloupcich dobie vidét postupné se zvysujici
koncentraci na vzorcich 2 — 4 a 6 — 8 s prazdnymi sloupci ve vzorcich

1 a 5, které neobsahovaly zadné proteiny. Vzhledem k sytéjSimu zabarveni vzorkd po
chloroformu 1 pro novou metodu barveni, na kterou by chloroform nemél mit vliv jsem dosel k
zavéru, ze chloroform musi ovliviiovat samotné PVA.

M 1 2 3

4 5 6 7 8
97,4 T
66,7 W '
5
45 .. : ‘

31 -
e | o *
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Obrazek 12: 8% SDS-PAGE barveni stiibrem (20ul vzorku) M - Marker wide range K494; 1 - 0%TL (voda); 2
—7,5%TL (voda); 3 - 10%TL (voda); 4 — 12,5%TL (voda); 5 - 0%TL (chloroform); 6 — 7,5%TL (chloroform); 7

- 10%TL (chloroform); 8 — 12,5%TL (chloroform)

I pti dal$im barveni sttibrem bylo detekovano hned nékolik proteinii o vysokych koncentracich
pro vSechny vzorky obsahujici TL. Opakované méteni tedy podava diikkaz o uspésné inkorporaci
proteind. Neni znam divod zvInéni zaznamenanych maxim. Pravdépodobné bude tieba dale

metodu optimalizovat.

6.3.2 Kvantitativni analyza celkového mnoZstvi proteini metodou podle

Bradfordové

Pro zjisténi koncentrace proteinil bylo nezbytné vytvofit kalibra¢ni kiivku. K tomu byl vyuzit
roztok BSA o znamé koncentraci (0,1 mg/ml), ze kterého bylo vytvofeno né€kolik roztoki
(viz metody) a z jejich hodnot sestrojena kalibra¢ni kiivka.

Z kazdého z takto pripravenych roztoka bylo odebrano 20 pl, které byly smichany se 180 pl

¢inidla Bradfordové v mikrotitra¢ni desticce. Po 5-ti minutové inkubaci byla métena absorbance

pfi 570 nm.
kalibrace Bradfordové pomoci vzork( BSA
0,25
— @
g 02 =
| =
(=]
~ "
1 0,15 -9
-
()]
z
8 0,1 [ & y =0,0208x-0,0114
5 - o R? =0,9586
v
2 0,05 i
0 _1
0 2 4 6 8 10 12

koncentrace [mg/ml]
Graf 3: 1. kalibra¢ni kiivka pro metodu podle Bradfordové pomoci BSA

Pfi prvnim pokusu o zméteni koncentrace proteinil byly pouZity stejné vzorky jako pro SDS-
PAGE elektroforézu, tedy koncentrace 0% TL,5% TL, 10% TL, 15% TL. Z téchto vzork je
vytvofena sada obsahujici textilii rozpusténou v destilované vodé a sada s textilii pred

rozpus$ténim oplachnutou v chloroformu. Pro upfesnéni vysledki byl experiment tfikrat opakovan.
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zjisténa koncentrace proteint ve vlaknech
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Graf 4: Koncentrace proteini metodou podle Bradfordové

Z ptilozeného grafu je mozné prokazat ptitomnost proteini ve vyrobenych vldknech. Také je patrné,
ze koncentrace proteintl stoupa s mnozstvim pouzitého trombocytarniho lyzatu. Nejvyssi koncentrace
proteind byla zméfena pro vzorek s 10% TL po oplachu chloroformem a ¢inila 42,7 mg/ml. Nicméné
pfi srovnani se vzorkem neobsahujicim TL, ktery ale také vykazuje ptitomnost proteint je mozné
odhadovat, Ze realna koncentrace proteint je nizs$i. Mirny pokles koncentrace u vzorku s 15% TL by
mohl znamenat, Ze existuje limitni mnozstvi proteind které je mozné ulozit v

PVA.

Vzhledem k vysledkiim prvniho méteni, kde vzorky po oplachu chloroformem vykazovaly vyssi
koncentraci proteinti byla pro dalsi méteni pfidana série vzorku ¢istého chloroformu, ktery byl

pouzit pro oplach vlaken, aby bylo mozné sledovat jeho vliv na zménu absorbance.
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zjisténé mnozstvi proteinu
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Graf 5: koncentrace proteinti metodou podle Bradfordové 2. pokus

Pti tomto méfeni vychazela zjisténa koncentace pro vzorky rozpusténé ve vode a vzorky
oplachnuté chloroformem a poté rozpusSténé velmi podobné. Nejvyssi koncentrace byla ov§em
opét zaznamenana pro vzorky s 10% TL, coz potvrzuje domnénku, Ze existuje limitni
koncentrace mezi 10 a 15% TL, nad kterou nemohou byt proteiny inkorporovany do vldken. Z
méteni chloroformu Ize vidét, ze vnasi stabilni chybu méfeni kterd znemoznuje ¢iselné zjisténi

koncentrace ale nebrani v porovnavani riznych vzork.

Kalibrace Bradfordové pomoci vzork( BSA

0,35
_. 03 °
e [ T 1
7 AN I | ———
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W
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Graf 6: 2. kalibraéni k¥ivka pro metodu podle Bradfordové pomoci BSA
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Metoda podle Bradfordové byla pouzita i pro druhou sadu vyrobenych materialt, tedy 7,5% TL,
10% TL, 12,5% TL a slepy vzorek neobsahujici proteiny. Stejné jako pfi predchozich méfenich
byla vytvotena kalibra¢ni kfivka za pomoci zndmého roztoku BSA a poté méteny vzorky
rozpusténé ve vode, oplachnuté chloroformem a teprvé poté rozpusténé. Byla také vytvorena nova

sada vzorkd, kde jako alternativa k oplachu chloroformem byl vyuzit ¢isty ethanol.

zjisténé mnozstvi protein(

12
T 10 =
? 5 — .
% 6 ) _ i | |
5 4 I | -
Q
c
O 1 | | | }
0% 7,50% 10% 12,50%
vzorky
mvoda mvoda po chloroformu 1 voda po ethanolu

Graf 7: Mnozstvi proteinit metodou podle Bradfordové

Z vyse uvedeného grafu lze vy¢ist hodnoty oplachu ethanolu podobné pouhému rozpusténi ve
vod¢. To by potvrzovalo, Ze vétSina proteintl je obsazena uvniti vlaken. Naopak zvlastné vychazi
vzorky po oplachu chloroformem, kde hodnoty nerostou. Pro vyse uvedeny graf bylo tfeba zménit
metodu vypoctu, protoze slepé vzorky bez TL vykazovaly vysokou koncentraci proteinti a vnasSely

do méfeni chybu. Jejich absorbance proto byly od ostatnich odecteny.

Z vysledkt analyzy mnozstvi proteinii metodou podle Bradfordové se ndm podatilo prokazat, ze ve
vyrobeych vldknech jsou obsazeny proteiny a ze vétSina z nich se nachazi uvnitf vlaken. Také bylo
zjisténo, ze chloroform pouzity k oplachu vlaken miize mit vliv na vysledky méfeni tim, ze naleptava
material ze kterého jsou vyrobeny mikrotitra¢ni desticky a bude pravdépodobné nutné najit
alternativni metodu oplachu. V tomto ohledu se jako vhodna alternativa jevi oplach pomoci ethanolu.
Jako vhodnou néhradu Ize doporucit oplach ethanolem. Problémem také je pouzity spektrofotometr,

ktery neméfi pii 595 nm, kde je absorbance nejvyssi ale pti 570 nm. To mize do
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méieni také vnaset chyby.

Zavér

Cilem prace byla optimalizace vyroby vladken PV A obsahujicich trombocytarni lyzat a analyza
proteind v nich obsazenych. Vlakna byla vyrobena dvéma metodami, z nichz se osvédcila vyroba
technologii Nanospider. Byly zkouSeny rtizné parametry elektrospinningu, které bylo potieba
volit podle koncentrace lyzatu v polymeru. Déle byla diskutovana morfologie vzniklych vlaken,
kde vlédkna s vyssimi koncentracemi lyzatu vykazovala nizsi homogenitu. K analyze proteinti byla
pouzita elektroforéza SDS-PAGE a Metoda podle Bradfordové. Pro prvni méteni SDS-PAGE
byla pouzita metoda barveni pomoci Coomassie brilliant blue, nicméné kviili nizké koncentraci
proteind nebyla detekce proteini vzdy uspésna. Nasledné tedy byla vyzkouSena metoda barveni
stiibrem, ktera nabizi vyssi citlivost. [ kdyz tuto metodu bude tfeba jeste optimalizovat, uspeSné se
nam s jeji pomoci podafilo detekovat proteiny riznych molekulovych hmotnosti. K analyze byla
vyuzita i metoda podle Bradfordové. S jeji pomoci se podafilo zjistit koncentraci proteini ve
vldknech a co j dilzit&jsi 1 uvniti vldken. Tako metoda se vSak nevyhla komplikacim. Pro jeji
optimalizaci bude tfeba vyuzit mikrotitracnich desticek odolnych vii¢i pouzitym chemikaliim a
spektrofotometr méfici pii absorbancnim maximu ¢inidla Bradfordové, tedy 595 nm. Bylo také
zjisténo, ze chloroform pouzivany béhem oplachu miize ovlivnit strukturu PVA, které poté mize
vykazovat zvlaStni hodnoty pii dalSch analyzach. Bude tedy nezbytné vyzkouset jiné latky pro
oplach vldken i se zohlednénim vlivu na jejich strukturu.

Budouci prace by mély byt zaméteny na optimalizaci vyroby nanovldken s vysSimi
koncentracemi trombocytarniho lyzatu, mozna za pouziti PVA o jiné molekularni hmotnosti.
Takeé bude tfeba vyrobené materialy podrobit biologickému testovani, které by zkoumalo
biologickou aktivitu pouzitych ptoteinl za pomoci sledovani zmény proliferace bunék. Pro lepsi
analyzu proteinii bude nezbytné vytesit problémy provéazejici metodu dle Bradfordové, nebo

pfejit na jinou metodu analyzy proteint.
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A4 .
Prilohy:
Volume of components (ml) per gel mold volume of
% Gel Components S5ml 10 mi 15 ml 20 mi 25 ml 30 ml 40 mi 50 ml
6% H,0 26 53 79 106 13.2 159 212 26.50
30% acryl-bisacrylamide mix 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 8.0 10.00
1.5 M Tris (pH 8.8) 13 25 38 5.0 6.3 75 10.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.50
TEMED 0.00& 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04
8% H,0 23 46 6.9 93 115 139 185 2320
30% acryl-bisacrylamide mix 13 27 40 53 6.7 8.0 10.7 13.30
1.5 M Tris (pH 8.8) 13 25 38 5.0 6.3 75 1.0 12.50
10%: SDS 0.05 0.1 0.15 02 0.25 03 04 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.50
TEMED 0.003 0.006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.024 0.03
10% H,0 19 40 59 79 9.9 119 159 19.80
30% acryl-bisacrylamide mix 1.7 33 5.0 6.7 a3 10.0 133 16.70
1.5 M Tris (pH 8.8) 13 25 38 5.0 6.3 75 10.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.50
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
12% H;0 1.6 33 49 6.6 82 99 13.2 16.50
30% acryl-bisacrylamide mix 20 40 6.0 8.0 10.0 120 16.0 20.00
1.5 M Tris (pH 8.8) 13 25 38 5.0 6.3 75 10.0 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 04 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.50
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
15% H,0 1.1 23 34 46 57 6.9 9.2 11.50
30% acryl-bisacrylamide mix 25 50 75 100 125 15.0 20.0 25.00
1.5 M Tris (pH 8.8) 13 25 38 5.0 6.3 75 100 12.50
10% SDS 0.05 0.1 0.15 02 0.25 03 0.4 0.50
10% ammonium persulfate 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.50
TEMED 0.002 0.004 0.0086 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
Volume of components (ml) per gel mold volume of
Components
1ml 2 ml 3 ml 4 ml 5 ml 6 ml 8 ml 10 ml
H,0 0.68 1.4 2.1 27, 3.4 41 5.5 6.8
30% acryl-bisacrylamide mix 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1.0 1.3 1.7
1.5 M Tris (pH 6.8) 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1.0 1.25
10% SDS 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
109% ammonium persulfate 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01
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