Zavérecna zprava projektu specifického vyzkumu
zakazka ¢. 2108 / 2021

Nazev projektu:

Hodnoceni interakce krevnich elementii s povrchy zdravotnickych materialu
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie

Specifikace reSitelského tymu

Odpovédny tesSitel: Mgr. Martina Nalezinkova
Studenti doktorského studia na UHK: -

Studenti magisterského studia na PiF UHK: -
Dalsi vyzkumni pracovnici: RNDr. Alena Myslivcova Fucikova, Ph.D.

Celkova castka pridélené dotace: 117 500 K¢
Datum zahgjeni feseni projektu: 3. 3. 2021

Datum ukonceni feSeni projektu: 3. 3. 2022

Strucny popis postupu pri FeSeni projektu:

Projekt zacal studiem pouzivanych postupli zpracovani a fixace krevnich vzorkd, které se
vyuzivaji pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM). Vybrané vhodné postupy a jejich
modifikace byly aplikovany na vzorcich zdravotnického materidlu vystaveného cirkulacni
expozici krve. Takto pifipravené¢ vzorky byly analyzovany pomoci SEM. Po vyhodnoceni
vysledného stavu vzorku a stability krevnich bunék byl vybran vhodny postup a nasledné
modifikovan podle potieb metody se zaméfenim na mozné zkraceni Cast jednotlivych kroki

fixace, suseni a pfipadné pokovovani.

Vysledky byly nasledné porovnany a pro findlni metodiku byl vybran postup spliujici zadané
pozadavky Casové naroCnosti, ale zdroven s dostatecné kvalitnimi parametry pozorovani se
zajisténim stability krevnich bunck. Testovani probihalo za vyuziti krve lidskych darct, kteti
byli pfed odbérem seznameni s ic¢elem vyuziti krve a podepsali informovany souhlas. Postup
byl schvalen Etickou komisi UHK (stanovisko €. 9/2021). Odbéry probihaly vzdy rano na la¢no
do zkumavek s antikoagulanty. Neprodlené¢ po odbéru byla krev exponovana testovanému
prostiedku za stanovenych stalych podminek (37 = 1 °C, délka expozice 30 minut). Po interakci
testovaného materialu s krvi byla provedena fixace vzorku spolu s adherovanymi krevnimi

bunkami na povrchu.



K fixaci biologického materidlu, potazmo krevnich buné€k, byl pouzit napiiklad formaldehyd,

glutaraldehyd, rGzné druhy pufrti (PBS, kakodylat sodny apod.), roztok oxidu osmicelého,

odstupiiovana etanolova odvodnovaci fada a aceton. Byly testovany riizné modifikace a

varianty ohledn¢ vyuzitych chemikalii, koncentraci i ¢ast (viz Tab. 1).

Tab. 1: Souhrn variant fixace a ptipravy vzorku zdravotnického prostfedku po inkubaci s krvi.

Prvni chemikalie byla ponechéna svému plisobeni vzdy po dobu 10 minut, po oplachu PBS

nasledovala dal§i fada chemikalii. Ethanolova odvodiiovaci fada — postupné zvySovani

koncentrace ethanolu po 10 minutach (30,40,50,60,70,80, 90, 96 a 100% ethanol), CPD —

pomalé vysouSeni vzorku pomoci CO», kov — pokoveni povrchu napraSenim dané vrstvy kovu

(zlato nebo platina, 6-7 nm, difizng&)

1. chemikalie 2. chemikalie 3. chemikalie Kov
0 _ .. o
1 100% May-Grinwaldiv Ethanolova fada X Pt
roztok
0 _ .. o
2 100% May-Grinwaldiv Ethanolova fada Acetonova fada Pt
roztok
0 . .. o
3 >0% May-Griinwaldirv Ethanolova fada X Au
roztok
o e -
4 >0% May-Griinwaldiv Acetonova fada X Au
roztok
4% vodny .
5 paraformaldehyd Ethanolova fada X Au
p ;
6 |4 vodny Oxid osmigely 1 hod, RT | Ethanolové fada | Au
paraformaldehyd
7 | Ethanolova fada 4 10 min | X X Au
8 | Acetonovdatfadad 10 min | X X Au
9 | 25% vodny glutaraldehyd | Ethanolovéa fada X Au
10 | 25% vodny glutaraldehyd | Oxid osmicely 24 hod, 4°C | Ethanolovafada | Au
2% glutaraldehyd, 2% .
11 paraformaldehyd v PBS Ethanolova fada X Au
2% glutaraldehyd, 2% . o 1, o Ly
12 paraformaldehyd v PBS Oxid osmicely 24 hod, 4 °C | Ethanolova fada | Pt
13 | 3% glutaraldehyd v PBS | Ethanolova fada X Pt
14 | 3% glutaraldehyd v PBS | Oxid osmicely 24 hod, 4 °C | Ethanolova fada | Pt
0
15 3% glutaraldehyd v Ethanolova fada X Pt
kakodylu
0
16 3% glutaraldehyd v Oxid osmicely 24 hod, 4 °C | Ethanolova fada | Pt
kakodylu




1. chemikalie 2. chemikalie 3. chemikalie Kov
17 | 25% vodny glutaraldehyd | Oxid osmicely 1 hod, RT Ethanolova fada | Au
2% glutaraldehyd, 2% . N .
18 paraformaldehyd v PBS Oxid osmicely 1 hod, RT Ethanolova fada | Au
19 | 3% glutaraldehyd v PBS | Oxid osmicely 1 hod, RT Ethanolova fada | Au
0
20 3% glutaraldehyd v Oxid osmicely 1 hod, RT Ethanolova fada | Au
kakodylu
o e -
21 rl(())z()t?kMay Griinwaldiv Oxid osmicely 1 hod, RT Ethanolova fada | Au
o e -
22 f(())zfollzd ay-Griinwaldiv Oxid osmicely 1 hod, RT Ethanolova fada | Au
o e -
23 rl(())z()t?kMay Griinwaldiv Oxid osmicely 1 hod, RT Acetonova fada Au
o e -
24 fngollzd ay-Grinwaldiv Oxid osmicely 1 hod, RT Acetonova fada Au
2% glutaraldehyd, 2% . o 1, -
25 paraformaldehyd v PBS Oxid osmicely 1 hod, RT Acetonova fada Au

K naslednému vysouSeni vzorku bylo v tomto vyzkumu vzdy vyuzito vysouseciho pfistroje
LEICA EM CPD 300, ktery zajistuje pomal¢ a Setrné vysouseni vzorku pomoci kritického bodu
COas. Takto vysusené vzorky byly pokovovany v pfistroji LEICA EM ACE 200. Tloustka
nanesené vrstvy byla béhem vyzkumu testovana tak, aby byla zvolena co nejvhodnéjsi varianta
s ohledem na kvalitu finalniho pozorovani v SEM. Vyslednou nejvhodnéjsi variantou bylo

zvoleno difuzni pokoveni platinou o tlouStce 6 nm.

Splnéni cila FeSeni a pFinos projektu:

Cilem tohoto projektu bylo vytvoifeni vhodné metodiky zpracovani a fixace vzorkl
zdravotnickych materiali s adherovanymi krevnimi builkami a jejich néasledné hodnoceni
pomoci SEM. Na ziskanych snimcich byla analyzovana aktivace trombocytii a leukocytl a
tvorba fibrinovych vldken. Diky témto Udajim jsme ziskali informace o trombogennim
potencialu testovanych zdravotnickych prostfedka v kontaktu s krvi, coz je podstatné pro jejich
bezpecné vyzivani v 1ékaiské praxi. Dal§im cilem projektu bylo vytvoieni co nejjednodussich
postupll s vyuzitim snadno dostupnych a co nejméné toxickych chemikalii. Proto byly
testovany rtizné délky jednotlivych krokt fixace se snahou tyto kroky zkratit, ale s ohledem na
maximalni citlivost této metodiky, jelikoZ jsou krevni buiiky velmi nachylné na vykyvy
podminek prostiedi a pro spravné hodnoceni je nutné zachovat jejich stav co nejblize

fyziologickému.



Pro fixaci krevnich elementli navazanych na povrchu ZP byl na zakladé vysledki vybran
glutaraldehyd a May-Griinwaldiv roztok. Konkrétné roztok 2% glutaraldehydu a 2%
paraformaldehydu v PBS, ptipadné 3% roztok glutaraldehydu v kakodylu. V obou variantach
vzdy s naslednou aplikaci postupné etanolové fady a vysousenim pomoci kritického bodu CO»
v absolutnim etanolu. K pokoveni se doporucuje 6 nm silnad vrstva platiny. VyuZiti oxidu
osmicelého nebylo prokdzano jako nezbytné nutné. Pokud je ale vyuzit, doporucuje se jeho
hodinové pusobeni v ramci postfixace. Pii vyuziti May-Griinwaldova roztoku, ktery dosud
nebyl bézné pro tyto ucely vyuzivan, byly shledany nejlep$i vysledky v kombinaci s
odvodiiovaci etanolovou fadou a s vyuzitim 100% roztoku vhodného pro SEM. MoZnost
kombinace s oxidem osmicelym je moznd v piipadé hodinové postfixace, ale stejn¢ jako v

predchozim ptipad¢ neni nutna.

VSechny tyto varianty zajiSt'uji pevnou fixaci krevnich bunék nejen na povrchu ZP, ale také
v prostoru. To je stézejni zejména pro fixaci vzorkl s vytvofenou fibrinovou siti vystupujici
nad povrch a pro naslednou spravnou interpretaci trombogenicity testovaného vzorku.
K samotnému hodnoceni miry adheze krevnich elementi byla vytvoiena ucelena metodika
s vyuzitim softwaru Imagel, ktera bude spole¢né s vysledky publikovana v impaktovaném

casopise.

SpInéni kontrolovatelnych vysledku FeSeni:

VSechny praktické laboratorni ¢innosti jsou ukoncené, vysledky statisticky zpracované a ¢lanek
napsan. Aktualn¢ probiha jeho anglicka korektura a hned poté bude podan k recenznimu ftizeni
v impaktovaném casopise (planovany Casopis: Journal of Biomedical Science Q1, IF 12,771).

Cilem je snaha o publikaci v Q1-Q2, po schvaleni bude zadana do OBD s vazbou na RIV.



Tab. 1 Sumar vystupi FeSeni projektu

Typ vystupu

Plan

Skuteénost

Poznamka

Jimp (databdze WoS)

0*

*Clanek zpracovan,
probiha korektura textu

Jsc (databéze Scopus)

B (recenzovana odborna kniha)*

C (kapitola v recenzované odborné knize)*

D (¢lanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Pocet obhdjenych dizertacnich praci

Pocet obhdjenych diplomovych praci

Pocet vysledkii

Datum:

Podpis odpovédného fesitele:

* Pouze renomovana nakladatelstvi Elsevier, Springer, Bentham apod.




