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ABSTRAKT

Tkanové inzenyrstvi je interdisciplindrni obor, ktery aplikuje principy inzenyrstvi
a biologickych véd na vyvoj biologickych nahrazek, které obnovuji, udrzuji nebo zlepsuji
funkci tkané ¢i celého organu. Tato specializace se vyvinula z oblasti vyvoje biomaterialti
atykd se kombinovéani tkanovych nosicl, bun€k a biologicky aktivnich molekul do

funkénich tkani.

Polymerni scaffoldy maji mnoho riznych funkeci v oblasti tkdnového inZenyrstvi.
Pouzivaji se jako trojrozmérné struktury predstavujici podnéty pro organizaci bunék
a smérovani tvorby pozadované tkané. Scaffoldy jsou navrzeny tak, aby ovliviiovaly
fyzikalni, chemické a biologické prostfedi obklopujici bunécnou populaci. Bez ohledu na
typ tkdné je pifi navrhovani nebo uréovani vhodnosti scaffoldu pro pouziti v tkanovém
inzenyrstvi dilezitd ftada kliCovych vlastnosti: biokompatibilita, biodegradabilita,

mechanické a chemické vlastnosti a také samotna struktura scaffoldu.

V této diplomové praci se zaméfujeme na praci s vodivymi polymery a navrh vodivych
polymernich biomaterialti ve formé kryogel a jejich nasledné testovani pomoci tkanovych
kultur a charakterizaci za ucasti materidlovych technik. Kryogely jsou lakavym typem
scaffoldli, diky své strukturni podobnosti s extracelularni matrix mnoha tkani, mohou byt
Casto zpracovany za relativné mirnych podminek a nejsou dodavany invazivnim zptsobem.

Proto jsou kryogely pouzity jako technické tkédnové ndhrady a v fad€ dalSich aplikaci.

Klicova slova: scaffold, kryogely, biokompatibilita, tkanové inzenyrstvi, vodivé polymery



ABSTRACT

Tissue engineering is an interdisciplinary field that applies the principles of engineering
and life sciences toward the development of biological substitutes that restore, maintain, or
improve tissue function or a whole organ. This specialization evolved from the field of
biomaterials development and refers to combining scaffolds, cells, and biologically active

molecules into functional tissues.

Polymer scaffolds have many different functions in the field of tissue engineering. They are
applied as three-dimensional structures that organize cells and present stimuli to direct the
formation of a desired tissue. Tissue engineering scaffolds are designed to affect the
physical, chemical and biological environment surrounding the cell population. Regardless
of the tissue type, a number of key considerations are important when designing or
determining the suitability of a scaffold for use in tissue engineering: biocompatibility,

biogedradability, mechanical and chemical properties and also scaffold architecture.

In this diploma thesis we focus on work with conductive polymers and design of
conductive polymeric biomaterials in the form of cryogels and their subsequent testing,
characterization using tissue cultures and material techniques. Cryogels are an appealing
scaffold material because they are structurally similar to the extracellular matrix of many
tissues, can often be processed under relatively mild conditions, and may be delivered in
a minimally invasive manner. Consequently, cryogels have been utilized as scaffold

materials for engineering tissue replacements, and a variety of other applications.

Keywords: scaffolds, cryogels, biocompatibility, tissue engineering, conductive polymers
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UvVOD

Tkanové inzenyrstvi (TI) je rychle se rozvijejici interdisciplindrni obor zahrnujici védu
o biomaterialech, biologii bun¢€k, interakci bun¢k a material®, charakterizaci materialu. TI si
klade za cil pfedevSim generovat ndhradni biologické tkané a piipadné organy pro Sirokou
Skalu zdravotnich stavii zahrnujicich predevs§im ztratu ¢i dysfunkei tkané. Klinicky rozsah
TI je velky vcetné terapeutického potencidlu u mnoha chorob starnuti a zivotniho stylu
ptevladajiciho v zédpadnich populacich. TI obvykle zahrnuje implantaci bun¢k do jisté formy
podptrného strukturalniho scaffoldu a tim umoznéni bunkam pietvofit scaffold do piirozené
tkané, nez je implantovan do téla pacienta. V nékterych ptipadech Ize scaffold umistit ptimo
do téla prijemce, pricemz jako bioreaktor vyuziva ¢ast vlastniho t¢la hostitele (Obrazek €. 1).

Bez ohledu na zvoleny pfistup je pro uspéch implantatu rozhodujici samotny scaffold

a v mnoha ptipadech aktivné fidi chovani bun€k (Place et al. 2008).

r "~
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Obrazek €. 1: Tkanové inZenyrstvi (upraveno podle Place ef al. 2008)

Soucasné strategie TI jsou zaméfeny na obnovu patologicky zménénych tkani pomoci
transplantace bun¢k v kombinaci s podpirnymi scaffoldy a biomolekulami. Navrhovani
scaffoldli s optimalnimi charakteristikami je jednim zklicovych faktorti uspésného
tkanového inzenyrstvi. Pro jejich aplikaci se spojuji rtizné technologie, aby se vytvortily

porézni scaffoldy, s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi napodobujici ptirozené tkanég, pro
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regeneraci tkani/orgént a také pro fizené a cilené uvoliovani bioaktivnich latek. V posledni
dobé¢ se kryogely diky svému jedine¢nému slozeni a strukturnim podobnostem s pfirozenou
extracelularni matrix bunck stdvaji prednimi kandidaty pro scaffoldy v oblasti tkafiového
inZzenyrstvi. Jejich vlastnosti struktury — porovitost, morfologie povrchu, mechanické
vlastnosti a fizena velikost kryogelovych scaffoldi umoznily nové piilezitosti k prekondni
riznych vyzev v tkanovém inZenyrstvi, jako je ockovani bun€k, bunécna proliferace,
vaskularizace, tvorba tkané. Samotna struktura kryogelli, vytvofenych kryogelacnimi
technikami, usnadiiuje nejen infiltraci bunck, ale také difuzi zivin, kysliku a metabolickych

produktii. (Dhandayuthapani et al. 2011, El-Sherbiny a Yacoub 2013).
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANOVE INZENYRSTVIi

Tkanové inzenyrstvi (TI) je interdisciplinarni oblast vyzkumu, kterd aplikuje principy
materidlovych a biologickych véd na vyvoj biologickych nahrad. Tyto néhrady, spolecné
v kombinaci s vyuzitim buné€k, technickych materialti a vhodnych biochemickych faktort,

slouzi k obnoveni, udrzeni nebo zlepseni tkanovych funkei (Langer a Vacanti 1993).

Tkané ¢i organy mohou byt poskozeny riiznymi zplisoby, jedna se pfedevSim o nasledek
vaznych zranéni, vrozenych chorob nebo rakoviny. Moznosti 1écby zahrnuji chirurgicky
zakrok, vytvoteni protézy, transplantaci a Iékovou terapii. Plna obnova poskozenych tkani
vSak miize byt obtizna a vysledné tkané nejsou vzdy funkéné nebo esteticky uspokojivé.
Taktéz vzniklé poSkozeni tkdni miiZze byt nevratné a vede k celoZivotnim problémim pro
pacienta. V takovych piipadech mlze prave transplantace organti zachranit zivot, nicméné
tato varianta je vSak zna¢né omezena nedostatkem darcovské tkan¢ (Akter 2016).

TI umoziuje regeneraci vlastnich tkéni pacienta, tj. obnoveni, udrzovani nebo zlepseni, a tak
poskytuje jisty potencidl pro snizeni potieby transplantaci darcovskych organli. Rovnéz
sniZuje problémy, kterym celi tradi¢ni transplantace darcovskych organt, zahrnujici Spatnou
biokompatibilitu a biofunkénost nebo odmitnuti imunitnim systémem (Griffith a Naughton

2002).

Vyzkumy TI jsou zaméfeny na vyvoj vylepSenych a dokonalejSich tkanovych nosict
v ramci regenerativni mediciny a staly se tak dlileZitou terapeutickou strategii pro sou¢asnou
1 budouci medicinu. V nékolika poslednich letech se vyzkumna soucast tkanového
inZenyrstvi zmeénila z vyvoje materidlu tkdnovych nosicti, jez ptisobi jako neutralni podpora
umély vyvoj tkéni. V tomto ptipadé miizeme TI formulovat jako ,,aplikaci principi a metod
regenerativni mediciny avéd k zdkladnimu porozuméni vztahii strukturnich funkci
v normalnich 1 patologickych sav¢ich tkanich a vyvoji biologickych ndhrad za ucelem
obnovy, udrzovéni nebo zlepSovani funkci® (Nerem 1991). V soucasné dobé je také trendem
aplikace tkanového inzenyrstvi dodavka ristovych faktort, bun€k, proteinil, peptidd ¢i
enzymu v piirodnim polymeru nebo syntetickém scaffoldu jako terapeuticka strategie (Singh

et. al. 2016).
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1.1 Historie

Prestoze je TI dodnes se rozvijejici obor, myslenka nahrazeni tkan€ za jinou se datuje az
do 16. stoleti., kdy Gasparo Tagliacozzi, profesor chirurgie a anatomie na univerzité
v Bologni, popsal nahradu nosu, kterou vytvofil z chlopné ptedlokti ve své praci ,,De
Custorum Chirurigia per Insitionem* (Chirurgie defekti implantaci), kterd byla publikovana
vroce 1597 (O'Brien 2011). V 70. letech prob¢hla fada experimentli, napiiklad tvorba
chrupavky pomoci chondrocytl naockovanych na fragmenty kosti a implantovanych do
mys$i. Tyto experimenty vedly k zavéru, Ze s prichodem inovativnich biokompatibilnich
materiali by bylo mozné vygenerovat novou tkan nasazenim zivotaschopnych bun¢k na
vhodné nakonfigurované tkanové nosice (Lanza, Langer a Vacanti 2014). I ptes pfedchozi
védeckou ¢innost byl termin ,,tkadnové inzenyrstvi* oficidlné vytvofen na seminafi Narodni
védecké nadace az vroce 1988. Tento novy védecky obor byl vytvofen jako zamér
k uplatnéni principti a metod inzenyrstvi a biologickych véd ve vztahu k zdkladnimu
pochopeni vztahii mezi strukturou a funkei v normélnich a patologickych tkanich savcii
arozvoji biologické nahrazky pro obnoveni, udrzeni nebo zlepSeni tkanové funkce (Akter
2016). Ackoli existovalo od 80. let n¢kolik studii, kde byly poprvé pouzity koncepty
tkdnového inzenyrstvi, formalni popsani této discipliny je publikovano v praci Langer et al.
1993 (Griffith ef al. 2002). Od té doby pocet studii na téma tkanového inzenyrstvi rychle
rostl. Kofeny tkanového inZenyrstvi, jakozto moderni védecké discipliny, v€nované vyrobé
nové tkdné pomoci principid inZenyrstvi v kombinaci s aplikaci biologickych véd, jsou
hluboce usazeny ve ¢lanku Functional Organ Replacement: The New Technology of Tissue
Engineering. Surgical Technology International publikovaném v roce 1991 (Vacanti 2006).
Nejvetsi zdjem vetejnosti vSak zpusobila studie z roku 1997 v plastické a rekonstrukéni
chirurgii od Cao et al. V tomto ¢lanku je ukazano, jak uspé$né regenerovat chrupavkovou
¢ast ucha ttiletého ditéte na zaddech laboratorni mysi. Tato prace taktéz popsala provedeni

klasického experimentu tkanového inZenyrstvi (Blitterswijk a De Boer 2015).

V duchu prozkoumat a definovat potencidl této nové oblasti, byla ve Spojenych statech
americkych, ale 1 v Evropé zaloZena tfada laboratofi. Mezi prvni vyznamné snahy patfil
naptiklad vyvoj Pittsburského tkanové inzenyrské iniciativy (PTEI) na zacatku 90. let, usili
o vyvoj tkanového inzenyrstvi na Imperial College organizované britskou spolecnost, jenz
zalozila volnou asociaci Tissue Engineering Society (TES) roku 1994. Toto obdobi poté
vyvrcholilo vytvofenim TES v Némecku, a nakonec v zédpadni Evropé€. Spole¢nost byla

mezinarodni a béhem nasledujiciho desetileti, ve spolupraci s asijskymi a evropskymi
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spole¢nostmi, se TES vyvinula, reorganizovala a do roku 2005 pozménila ndzev na Tissue
Engineering and Regenerative Medicine International Society (TERMIS), tj. mezinarodni
spolecnosti pro tkanové inzenyrstvi a regenerativni medicinu. Spolecné se zalozenim TES
uzce souviselo mit uinny prostiedek k vyméné védeckych informaci a svobodnému
vyjadfovani novych myslenek, proto ve stejny ¢as vznikl casopis Tissue Engineering, jehoz

redak¢ni rada byla sloZena z fady mezinarodné ptisobicich 1ékatt a védci (Vacanti 2006).

1.2 Podstata tkanového inZenyrstvi

Samotny obor tkanového inZenyrstvi uzce souvisi s regenerativni medicinou.
Regenerativni medicina se, tak jako TI, snazi vyvijet metody k opétovnému ristu, oprave,
nahrazeni poskozenych nebo nemocnych buné¢k, organti ¢i tkani. Tato oblast mediciny vSak
kombinuje TI s dal§imi metodami, jako je bunéfna ¢i genova terapie. Bunétna terapie
vyuziva bunéény materidl, tedy neporuSené zivé bunky, kinjekci, naockovani
a implantovani pacientovi do tkani, k obnoveni jejich integrity a funkce. TI zahrnuje tii
hlavni pfistupy a to: pouZiti bioaktivnich molekul, jako jsou riistové faktory, které podporuji
tkanovou indukci; pouZiti bun¢k, které reaguji na rizné signaly; a naockovani bunék do
trojrozmérnych matric — scaffoldd k vytvoreni tkanovych konstruketi, které nahradi ztracené
¢asti tkani nebo organt (Howard et al. 2008). Jejim hlavnim cilem je navrhnout inovativni
zpusoby, jak udrzovat télesné tkan¢ a organy fadné funk¢ni a pomoci k dosaZeni regenerace
tkan¢ pro obnoveni normalni funkce. TaktéZ nabizi alternativu vytvarenim struktur
napodobujicich normalni tkan a pfispiva k faktorim, které mohou ovlivnit vyvoj bunék

a hledat nové diagnostické technologie (Larroche et al. 2017).

TI prokazalo vysledky pro regeneraci a nahrazeni riznych tkani a orgénd, vcetné kiize,
srdce, ledvin a jater, dokonce i potencial napravit nékteré vrozené vady (Dzobo et al. 2018).
Pro uspésné nahrazeni a zregenerovani tkané je nutné pouzit vhodny materidl, vétSinou
v kombinaci tkanovych nosicu, tj. scaffold, rastovych faktori a vhodnych bunék. Dalsi
moznosti je také schopnost stimulovat regeneraci originalni tkané¢ (Mistry et al. 2017).
V zéavislosti na véku pacienta mohou nékteré strategie tkanového inZenyrstvi vyuzit
a urychlit vlastni pfirozeny proces hojeni téla. Cilem téchto strategii je zménit tkanoveé
prostiedi zavedenim exogenniho materialu a biologickych faktort s jedinym cilem urychlit
a zlepsit proces hojeni téla (Mao et. al. 2015).

P

vice nez jen podporu jako fyzicka struktura. Mohou stimulovat regeneraci samy o sob¢, ale
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mohou byt také pouzity k distribuci biomolekul, jako jsou rustové faktory, které podporuji
rust bun¢k. Biomimetika zahrnuje principy inzenyrstvi, chemie a biologie, aplikované na
syntézu materialt, syntetickych systémii nebo stroji, které maji funkce napodobujici
biologické procesy, coz se Casto vyuziva pravé v oboru tkanového inZenyrstvi nebo
distribuci 1é¢iv v lidském téle. Biomateridl nebo scaffold, ktery byl ptivodné povazovan
pouze jako nezbytny pro fyzickou podporu bunék, mize v dnesni dob¢ zahrnovat biologické
nahrazky nebo biologické signaly, aby posilily nebo podpofily regeneraci a funkci tkdné

(Dzobo et al. 2018).

V tkanovém inzenyrstvi mohou byt pouzity rizné strategie pro vyrobu nové tkané, jako
jsou izolované builky nebo bunééné nahrazky, za ucelem zajisténi pozadovaného ucinku
nebo latek indukujicich tkan umisténych do cilovych oblasti ¢i bun€k na, poptipad¢ uvnitf
scaffoldu, které mohou byt zakofenény a zaclenény do t&la (Obrazek ¢. 2) (Singh et. al.

2016).

‘ Nemoc/poranéni tkané | Nemoc/poranéni tkané

h 4 h 4

‘ Synteticky implantat ‘ | Dalsi oSetieni ‘

h 4

8 N

h 4

Transplantace organd
(pokud je k dispozici)
Implantace
bickompatibilniho
scaffoldu/bioaktiv
(uméla tkarn nebo organ)

A )

h 4

4 N

Implantace
enkapsulovanych bunék
do polymeru

v (vytvoieny umély organ)
Nowva tkan/organ ‘
‘ AN J

Obrazek €. 2: Vyvoj tkanového inzenyrstvi pro opravu a regeneraci poskozené tkdn¢ nebo

organti (upraveno podle Singh et. al. 2016)
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1.2.1 Zakladni principy tkanového inZenyrstvi

Schopnost rekonstituovat tkdnovou funkci terapeutickymi pfipravky v klinicky
vyznamném méfitku ma Siroké spektrum aplikaci. Vyuzivaji se zdkladni principy véd o zivé
pfirod¢ a inzenyrstvi pro vyvoj biologickych nahrazek, kdy hlavnimi cili jsou tkan¢, které
jsou nachylné k poskozeni, onemocnéni a degeneraci (Berthiaume, Maguire a Yarmush
2011). Pti vyvoji strategie tkanového inzenyrstvi je nezbytné vénovat pozornost Ctyfem

dalezitym slozkam (Obrazek €. 3):

1. Bunky. Ty musi byt schopny obnovit funkei tkan€. Jsou slozkou pro vyrobu matrice,

ukladani a tvorbu tkané.

2. Kultiva¢ni médium. Rustové prostiedi, které by mélo obsahovat v§echny nezbytné
cytokiny artstové faktory k podpote diferenciace bunck na Zadouci bunky,
k proliferaci a rlstu, ataké k udrzeni zivotaschopnosti pozadovanych bunék pfi

provadeéni jejich dané aktivity v tomto druhu tkéné.

3. Porézni matrice — scaffold. Je nezbytné, aby porézni matrice napodobovala tkanovou
extracelularni matrix, ve které¢ se mohou buiiky infiltrovat pro regeneraci poskozené
tkan¢ a poskytuje bunkdm trojrozmérné misto k pobytu, proliferaci a produkei.
Porézni matrice musi mit zadouci fyzikalni a chemické vlastnosti a byt vyrobena

z biologicky kompatibilnich, vstiebatelnych a rozlozitelnych material.

4. Bioreaktor. Prostifedi pro tvorbu tkané, které dopliuje pouziti scaffoldii. Jedna se
o zafizeni vyuzivajici mechanické metody k ovliviilovani biologickych procesi.
Scaffold je umistén v bioreaktoru a po nasazeni za¢nou bunky rlst, produkovat
a ukladat extracelularni matrix. Jsou zde umistény 1 dalsi sloZky, které by mély diky
napodobeni fyziologickych podminek nabizet idedlni prostfedi pro mnozeni bunék

a usnadnéni vyroby funkéni 3D tkané (Larroche et al. 2017; Liu a Cao 2019).
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)
Izolované

bufiky z biopsie Bunécéna kultura

Generace stépu
\ / / Expandované bunky

Bunécna kultura na
polymernim scaffoldu -

Obrazek ¢. 3:Zakladni principy tkaiiového inzenyrstvi

(upraveno podle Mathew et al. 2016)

Zakladni princip tkadnového inZenyrstvi zndzornény na obrazku lze popsat jako izolaci
bun¢k ze zdroje (alogenniho, xenogenniho nebo autologniho zdroje), expanze bunék
v systému bunécné kultury nebo v bioreaktoru (expanze in vitro). Takto expandované bunky
se poté naockuji na scaffold poskytujici strukturalni podporu spolu s pfidanim spravného
média (bohatého na Ziviny a rlstové faktory). Zde se bunky diferencuji, proliferuji a migruji
na scaffold a nahrazuji staré tkdn¢ vytvafenim novych tkani. Vysledkem toho je konstrukt
tkdnového inzenyrstvi, ktery je poté naroubovan zpét do pacienta, aby fungoval jako

zavedend nahradni tkan (Mathew et al. 2016).

Jak jiz bylo zminéno, buiiky, prostfedi pro riist bunék, tj. scaffold a pfislusné rastové
faktory jsou kli¢ové materidly pro TI. Buika syntetizuje nové tkan€, zatimco scaffold
poskytuje vhodné prostiedi pro kultivaci bungk, aby mohly G&inné plnit svou funkci. Ugelem
rustovych faktortl je usnadnit a podporovat buiiky k regeneraci novych tkéni. AvSak 1 pfi
fad¢ pokust o regeneraci riznych druhti tkani, je do samotného procesu znovuvytvoieni
stale zapojeno mnoho kritickych faktorti, v€etné zdroje bunck, konstrukce scaffoldd, vysevu
bunék a samotné kultivace, mechanickych vlastnosti konstrukce a vhodné zvifeci modely

(Ikada 2006).
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1.2.2 Zdroje bunék pro tkanové inZenyrstvi

Zdroj bunék ma obrovsky vliv na uspéch tkanového inzenyrstvi. Bunky pouzivané
v regenerativni medicin€ a tkanovém inZenyrstvi mohou na zéklad¢ rozdilu déarct tkané byt
klasifikovany jako autologni (pacient), alogenni (jiny jedinec) a xenogenni (zivocCiSny

puvod) (Dzobo et al. 2018).

Autologni buiiky jsou pro TI nejvhodnéjsi, pokud jejich aktivita zlstava vysoka, zatimco
alogenni a xenogenni buiiky jsou imunogenni a budou vyzadovat imunosupresivni terapii,
pokud se ztéchto heterogennich bunck vytvoii nova tkan. Problémem spojenym
s autolognimi bunikami je obtiznost sbéru dostate¢ného mnozstvi bunék, zejména pokud ma
pacient vyssi vék ¢i byl vazné nemocny. Za predpokladu, ze mnozstvi odebranych bunék
neni dostatecné pro klinické oSetieni, buitky mohou byt rozmnozeny pro zisk dostatecného
mnozstvi. Tento postup vSak vyzaduje Cisté prostiedi pro zpracovani bunék k eliminaci
kontaminace a je ¢asoveé narocné. Navic je mozna virova infekce, kterd se miize vyskytnout
z fetalniho teleciho séra, které se nejcastéji pouziva jako doplnék pro kultivaéni médium.
Alogenni bunky jsou uZitecné pro TI, protoZe alogenni uméla kozni tkan slouzi jako lepsi
kryti rdny nez nebiologicky material, napfiklad kvili sekreci silnych rastovych faktort
z umglé tkané.

Xenogenni podpurné builkky byly obvykle vyuzivany k vytvofeni epidermaélni tkané
z keratinocytd, vzhledem k jejich vysoké epidermalni ristové aktivity. Pfesto maji tyto

buiiky taktéZ moznost rizika virové infekce (Ikada 2006).

Burika je jednim z kli¢ovych faktori, ktery urcuje, jaky typ tkané bude nakonec vytvoren.
V pocatecnim stadiu vyzkumu tkanového inzenyrstvi byly builkky pro vyseti obvykle
odvozeny ze specialniho typu tkan¢, ktery mél byt nahrazen. Naptiklad osteoblasty
pochazejici z okostice byly pouzity k vytvofeni S$tépu kostni tkané v modelu mysi
a chondrocyty byly pouzity k vytvotreni tkan€é chrupavky. Tyto darcovské bunky se vSak
vyskytuji v omezeném mnozstvi (Liu a Cao 2019). S pozdéjSim objevem kmenovych
bunék, pfevdzné¢ embryonalni kmenové bunky i dospélé kmenové buiiky stavaji zdrojem
bunek pro TI. Pravé schopnost kmenovych bunék expandovat a diferencovat na pozadované
typy tkdné znich déla atraktivni zdroj bun€k pro aplikaci v tkdnovém inzenyrstvi bez
nutnosti autologni expanze bunécné linie in vitro (Petite et al. 2002; Shokeir, Harraz a El-

Din 2010).
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1.2.2.1 Kmenové buiiky

Kmenové bunky (SCs, anglického Stem Cells) maji, narozdil od zralych diferencovanych
bunék, schopnost proliferace, samoobnoveni a potencidlu diferenciace do rtznych linii,
a jsou proto povazovany za jeden z optimalnich zdroji bunék pro TI (Goessler, Hormann
a Riedel 2005). Kmenové bunky mohou byt pfimo injikovany do poskozeného mista, nebo
kultivovéany v kultivaéni lahvi a nasledné¢ konjugovany se scaffoldem pro regeneraci rany.
Dalsi moZznosti je jejich vyuziti jako soucést scaffoldu pro terapeutickém tcely (Mathew et
al. 2016). Podle zdroje 1ze SCs klasifikovat jako embryonalni kmenové butiky (ESCs) nebo
dosp€lé kmenové builkky (ASCs). Byla také vyvinuta dualezitd technika pro preménu
normalnich bun¢k na SCs k vytvoreni indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k

(iPSCs) (Howard et al. 2005).

Urceni atyp bunék SC lze charakterizovat podle vlastnosti totipotence, pluripotence

a multipotence (Obrazek ¢. 4).

O/
.
® -
.

Totipotentni kmenova bufika schopna
diferenciace na 3 zarodefné wrstvy
embrya i extraembryonalni tkané

Pluripotentni kmenova bufika schopna
diferenciace na 3 zarodefné vrstvy
embrya je odvozena z bunék vnitini
bunééné hmoty (ICM = inner cell mass,
embryoblast)

Blastocysta

Multipotentni  kmenova  buika
schopna diferenciace pouze na
blizce pfibuzné typy bunék

!

Dospéla tkan
(jatra, ledviny, tukova
tkan, ...)

&

Obrazek €. 4: Typy kmenovych bunék (upraveno podle Shokeir, Harraz a El-Din 2010)
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Totipotence je pojem vyjadiujici schopnost jedné bunky vytvorit jakykoli typ
diferencované buiiky v organismu, v¢etné extraembryonalni tkdné. Kazda totipotentni buiitka
obsahuje kompletni genetickou informaci pro cely organismus ama tuto jedinecnou
schopnost diferenciace. Pluripotence je schopnost diferenciace do mnoha bunécnych typi
predstavujici vSechny tii zdrodecné vrstvy, s vyjimkou trofoblastu. Pluripotentni jsou rané
buiky zarodku ve stadiu blastocysty, tzv. embryonalni kmenové bunky. Uméle piipravené
bunky, které se jim do jisté miry vyrovnaji, se oznacuji jako indukované pluripotentni
kmenové buniky. Specidlnim ptipadem pluripotence je multipotence. Je to schopnost
kmenové bunky diferencovat do mnoha bunéénych typi omezené na urcity typ tkané,

pfipadné na urcity organ (Shokeir, Harraz a E1-Din 2010).

Embryonalni kmenové buiiky jsou pluripotentni buiiky, které maji vysokou proliferativni
kapacitu a mohou byt expandovany béhem vice procesii pasdze ve srovnani s dospélymi
kmenovymi bunikami bez dosazeni starnuti (Wu a Elisseeff 2014).

ESCs buiiky jsou ziskany z oplodnénych vajic¢ek in vitro. Béhem vyvoje embrya obratlovcii
je jedna faze nazyvana blastocysta, kterd obsahuje oblast zvanou vnitini bunéénd hmota
(ICM). ICM je zdrojem ESCs, které jsou pluripotentni. ESCs buiika je schopna nepfietrzité
se délit bez diferenciace po dlouhou dobu v kultufe a je znamo, Ze je schopna vyvinout se
na buiky a tkané tfi primarnich zarodecnych vrstev. ESCs se tedy mohou diferencovat na
buiiky ektodermu, endodermu nebo mezodermu. Vzhledem ke svému potencidlu prakticky
se diferencovat na vSechny typy lidskych bun¢k je tedy embryondlni kmenova buika
vyhodnym zdrojem zarode¢nych bunck pro TI (Liu a Cao 2019; Larroche et al. 2007).
PouZivani embryonalnich kmenovych bunck ve vyzkumu bylo pfedmétem kontroverze kvili
etickym obavdm ohledné¢ jejich ziskani. Tato zranitelnost vii¢i etickym a politickym tlakiim

bohuzel brani vyzkumu vyuZzivajicimu embryonélni kmenové buniky (Wu a Elisseeff 2014).

Dospélé kmenové buitky (ASCs) jsou alternativou k pouziti ESC v tkanovém inzenyrstvi,
protoze jejich izolace nevyZzaduje destrukci embrya. Podle definice jsou ASCs povazovany
za nediferencované buiky, které sidli mezi diferencovanymi buitkami v tkéani nebo orgéanu.
ASCs se mohou samy obnovit a jsou schopny rozlisit a vytvaret hlavni specializované typy
tkani nebo organti. Jejich hlavni ulohou je udrzovat stav tkani v pfipadé zranéni nebo
poskozeni zpusobeného nemoci a podporovat opravu tkani (Tuan, Boland a Tuli 2003).
ASCs lze nalézt v mnoha tkénich, véetné mozku, kostni diené, periferni krve, krevnich cév,

kosterniho svalu, kiize, zubt, srdce, stfeva, jater, epitelu vajecnikii a varlat (Liu a Cao 2019).


https://www.cswiki.cz/wiki/Blastocysta
https://www.cswiki.cz/wiki/Indukovan%C3%A1_pluripotentn%C3%AD_kmenov%C3%A1_bu%C5%88ka
https://www.cswiki.cz/wiki/Indukovan%C3%A1_pluripotentn%C3%AD_kmenov%C3%A1_bu%C5%88ka
https://www.cswiki.cz/wiki/Multipotence
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Dospélé kmenové bunky Ize rozdélit do nékolika skupin:

1. Hematopoetické kmenové bunky (HSCs), které mohou v téle tvofit vSechny typy
krevnich bunék.

2. Mezenchymalni kmenové buniky (MSCs), které jsou schopny diferenciace na mnoho
typit mezenchymalnich bunék, napf. osteoblasty, chondrocyty a adipocyty. Tyto
diferencované bunky jsou schopny opravit nebo regenerovat tkan¢ kosti, chrupavek
nebo tukové tkané.

3. Tkanové progenitorové buiitky (MAPCs), rozliSujici se podle bunéénych typt tkéni,
ve kterych se nachazeji. (Rosenzweig 2003; Liu a Cao 2019).

ASCs maji dilezité vlastnosti, diky nimz jsou vhodné pro regenerativni medicinu. Snadno
se kultivuji in vitro a maji vysokou miru proliferace. Hlavnim rozdilem ASCs od ESCs je,
ze jsou multipotentni, a ne pluripotentni jako ESCs. To omezuje pouziti ASCs, protoze

diferenciace téchto bunék je jiz vazana na specifické bunécné linie (Larroche et al. 2007).

V roce 2006 védci zjistili, Ze je mozné primét dospelé somatické buiky k navratu zpét do
embryonalniho stavu genetickym pieprogramovanim bun¢k tak, aby exprimovaly
transkripcni faktory Oct3/4, Sox 2 a KIf4 (Wu a Elisseeff 2014). Buiiky exprimujici tyto
faktory vykazovaly klicové charakteristiky pluripotence embryonélnich kmenovych bunék
a prokazaly schopnost diferenciace na buniky vSech tii zarodecnych vrstev. Timto je mozné
ziskat tzv. indukované pluripotentni kmenové bunky. iPSCs maji molekularni charakter
a morfologii, kterd se podoba ESCs, atedy stejné¢ jako u ESCs mohou byt vedeny
k diferenciaci na pozadovany typ buiiky (Takahashi a Yamanaka 2006). Pomoci iPSCs,
které tak mohou byt pouzity jako bunécny zdroj, Ize predejit etickym problémim souvisejici

se samotnym pouziti embryonalnich kmenovych bun¢k ve vyzkumu (Wu a Elisseeff 2014).

1.2.3 Proliferace, diferenciace bunék a jejich vyuziti v tkanovém inZenyrstvi

Obecné lze UCinnost bunécnych kultur posuzovat na zikladé rychlého dosaZeni
konfluence v kultiva¢ni nadob¢€, nebo pifimo na scaffoldu. MoZnym omezenim pii pouZiti
technik regenerativni mediciny zaloZenych na kultivaci bunc¢k pii nahrazeni organl je
obtiznost rustu specifickych typt bunék ve vétsim mnozstvi. Rist bunék, expanze in vitro

a regeneracni kapacita bun¢k mtze byt slozitd (Atala 2007).

Zivotni cyklus buniky v zasad¢ sestava z interfaze, ktera se 1i$i v délce a zavislosti na typu

buniky a poté relativné konstantni faze mitdzy a cytokineze. Samotnd proliferace neni
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regulovana pouze na urovni organu, ale také na tkanové a bunééné urovni. Kazdy typicky
druh tkan€ poté vykazuje rtizné stupné proliferace.

Pii sestaveni ume¢lé tkané v podminkach in vitro je nutné zohlednit pfirozené regulacni
mechanismy pro kontrolu bunécéné proliferace. Zvysené proliferace 1ze dosdhnout pfidanim
fetadlniho séra nebo ristovych faktort do kultivatniho média. Diky tomu dochézi
k rychlej$imu pfesunu kultivovanych bunck zjedné mitézy do druhé, aniz by zistaly
v procesu interfaze. Za takovych podminek 1ze dnes mnozit vétSinu typt bunék pouzivanych
v tkdnovém inzenyrstvi. Podminky kultivace jsou udrzovany béhem celého experimentu
a bunky jsou neprietrzit¢ pohanény z jedné mitézy do druhé, aniz by zlstavaly v mezifazi.
V takovych experimentech je vSak opomijeno, ze bunky v intaktnim orgdnu mohou
exprimovat pouze specifické funkce, zatimco jsou zastaveny v mezifazi. V zavislosti na
druhu a organu mtze do bunééného cyklu vstoupit fada diferencovanych typii bunék. To lze
pozorovat pii piipravé primarnich kultur téchto bunék.

Mitoza a interfaze nejsou paralelni, ale postupné udélosti v bufice. D¢lici se buiika tak mtize
udrZovat pouze minimalni stupen tkanové specifické diferenciace. Pro umélé generovani
diferencované tkan€ musi po fazi mitoézy dojit ke stimulaci, kterd nasleduje v pfechod od
proliferace k diferenciaci a faze, ve které je diferenciace udrZzovana (Strehl er al. 2002;
Minuth et al. 1999).

Zrani tkani in vivo a koneckonct in vitro je komplikovany dg&j. Ustiednim aspektem ve
vyvoji funkéni tkan€ je vzdjemna interakce kontroly mitdzy a nastupem termindlni
diferenciace. Hlavni roli v tomto procesu hraji mitogenem aktivované proteinové kindzy
(MAP kinazy) aproteinové fosfatdzy. Proliferaci lze regulovat extracelularni matrix,
morfogennimi faktory a fyziologickymi parametry. Nejsou ale zndmy morfogenni vlivy
iniciujici diferenciaci zastavenim mitdzy ¢i mechanismy fidici vyvoj funkénich tkani
(Whitmarsh a Davis 2000).

Kli¢ovou tlohu pro oblast u¢inného tkadnového inZenyrstvi je prostiedi, které umoziuje
buiikam fungovat stejn¢ jako v pfirozené tkdni. Takové prostiedi by mélo napodobovat
prostiedi in vivo mechanickymi a chemickymi vlastnostmi materialu. Tkaiiovy nosi¢ bunék
(scaffold) obvykle slouzi k nasledujicim ucelim a to: k pfipojeni bunck a jejich mozné
migrace; k uchovavani biochemickych faktort; jako porézni prostiedi pro ptfimétenou diftizi
zivin, exprimovanych produktt a odpadu a zabezpecuje mechanickou tuhost nebo flexibilitu

(Bertiaume, Maguire a Yarmush 2011).
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Takovy tkanovy nosi¢ tedy funguje jako templat pro tvorbu tkané a je obvykle naockovan
buikami (pfilezitostné rustovymi faktory), nebo je vystaven biofyzikalnim podnétim ve
form¢ bioreaktoru — zafizeni nebo systém, ktery aplikuje rtizné typy mechanickych nebo
chemickych podnéth na bunky. Tkanovy nosi¢ naockovan buiikami je mozné kultivovat in
vitro pro syntézu tkani a jejich naslednou implantaci na nebo ptimo do poskozené¢ho mista,

kdy je indukovana regenerace tkani nebo organt in vivo (O'Brien 2011).

Ve srovnani s plivodni biologickou tkéani, kterd zahrnuje koordinaci mezi bunikami,
extracelularni matrix a signalizaénim systémem, potiebuje systém tkdnového inzenyrstvi
také lepsi interakci mezi bunkami, scaffoldem a signalnimi molekulami. Takto vytvofena
kombinace tkanového nosice, ptisobiciho jako templat pro tvorbu tkdn¢ a umoznéni migrace,
pfilnuti a produkce tkan¢, implantovanych bunck a bunéénych signéli, poskytovanych
chemickymi a ristovymi faktory nebo fyzicky bioreaktorem, je ¢asto ozna¢ovana jako triada

tkanového inzenyrstvi (Obrazek €. 5) (O'Brien 2011; Mathew et al. 2016).

Biomaterial

Scaffold

/Tkér'lové

\ inzenyrstvi
. Y R@-.,
Bunécny faktory |

material .
Bioreaktor

Obrazek ¢. 5: Tridda tkanového inZenyrstvi (upraveno podle O'Brien 2011)
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2 SCAFFOLDY A JEJICH VLASTNOSTI

Mezi hlavni Cast pro triadu tkanového inzenyrstvi patii tkanovy nosic¢ — scaffold, ktery
poskytuje podporu, imobilizaci bun¢k v disledku poréznosti materidlu, umoznuje také
udrzeni a stabilizaci in vivo, coz je nezbytné pro uspéSnou a ucinnou regeneraci tkané.
Scaffoldy mohou slouzit jako samotné bunééné systémy nebo nosi¢e bunéénych systémi

a I1éka (Eltom, Zhong a Muhammad 2019; Zurina et al. 2020).

Uspé&sna aplikace scaffoldu v tkaovém inzenyrstvi zavisi na mnoha faktorech, mezi néz
fadime biokompatibilitu, biologickou rozlozitelnost nebo odolnost, mechanické a chemické
vlastnosti, architekturu scaffoldu ¢i proces vyrobni technologie (Bruzauskaité et al. 2016).
Vytvotené vlastnosti scaffoldu zavisi na typu tkané, jez je potieba opravit. Jedna se
pfedevsim o rozd¢€leni na tkané tvrdé a mekké. Taktéz potiebné vlastnosti scaffoldu by mély
byt navrzeny pro konkrétni aplikaci v zavislosti na anatomickém umisténi, véku pacienta,

zavaznost traumatu a dalSich patologickych stavii (Eltom et. al. 2019).

Pfipevnéni a migrace bunck je zakladni soucésti tvorby nebo regenerace tkané a je
ovlivilovano intraceluldrnimi signdly, vazby intercelularniho a extracelularniho charakteru
pro skupiny membranovych receptorl integrin — integrin regulujici interakce ve formé
buiika — buiika nebo buiika — extracelularni matrix (ECM). Lokalni a ¢aste¢na adheze bunck
k riznym povrchiim scaffoldu je dllezitd pro iniciaci riznych signald, které dale stimuluji

bunécnou proliferaci a diferenciaci (Bruzauskaité et al. 2016).

2.1 Pozadované vlastnosti scaffoldu

Scaffold je nedilnou soucésti tkdnového inzenyrstvi. Idealni scaffold definujeme jako
trojrozmérnou strukturu, poskytujici poc¢ate¢ni podporu pro buiiky ana jejimz povrchu
1uvnitf struktury musi builky pfilnout, proliferovat, diferencovat a produkovat ECM
(Agrawal a Ray 2001). Pro spravné a pokrocilé, sofistikované funkce musi scaffold aktivné
interagovat s hostitelskymi bunikami, pfenaset signaly uZite¢né pro jejich riist a vyZzivu a také
by se m¢lo jednat o systém s vice neZ pouhou mechanickou podporou. Z tohoto dlivodu musi
tedy scaffold vykazovat velmi specifické vlastnosti souvisejici s vlastnostmi tkané, kterd ma
byt regenerovana (Garg et al. 2012). Mezi dilezité vlastnosti pro idealni material scaffoldu
zahrnujeme biokompatibilitu, biodegradabilitu, mechanické vlastnosti a plasticitu materialu,
vhodnou porézni strukturu a také schopnost interakce s bunéénym povrchem, aby mohl
fadné vykonavat své funkce (Liu a Cao 2019). Vlastnost topografie a chemie povrchu

scaffoldu — smacivost, mekkost, tuhost, drsnost, mikrostruktura — porovitost, velikost a tvar
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p6rt, propojeni, mérna plocha povrchu a mechanické vlastnosti vyznamné ovlivituji chovani
bun¢k v ramci adheze, ristu a diferenciace a také ovliviiuji biologické aktivity scaffoldu
pouzivanych pro in vivo regeneracni aplikace tkéani, jako jsou chrupavky, kize a periferni

nervy (Chan a Leong 2011).

2.1.1 Biokompatibilita

Scaffold je biokompatibilni, pokud mize byt implantovan do lidského tcla, aniz by
vyvolal jakoukoli radikdlni zménu v intenzité a trvani optimalniho procesu hojeni ran
a zaroven nevyvolal Zaddnou jinou nezadouci lokalni nebo systémovou reakci v téle ptijemce
(Mikos et al. 1998).

Biokompatibilita je prvnim kritériem jakéhokoli scaffoldu pro TI, kterou musi scaffold
spliiovat. Kromé¢ obecnych pozadavkli na biomateridl, jako je jeho netoxi¢nost,
nekarcinogenni a nezanétlivy charakter, musi samotny scaffold podporovat pfilnuti bunék,
jejich normalni funkci a migraci na povrchu a néaslednou proliferaci a diferenciaci. Scaffold
by tedy mél poskytovat podporu béhem in vitro kultivace a in vivo implantace.

Se samotnou biokompatibilitou mizZe také souviset i bioaktivita scaffoldu, kdy scaffold
muze aktivn€ interagovat s bunéénymi slozkami nahrazované tkané tak, aby usnadnily
aregulovaly jeji ¢innost. Biomateridl mize zahrnovat interakci biologickych signald, jako
jsou bunécéné adhezivni ligandy nebo fyzikalni signaly — topografie ovliviiujici morfologii
a zarovnani bun¢k (Liu a Cao 2019; O’'Brien 2011; Chen, Ushida a Tateishi 2002). Tkanovy
nosi¢ lze také vyuzit jako dodavaci vehikulum nebo rezervoar pro signaly exogenniho
puvodu stimulujici riist, nebo pro urychleni regenerace. V tomto piipad¢ vSak musi byt
takovy biomateridly kompatibilni s biomolekulami a pfistupny technice enkapsulaci slouZzici
k fizenému uvoliovani biomolekul se zachovanou biologickou aktivitou. Pfikladem mohou
byt hydrogely, které jsou syntetizovany kovalentnim nebo iontovym zesiténim a mohou
zachycovat proteiny, jenz nasledné lze uvolnovat mechanismem fizenym bobtnanim

hydrogeld. (Chan a Leong 2008; Berger et al. 2004).

Povaha scaffoldu, tj. jeho slozeni, povrchovy néboj, drsnost, porozita a biodegradabilita,
vyznamné ovliviiuje moznou zanétlivou reakci, stejné jako rozsah incize provedené pro
implantaci. S tim souvisi také velikost atvar implantitu. Po implantaci nesmi také
konstrukce scaffoldu vyvolat imunitni reakci a vznik zanétlivého procesu, coz by mohlo poté
zpusobit snizeni hojeni nebo UpIné odmitnuti nahrazované ¢asti hostitelskym télem. Také
samotny material (polymer) nebo jeho vedlejsi produkty rozkladu nesmi vyvolat toxicitu

nebo zanétlivou reakci. Spravné biologicky kompatibilni a rozlozitelny scaffold umozni
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vyménu tkané, aniz by vyvolal jakoukoli tvorbu vldknitych kapsuli. Biologicky
nekompatibilni scaffold je tedy toxicky pro hostitelskou tkan a miize zpisobit jiz zminéné
odmitnuti a smrt okolnich tkani.

Testy biologické kompatibility, slouzici ke stanoveni toxicity/netoxicity scaffoldu, jsou
proto povinnym piedbéznym krokem v procesu optimalizace scaffoldu. (O'Brien 2011;

Chen, Ushida a Tateishi 2002; Gervaso, Sannino a Peretti 2014).

Samotny pojem biokompatibilita je Siroce pouZivany termin, kdy ho poprvé definoval
v 80. letech David F. Williams jako ,,schopnost materidlu vykonat v rdmci odpovidajici
reakce hostitele konkrétni aplikaci®. Nicméné je dulezité, aby biokompatibilita byla
posuzovana z hlediska pfesné situace, v niz je biomaterial pouzit. Schopnost materialu
biokompatibility je tedy spojena s danym typem materidlu a bude se liSit v zavislosti na
aplikaci. Dva disledky tohoto tvrzeni spocivaji v tom, Ze biokompatibilita neni vlastnosti
materidlu, ale biomateridlniho — hostitelského systému, a ze neexistuje nic jako univerzalni
biokompatibilni material (Williams 2011). V ramci vyuziti u vétSiny implantovatelnych
zafizeni je tfeba minimalizovat interakce mezi nimi a hostitelem a vétSina testli k urceni
biologické bezpecnosti produktil je zaloZena na potiebé ptiblizit se k chemické a biologické
inertnosti. (Ratner 2011).

Biokompatibilita scaffoldu nebo jiné matrice pro tkanového inzenyrstvi se tyka schopnosti
fungovat jako jakysi substrat, ktery bude podporovat vhodnou buné¢nou aktivitu, véetné
usnadnéni molekularnich a mechanickych signalizacnich systémi, za G¢elem optimalizace
regenerace tkang, aniz by doSlo k nezddoucim Uc¢inkiim mistni nebo systémové reakce

v ptipadném hostiteli (Williams 2008).

Avsak biomaterialy pouzivané pro tvorbu scaffoldu nejsou prvotné vnitiné kompatibilni
s fyziologickymi systémy, ani k tomu nebyly navrZzeny. Tkané€ lidského téla se navic
nevyvijeji tak, aby se neSkodné pfizplisobily biomateridlu. Existuje inherentni
nekompatibilita mezi témito dvéma kompartmenty — biomaterialem a tkani. Nicmén¢ lidské
télo mé vynikajici detekéni mechanismy, které snadno identifikuji cizi predméty. Tyto
mechanismy se pfirozené¢ vyvinuly, aby se vypotadaly s bakteriemi a viry, ale ¢asto jsou
schopny odklonit se k jakémukoli syntetickému materialu, ktery by mohl vniknout do téla
a ptipadnému biologického stresu, ktery miize pfi tomto procesu vzniknout. Zavedeni
biomaterialu do lidského téla obvykle ptedstavuje fyziologicky stresujici udalost a o¢ekava
se, ze télo bude mit urcitou adaptivni reakci (Williams 2017). Proto mozné paradigma

biokompatibility vychéazi z informace, Ze biomaterial scaffoldu je pevny objekt — imobilni,
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chemicky nereaktivni s fyziologickymi slozkami a Casem se méni. V tomto modelu je tkan
obecna — rtizny rozsah a individudlni charakteristika, tvorba bun€k a jejich extracelularni
matrice. Tkan sama o sobé vSak, na rozdil od vétSiny forem biomateridlu, poskytuje
dynamické prostiedi, ve kterém se buniky a jejich ECM v priibéhu ¢asu méni. V téchto
nejjednodussich podminkach se biokompatibilita systému tykd vlivu, ktery ma fyzicka
pritomnost materidlu na dynamickou odezvu slozek tkan¢. Tento vychozi bod poskytuje poté
prezentaci biomateridlu ve fyziologickému prostfedi v rliznych formach nebo v riiznych
situacich (Obrazek €. 6). Obecné paradigma biologické kompatibility miize shrnovat soubor
jevu, které tvoii pomyslny ramec biokompatibilnich cest, zaéinajici tfemi pocate¢nimi
disledky kontaktu mezi biomateridlem a fyziologickym prostiedim, nasleduji mozné
priklady ~ obecnych  u¢inkGi v kazdém  ztéchto tfi  pocateCnich  reakci
biomaterial — fyziologické prostfedi. AvSak existuje mnoho situaci a seznam piikladi, kde

se vyskytuji interakce mezi riznymi mechanismy (Williams 2017).

Minimalni uéinek ve v&tsiné pripada
Poéateéni dusledek kontaktu
s fyziologickym prostredim

Minimaini pfispévek k trombogenité

1. Absorbce makromolekul Reorganizace a vyvoj 3D extracelulamni matrix

Absorbce proteind a jejich viiv na chovani kmenovych bunék

Proteiny kritické pro moZnou internalizaci nanoéastic

Hlavni viiv na trombogenitu

Tuhost substratu ma viiv na chovani kmenovych bunék

[ 2. Porucha mechanického prostredi Hiavni vliv na rovnovahu mezi osteoblasty a osteoklasty

Hiavni kontrola endotelidinich odpovédi pomoci 3tépi

Pfispévky k internalizaci nanocastic

Fyziologické procesy souvisejici se streser
Zahajeni mezenchymaini transformace
3. Porucha fyziologického prostredi
Aktivace signalu poskozeni a zanétlivé reakce
Bunééna odezva na vznik 3D strukiur nanocastic

Obrazek €. 6: Obecné paradigma biokompatibility (upraveno podle Williams 2017)
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2.1.2 Biodegradabilita

Biodegradabilita neboli vhodna biologickd rozlozitelnost je schopnost scaffoldu po
vytvoreni tkané degradovat. Cilem tkanového inzenyrstvi je umoznit vlastnim buiikam téla
nahradit implantovany scaffold nebo jiny konstrukt. Proto scaffold a jiné nédhrady nejsou
zamysleny jako trvalé implantaty. Z tohoto divodu je tedy nutna biologicka rozlozitelnost,
aby bylo umoznéno bunkdm produkovat vlastni extracelularni matrici (Liu a Cao 2019;

O’Brien 2011).

Rychlost degradace materialu scaffoldu by méla odpovidat rychlosti riistu bunék, tvorbé
tkani a také by méla kontrolovatelna podle pozadavkl riznych typa tkani. To znamena, ze
scaffold by se mél degradovat tak, aby se nové tkani umoznilo snadné regenerovani
a obnoveni poSkozené oblasti. Scaffold nesmi vymizet ptili$ rychle, protoZze musi zarucovat
dualezitou pocatecni mechanickou podporu. Za ptedpokladu, Ze je degradace scaffoldu ptilis
pomala, miize byt ohrozena jeji kolonizace novou tkani. Dokonaly scaffold zistava tak
dlouho, dokud je jeho ptitomnost nutna pro kolonizaci bunék, proliferaci a diferenciaci, ale
na konci regenera¢niho procesu musi Uplné zmizet (Gervaso, Sannino a Peretti 2014).
Vedlejsi produkty této degradace nesmi byt toxické a zarovenn musi byt schopny opustit télo
bez interference s jinymi organy. Pro umoznéni degradace s tvorbou tkané je nutna zanétliva
odpoveéd’ spojena s fizenou infuzi buné€k, jako jsou makrofagy (Liu a Cao 2019; Brown et al.

2009).

2.1.3 Mechanické a chemické vlastnosti

Scaffold zajist'uje mechanickou i tvarovou stabilitu defektu tkdn€é. Mechanické vlastnosti
scaffoldu by se mély shodovat s vlastnostmi hostitelské tkané (Chan a Leong 2008). Je také
dalezité navrhnout scaffold stakovymi mechanickymi vlastnostmi, napf. napéti
a deformace, které napodobuji vlastnosti nahrazované tkdn¢ v bezprostiednim okoli oblasti

defektu (Sultana, Hassan a Mim Mim 2015).

Idealni scaffold by mélo byt mozné predem vyrobit do urcitého tvaru a zéroven zajistit
urcitou uroven mechanickych vlastnosti, aby scaffold mohl nahrazovat funkci tkan¢ pied
tim, nez mize byt tkan znovu vytvofena, pfeménéna a dostatecné regenerovana (Chan
a Leong 2008). Piestoze dokonalé¢ mechanické vlastnosti podobné vlastnostem cilové tkané
nejsou snadno dosazitelné, scaffold by mél byt schopen odolat manipulaci, tlakovému
a tahovému zatizeni vyskytujici se ve fyziologickém prostfedi. Pro pfesnéjsi urceni

mechanické vlastnosti scaffoldu musi byt vénovéana pozornost vybéru spravné mechanické
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zkousky, kdy samotné slozeni a funkce obnovujici se tkdn¢€, poskytuje znaky, jez pomohou
urcit vhodny test, tj. stlaeni nebo tah, teCeni nebo namahéni, statické nebo dynamické

vlastnosti (Gervaso, Sannino a Peretti 2014; Garg et al. 2012).

Vétsina scaffoldii obvykle sestdvd z materidlu na bazi polymerti, biokeramiky
a hybridnich material, at’ uz ptirodnich nebo umélych. S moznym zdrojem materidlu
pouzittho pro vyrobu scaffoldu se mohou vyskytnout problémy souvisejici
s biokompatibilitou, sloZzenim a rozkladnymi produkty. Také Siroka Skala materiald, jez jsou
hodnoceny pro vyrobu scaffoldu nemusi pfimo podporovat bunécny rlst v samotném
scaffoldu (Eltom, Zhong a Muhammad 2019). Nezbytna chemicka vlastnost povrchu
scaffoldu podporuje prilnuti bun€k, proliferaci a jejich diferenciaci. Je pravdépodobné, ze
v souvislosti s texturovanym povrchem scaffoldu mohou nastat zmény v chovéani bunék

zavislé prave na velikosti dané textury (Sultana, Hassan a Mim Mim 2015).

2.1.4 Trojrozmérna porézni struktura

Scaffold definujeme jako trojrozmérnou (3D), porézni a vzajemné propojenou strukturu,
kterd umoziuje jak bunécnou adhezi, tak tok biologické tekutiny pro podporu ristu tkani.
Na zakladé svych funkei je scaffold charakteristicky vyroben z biokompatibilnich a ¢asto
1 biologicky rozloZitelnych materidlti, jejichz tvar, velikost a geometrie — velikostni
a tvarové vzajemné propojeni port jsou definovany konkrétni aplikaci a pfizpisobeny podle
patologie (Idaszek et al. 2016). Ve skutecnosti je n€kolik specifikaci, které musi scaffold
splilovat, v€etn& schopnosti nést zate¢z chybgjici tkan€, dokud neni zcela obnovena, aby se

docililo adhezi bun¢k a toku Zivin (Pagano et al. 2020).

Samotna architektura scaffoldii pouzivanych pro TI ma zasadni vyznam. Scaffold by mél
mit vzdjemné propojenou strukturu port a vysokou porozitu, aby se zajistila penetrace bunék
a dostate¢na difuize zivin do buné€k uvnitt konstruktu a do extracelularni matrix vytvorené
témito bunikami. Porézni propojena struktura taktéZ umoziuje diftizi odpadnich produkti ze
scaffoldu, aby produkty degradace byly schopny opustit tkan bez interference s okolnimi
tkanémi a jinymi organy (O’Brien 2011; Ko, Milthorpe a McFarland 2007).

Dalsi klicovym faktorem je primérnad velikost port scaffoldu. Velikost port hraje
dilezitou roli v preziti a diferenciaci bunék. Por musi byt dostatecné velky, aby umoznil
bunikkdm proniknout do scaffoldu a kolonizovat celou trojrozmérnou strukturu. Zaroven
nesmi byt oblast poru piili§ velkd, protoze je nutné, aby scaffold zajistil dostatecnou

specifickou plochu povrchu, nezbytnou k zajisténi vazebného mista pro bunky. Idedlni
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velikost pori taktéz uzce souvisi s mistem regenerace a typem bunék, ktery maji byt pouzity.
Z tohoto hlediska nelze oznadit jedinou vhodnou velikost péri pro vSechny scaffoldy

tkanového inzenyrstvi (Gervaso, Sannino a Peretti 2016; Mikos et al. 1998).

V ramci vzajemného plusobeni bunky primarné interaguji se scaffoldem prostfednictvim
chemickych skupin — ligandii na povrchu materidlu. Naptiklad scaffold syntetizovany
z prirodnich extracelularnich materiald, jako je kolagen, tyto ligandy pfirozené vlastni ve
formé& vazebnych sekvenci Arg-Gly-Asp (RGD), zatimco scaffold vyrobeny ze syntetickych
materiali mohou vyzadovat umyslné zaclenéni téchto liganda skrze adsorpci proteinu. Pravé
hustota ligandu je ovlivnéna specifickou povrchovou plochou, tedy dostupnym povrchem
poru, ke kterému mohou buiiky ptilnout. Samotna adsorpce zavisi na sttedni velikosti port
ve scaffoldu. Dostatecnd velikost poru pro migraci bunc¢k do struktury a soucasna tvorba
vysoce specifického povrchu vede k minimélni hustoté ligandu, aby se umoznilo u¢inné
vazani kritického poctu bunék na scaffold. Navic scaffold pravé se zminénou vhodnou
velikosti poért zlepSuje migraci bunck, absorpci vody a také podporuje vysoky pienos

kysliku v celém scaffoldu (O'Brien 2011, Eltom, Zhong a Muhammad 2019).

Scaffold by mél poskytovat také dostatecny prostor a objem pro vaskularizaci — vznik
krevnich cév ve tkani a jeji mira prokrveni, tvorbu nové tkané€ a remodelaci, aby se usnadnila
integrace hostitelské tkané po implantaci. Biomateridly by tedy mély byt zpracovany
a vytvoreny s dostate¢nou porézni strukturou pro ucinny transport zivin a metabolitd, aniz
by vyznamné narusily mechanickou stabilitu samotného scaffoldu. (Chan a Leong 2008).
Biologicka tkan sama o sobé je sloZitd 3D struktura s jistymi mechanickymi funkcemi
spojenymi s charakteristikami transportniho sytému. Pro oblast tkdiiového inzenyrstvi je
tedy kritickym mistem omezit tuto strukturdlni sloZitost a funkci pouze na biologicke
scaffoldy poskytujici buiiky, proteiny a geny pro rekonstrukci tkan€. Biomateridly nemohou
dostatecné replikovat slozitd tkanova prostfedi, vcetné¢ danych typi bunék, interagujici
sriznymi cytokiny za vzniku extracelularnich matric v samotnych bunkéch

s hierarchickymi vlastnostmi a mechanickou funkci (Meyer et al. 2009).

2.1.5 Interakce buiika — povrch scaffoldu

Vhodné vlastnosti povrchu pro interakci scaffoldu a bun¢k jsou dulezité pro udrZeni
normalniho bunééného fenotypu nebo pro podporu diferenciace bunck, vcetné adheze

a rastu bunék (Liu a Cao 2019).
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V ptipadé, Ze buiky ulpivaji na povrchu scaffoldu, dochazi mezi buitkami a scaffoldem
k posloupnosti v ramci fyzikalné-chemickych reakci. Thned po zavedeni konstruktu do
organismu nebo po kontaktu s prostfedim bunécné kultury dochdzi k adsorpci proteint na
povrch scaffoldu. Tato adsorpce zprostiedkovava bunécnou adhezi poskytuje buiice signaly
prostfednictvim receptorii bunééné adheze, zejména integrinii. Buiikky poté mohou ulpivat
na povrchu scaffoldu a uvoliiovat aktivni slouceniny pro signalizaci, ukladani extracelularni
matrix, proliferaci a diferenciaci bunék. Interakce mezi buitkami a scaffoldem se nazyva

fokalni adheze (Chang a Wang 2011).

Z biomedicinského hlediska je bunka zakladni jednotkou biologického systému a kazdy
organismus sestavd z bunék. Toto prosttedi je obvykle v rozsahu mikrometrd. Ve
skute€nosti jsou vSak samotnymi molekularnimi stavebnimi bloky proteiny, lipidy,
sacharidy anukleové kyseliny, vSechny struktury v nanometrovém méfitku (Becker,
Kleinsmith a Hardin 2006). Interakce mezi strukturami v buiice zajist'uji pravé proteiny,
které rozhoduji o fizeni riznych bunéénych funkci — proliferace, migrace a produkce ECM
(Obrazek ¢. 7). Navic jsou to proteiny, které vyznamné ovliviluji fyzikalni a chemické
procesy a ovliviiuji chovani buiiky v kontaktu s povrchem struktury. To znamend v ptipade¢,
ze biomaterial/scaffold ptijde do kontaktu s vnitinim prostfedim téla, proteiny se spontanné
adsorbuji na povrch scaffoldu. To ma za nasledek vytvotfeni povrchové vazané proteinové
vrstvy, kterd se béhem nasledného piipojeni bun€k zprostiedkovavd mezi povrchem

biomaterialu a receptory bunééného povrchu.

T T —

K Proliferace buriky Ristovy faktor —l

Z Extracelularni matrix (ECM)

Obrazek ¢. 7: Schéma bunécného prostredi (upraveno podle Le et al. 2013)
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Kromeé toho adsorpce proteinti a adheze bunék je slozity proces ovlivnény mnoha aspekty,
mezi né¢Z zahrnujeme chovani bunck, vlastnosti povrchu materidlu a faktory prostiedi.
Vlastnosti povrchu materialu zahrnuji sméacitelnost, povrchovy naboj, drsnost a mékkost,

chemické slozeni (Chang a Wang 2011; Le et al. 2013).

Smaécitelnost (obecné oznacovana jako hydrofobicita/hydrofilnost) je jednim z dulezitych
parametrii ovliviiyjicich biologickou odezvu na implantovany scaffold. Hydrofobicita
povrchu miize byt stanovena métenim kontaktniho thlu prostfednictvim vodni kapky na
povrchu. Cim je kontaktni uhel mensi, tim je povrch hydrofilngjsi. Obecné lze Fict, Ze buiiky
preferuji hydrofilni povrch (Goddard a Hotchkiss 2007). Taktéz rtznd chovani bunck
souvisejici s hydrofobicitou mize byt zprostfedkovana absorpci proteind, protoze smacivost
povrchu modifikuje uspotadani a mnozstvi molekul adherovanych bunék. Taktéz ovliviuji
adhezi/aktivaci krevnich desticek, koagulaci krve nebo adhezi bakterii. Pozorovani tykajici
se ucinkd smacivosti povrchu na adhezi proteinti vSak neni konzistentni. Hydrofobni
povrchy maji tendenci adsorbovat vice proteinti, zatimco hydrofilni povrchy maji tendenci
odolavat adsorpci proteini (Xu a Siedlecki 2007). Bunécné adheze na povrch materidlu
vyzaduje fadu cytoplazmatickych, transmembralnich a extracelularnich proteini, které se
shromazd’uji do stabilnich kontaktnich mist. Chovani buné¢né adheze je spojeno s adsorpci
na povrch materidlu séra aproteini ECM. Mnoho proteind, véetné imunoglobulind,
vitronektinu, fibrinogenu a fibronektinu, se adsorbuje na povrch implantatu ihned po
kontaktu s fyziologickymi tekutinami a moduluje nasledné zanétlivé reakce. Pro ptiklad lze
uvést adsorbované adhezivni proteiny zprostfedkovavajici pfipojeni a aktivaci neutrofild,

makrofagi a dalSich zanétlivych bunck (Chang a Wang 2011).

Topografie — drsnost povrchu materidlu je dalSim dalezitym faktorem ovliviujicim
pfilnavost a chovani bun¢k. Tento faktor mé ptimy vliv na buné€nou morfologii, proliferaci
a fenotypovou expresi. Pfikladem miize byt kultivace bun¢k na mikroporéznich povrsich,
kdy jejich genova exprese stimulovala diferenciaci ve srovnani s buitkami rostoucimi na
hladkych povrsich. V zavislosti na métitku nepravidelnosti povrchu materialu lze drsnost
povrchu rozdélit na rozméry: makro (100 pm—1 mm), mikro (100 nm—100 pm) a nano (méné
nez 100 nm), kazda se svym specifickym vlivem. Reakce bun¢k na drsnost se 1i$i v zavislosti
na typu bunky. Taktéz vlastnost tuhosti scaffoldu je dilezitym faktorem. Uchyceni,
proliferace a diferenciace bun€k jsou modulovany rigiditou substratu do stupné zavislého na

tuhosti substratu ve vztahu k tuhosti nativni tkané€. Na rozhrani tkan — scaffold mohou buiiky
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aktivné modifikovat povrchy implantati a ménit tuhost mikroprostiedi svych nebo jinych

bun¢k (Chang a Wang 2011, Marquez et al. 2006).

2.1.6 Sterilizace a vyroba

Aby se zabranilo jakékoli kontaminaci nebo infekci, musi byt scaffold mozné sterilizovat.
Idealni material musi byt odolny minimalné na jeden typ sterilizace, aniz by to ovlivnilo jeho
vlastnosti. Biologicky rozlozitelny scaffold je pouzit pro Siroké aplikace v tkdnovém
inzenyrstvi, avSak mozna kontaminace spojend s pouzivanim scaffoldu in vivo riznymi
mikrobiologickymi kontaminanty musi byt odstranéna pomoci steriliza¢nich technik jako je
teplo, chemikalie, ozafeni a dal$i. Sterilizace je proces, pii kterém se v daném prostiedi
usmrti vSechny zivotaschopné mikroorganismy, vcetné bakterii, kvasinek a virt. Pfi
sterilizaci biologicky rozlozitelného scaffoldu musi byt zvolena takova sterilizacni technika,
kterd zachovéava strukturdlni a biochemické vlastnosti scaffoldu a zajisti se tak dany
zamysleny ucel i po sterilizaci. Mezi standardni steriliza¢ni techniky pouzivané v klinickych
podminkach patii chemicka sterilizace za pomoci ethylenoxidu (EtO), ozafovani — gama
zateni, sterilizace teplem, plazma a nov¢jsi techniky zahrnujici lyofilizaci nebo superkriticky

oxid uhlic¢ity (sCO2) (Gilson, Moon a Lee 2007, Dai et al. 2016).

Pro vyrobu scaffoldu ve vétSim méfitku pro praktické aplikace je obecné zapotiebi
nizkych néakladii a snadnosti vyroby (Liu a Cao 2019). Pro klinicky 1 komeréné dostupnou
konkrétni konstrukci scaffoldu je z efektivniho hlediska nejidedlnéjsi rozSiteni vyroby
z jednoho kusu ve vyzkumné laboratofi na malosériovou vyrobu. Dal§im klicovym faktorem
pro spravné provedeni mozné implantace je dodani produktu a zpiistupnéni klinickému
1ékafti pro transportovani, skladovani a samotny zakrok. Tim se rozumi, jakym zplisobem se
bude zachdzet s produktem ajak bude ulozen tkanovy konstrukt nebo scaffold. Jako
vyhodnéj$i variantu bereme dostupnost vytvoifeného konstruktu bez potieby dalSich
chirurgickych zakrokd, aby se butiky mohly odebrat pfed implantaci pouze nékolik tydnti ze
samotné kultivace in vitro. U nékterych typi tkani to vSak neni mozné a je nutné provést

celkovy proces in vitro tkanového inzenyrstvi (Hollister 2009, O'Brien 2011).
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2.2 Biomaterialy

Jednim z dilezitych kroka pti vyrobé scaffoldu schopného podpofit regeneraci tkan¢ pro
jeji obnovu, je vybér materidlu. V zavislosti na umisténi tkané, kterd je tfeba nahradit
v lidském téle, volime nezbytné vlastnosti pro vyrobu scaffoldu (Gervaso, Sannino
a Peretti 2014). Na prvni konferenci Evropské spolecnosti pro biomateridly (European
Society for Biomaterials, ESB) vroce 1976 byl biomaterial definovan jako
»,hezivotaschopny materidl pouzivany v lékafském odvétvi, urceny k interakci
s biologickymi systémy*‘; poté byla definice zménéna a soucasné podle ESB je biomaterial
oznacovan jako ,materidl uréeny k propojeni s biologickymi systémy za ucelem
vyhodnoceni, oSetfeni, rozsifeni nebo nahrazeni jakékoli tkané€, organu nebo funkce téla®.
Biomateridly se tedy posunuly od pouhé interakce s télem k ovliviiovani biologickych
procesti smérem k regeneraci tkané (O'Brien 2011).

Pro tvorbu scaffoldu, jako prosttedi pro bunécnou kulturu, je pouzivano mnoho
biomateriali alze je rozdélit do Etyf hlavnich kategorii: pfirodni polymery, syntetické
polymery, biokeramika a kompozity. Kazda tfida pfedstavuje vyhody a nevyhody, které
musi byt brany v uvahu ve vztahu k aplikaci (Garg et al. 2012; Gervaso, Sannino a Peretti

2014).

V soucasné dobé existuje vice nez 100 rlznych tiid biomaterialti pro klinické pouZziti
a dali jsou v pokrocilém stavu testovani pro jejich pfipadné pouziti. Tyto biomateridly
mohou mit Siroké spektrum chemickych, mechanickych, fyzikéalnich a biologickych
vlastnosti (Tabulka ¢. 1), ataké jejich morfologie vykazuje Siroky rozsah vyuZiti
v hostitelské tkani (Tabulka ¢. 2). Rozsah tkanovych oddild a kompartmentt, se kterymi
ptichazi scaffold do styku, mohou byt: pevna tkan nebo organ in vivo, kardiovaskularni
systém in vivo, nervovy systém in vivo, smyslové organy in vivo, tubularni systém,
vylucovaci soustava in vivo, kiize a sliznice, nebo ex vivo bioreaktor a systém bunécné
kultury, mimotélni obc¢hovy systém. K dal§im charakteristikdm ovliviiujicim pouziti
biomaterial jsou mozné variace, zpisobené klinickymi dovednostmi a faktory specifickymi
pro pacienta a to: vék, pohlavi, zdravotni stav, uzivané léky, zivotni styl a dal§i. Mozné
problémy mohou také nastat béhem porovnavani udaji test in vitro ana zvifecich
modelech, kdy v pfipadé vyuziti u lidi se miize ocekévat mozné nedosazeni komplexniho

popisu mechanismu biokompatibility (Williams 2017).
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Tabulka €. 1: Charakteristika a vlastnosti biomateridli (upraveno podle Williams 2017)

Chemicka povaha biomaterialu

Kov
(Cisty kov, slitina, ...)
Polymer
(synteticky, biopolymer, ...)
Keramika
(oxidy, fosfaty, ...)

Uhlikové struktury
(krystalické, amorfni, nanostrukturované,

)

Kompozity

Upravené biologické komponenty

Mechanické vlastnosti biomaterialu

Pruzny modul
Elasticky limit
Tvrdost
Kujnost

Sila materialu

Fyzikalni vlastnosti biomaterialu

Elektricky
Opto-elektronicky

Magneticky

Biologické vlastnosti biomaterialu

Biostabilita
Biodegradabilita
Biologicka vstfebatelnost
Propustnost

Cytotoxicita

kompatibilitu.

Seznam shrnuje hlavni skupiny materiald a vlastnosti, které mohou ovlivnit biologickou
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Tabulka €. 2: Morfologie komponent biomaterialt (upraveno podle Williams 2017)

Mozna morfologie tvari

Pevna makroskopicka struktura

Pevna struktura s mikroskopickou topografii
Pevna struktura s nanometrickou topografii
Pevna struktura s poréznim povrchem
Pevna porézni struktura

Makroskopicka sit’

Homogenni gel

Heterogenni nanostrukturovany gel
Mikrocastice

Tenk4 nebo dutad vldknitd membrana

2.2.1 Prirodni polymery

Ptirodni polymery, jak naznacuje jejich nézev, jsou odvozeny z piirodnich zdrojui. Tyto
polymery jsou nejpouzivanéj$imi materidly pro vyrobu scaffoldi ptfedevSim pro jejich
biokompatibilni a biodegradabilni charakteristiku. Lze je snadno modifikovat, degradovat,
nejsou toxické. Biopolymery také mohou fungovat na biologicky molekularni irovni, nejen
na makroskopické. Mohou 1 absorbovat in vivo enzymy ptirozen¢ se vyskytujici v lidském
téle (Gervaso, Sannino a Peretti 2014; Oladeji, Lasisi a Sunday 2012). Polymery
z ptirodnich zdrojl jsou uzite¢né jako biomaterialy, vzhledem k jejich podobnosti s jinymi
polymernimi ¢astmi extraceluldrni matrice v lidském téle. Takové biopolymery maji Siroké
uplatnéni jako implantovatelné biomaterialy, nosice nebo scaffold pro TI (Reis et al. 2008).
Mezi hlavnim problémy fadime imunologickou reakci, kdy imunitni systém téla rozpozna
cizi material a reaguje na n¢j. Pfirodni materialy maji také vysokou pfirozenou variabilitu

vvvvvvvvvv

(Oladeji, Lasisi a Sunday 2012).

Ptirodni polymery se obvykle skladdaji z polymerni sité, kterd mize obsahovat az 99 %
obsahu vody. Ve vysledku se obvykle oznacuji jako hydrogely a jejich bobtnavost ve vodé

jim umoziuje vystavovat prostiedi, které se podoba vysoce hydratovanému stavu piirodnich
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tkani. Pfirodni polymery jsou velmi atraktivni pravé pro tvorbu scaffoldu ve forme
hydrogeld, i kdyz se vyznacuji variaci i zhorSenymi mechanickymi vlastnostmi (Ratner

a Bryant 2004).

Ptirodni polymery pochazeji hlavné ze zivocisnych zdroji, ale jsou vyuzivany rostlinné
zdroje. Mezi zivo€isné polymery muzeme zafadit kolagen, zelatinu, hedvabi a chitosan.
Potencialni vyuziti polymert rostlinného ptivodu pro vyrobu scaffoldu je celul6za, alginat,

agaroza a Skrob (Gervaso, Sannino a Peretti 2014).

2.2.2 Syntetické polymery

Vzhledem ke své vhodné mechanické pevnosti, reprodukovatelnym mechanickym

a chemickym vlastnostem a také kontrolovatelné rychlosti biodegradability, jsou syntetické
polymery také Siroce pouzivany pfi ptipraveé scaffoldi.
Syntetické polymery lze rozdélit do dvou kategorii a to na: 1. biologicky odbouratelné, jako
je kyselina poly(glykolovd) (PGA), poly(mlé¢nd) (PLA) ajejich kopolymery,
poly(ethylenglykol) (PEG), poly(kaprolakton) (PCL) a 2: biologicky nerozlozitelné, kam
fadime polyvinylalkohol (PVA), polyhydroxyethymethakrylat (PHEMA) a poly(N-
isopropylakrylamid) (PNIPA), polyakrylova kyselina (PAA) (Liu, Holzwarth a Ma 2012).
Chemické struktury vybranych syntetickych polymerti jsou naznaceny na Obrazku ¢. 8.

Jak jiZ bylo zminéno, prvnim pozadavkem jakéhokoli biomaterialu je biokompatibilita.
Syntetické polymery jako je pravé PEG nebo PEO s vysokou molekulovou hmotnosti
vykazuji tuto vlastnost a maji licenci v ramci institutu Ufadu pro kontrolu potravin a 16¢iv
(FDA — Food and Drug Administration). PEG, PEO jsou extrémné hydrofilni polymery
s vynikajici rozpustnosti v fad¢ rozpoustédel a vysokou mobilitou roztoku. Pouzivaji se ve
velké mife v tkdlovém inzenyrstvi, zejména jako slozka hydrogelt diky své schopnosti
nasavat vodu. Rovnéz se vyuzivd PVA, PAA ajeji derivaty (PHEMA). AvSak pouZiti
nerozloZitelnych syntetickych polymert je omezeno na permanentni implantaty (chemicky
upraveny — zavedeni esterovych vazeb) nebo na ¢asti o nizké stfedni moldrni hmotnosti

polymeru, aby byla zaji$téna eliminace z téla (Place et al. 2008).

U skupiny biologicky odbouratelnych syntetickych polymeri je fada vyhod oproti jinym
materidlim pro vyvoj scaffoldd. Mezi hlavni vyhody patii schopnost ptizplsobit
mechanické vlastnosti a kinetiku degradace tak, aby vyhovovaly riznym aplikacim. Cilem
je implantovat scaffold, ktery mize pretrvavat v robustnim stavu po dostatecné dlouhou

dobu, aby umoznil tvorbu nové tkané, ale nakonec se rozlozil a byl nahrazen tkani.
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Syntetické polymery Ize vyrobit navic do rtiznych tvarti s pozadovanymi morfologickymi
vlastnostmi vcetn¢ port, které napomahaji ristu tkang. Déale mohou byt tyto polymery
navrzeny s chemickymi funkénimi skupinami, které mohou indukovat rist tkéné
(Gunatillake a Adhikari 2003). Polyestery — PLA, PGA, PCL se odbouravaji hydrolyzou,
anakonec uvoliuji oligomery nebo monomery, které se ptivadéji do pfirozenych
metabolickych cest. Tyto polymery jsou vSak hydrofobni, coz mize byt pfi aplikacich
regenerace tkani nevyhodné kvili Spatnému smaceni a nedostatku bunécéného ptipojeni

a interakce (Place et al. 2008).
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Obrazek ¢. 8: Struktury vybranych polymert béZzn€ pouzivanych v oblasti tkdnového
inZenyrstvi — a: poly(ethylenglykol) (PEG), b: poly(vinylalkohol) (PVA), c: poly(kyselina
akrylovd) (PAA), d: poly(2-hydroxyethylmethakrylat) (PHEMA), e: poly(kyselina mlé¢na)
(PLA), f: poly(kyselina glykolovd) (PGA), g poly(kaprolakton) (PCL),
h: poly(propylenfumarat) (PPF), i: poly(fosfazen) R = alkoxy, aryloxy nebo aminoskupiny.
(ptevzato podle Place ef al. 2008)
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2.2.3 Biokeramika

Biokeramika je velkd tfida specidln¢ navrzené keramiky pro opravy a rekonstrukce
nemocnych nebo poskozenych casti téla (Baino, Novajra a Vitale-Brovarone 2015).
V ramci biokompatibility je zndmo, Ze zadny cizi material umistény do organismu neni zcela
kompatibilni. Vyhovujicimi latkami jsou pouze takové, které si télo samo vytvari
(autogenni) a jiné latky jsou tedy rozpoznany jako cizi, vyvolavaji urcity druh reakce (reakce
tkan¢ hostitele). V ramci takového sloZeni a vlastnosti se biokeramika fadi mezi biologicky
vstiebatelné (vapnik, vapenaté fosforeCnany), bioinertni (oxid hlinity, oxid zikronicity),
a bioaktivni, povrchové aktivni latky (hydroxyapatit) (Heness a Ben-Nissan 2004; Gervaso,
Sannino a Peretti 2014).

Biokeramiku lze vytvofit z pevnych keramickych télisek, poréznich nebo hustych,
tavenim surového anorganického materialu. Casto byva potencialng vyuzita v ramci velké
ttidy specialn€ navrzené keramiky pro opravy a rekonstrukce nemocnych nebo poskozenych
casti téla. SouCasné formy aplikace v klinickém pouziti zahrnuji pevné ¢asti — pozivané pfi
rekonstrukei stfedouSnich kiistek nebo jako nosné soucésti kloubnich protéz, ptestavby
oblicejovych a lebecnich kosti, prasky a granule pro vypli kosti, povlaky na protézach
kovovych kloubt, injekéni ptipravky — kostni cement a porézni scaffoldy vyuzity jako
interaktivni material pro télo, kdy poméha a podporuje regeneraci tkani (Baino, Novajra
a Vitale-Brovarone 2015). Hlavnimi nevyhodami téchto materiald jsou vsak jejich nizka
mechanickd odolnost a vysokd kiehkost naopak pro jejich vyuziti sv€d¢i pravé zminéna

vysoké biokompatibilita a dobra ostevodivost (Gervaso, Sannino a Peretti 2014).

Je tfeba vzit v ivahu biokeramiku pochdazejici z pfirodnich produktl a jeji potencidly.
Mezi takovéto typy materidldi miZeme zatfadit skotépky, koraly, nebo samotné kosti

a mineraly v pud¢ (Oladeji, Lasisi a Sunday 2012)

2.2.4 Kompozity

Zasadnim predpokladem pro uspeésné provedeni scaffoldu a jeho vyuziti v regeneraci
tkané€ je jeho relevantni struktura a vlastnosti pro danou tkan a mechanicka zatizeni, kterym
bude vystavena in vivo. Stejné jako vétSina keramickych materiali ma i biokeramika
nevyhodu v nizké lomivé houzevnatosti (kiehkost), coz by mohlo omezit jejich pouziti
v takovychto aplikacich. Taktéz vysoka tuhost miize dale omezovat pouziti biokeramiky,

kde je nutna adekvatni shoda s mékkymi tkdnémi.
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Kombinaci biokeramiky s polymery za vzniku kompozitniho scaffoldu mtuzeme této
problematice ptedejit. Obvykle se biokeramika ptidava jako plnivo nebo povlak k polymerni
matrici, aby se zlepSily jeji mechanické vlastnosti — zvySeni pevnosti a tuhosti a i¢inné
zvyseni biologické aktivity (Baino, Novajra a Vitale-Brovarone 2015; Mohamad, Bretcanu

a Boccaccini 2008).
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3 VODIVE POLYMERY

Uspéchem v oblasti tkafiového inZzenyrstvi je mozné dosaZeni vyvoje novych biomaterialt
avyrobou funkcnich scaffoldi za pomoci kmenovych bunék aristovych faktort.
Napodobeni vnitini architektury a fyzikalné-chemickych vlastnosti ECM je dilezitym
pozadavkem pro podporu bunécnych aktivit (migrace, proliferace, diferenciace a regenerace
tkani). S pouzivanim novych materiali a souvisejicich kompozita je také, jako jedna ze
zakladnich kritérii, posuzovana biokompatibilita ajiné dal§i vlastnosti pouzitého
biomaterialu. Pro podporu bunééného chovani je mozné vyuzit tzv. chytré materialy. Jedna
se o typ materialu, jenz ma cilené vlastnosti a kontrolovatelné funkce ovliviiujici bunééné
chovani. Tyto materidly jsou responzivni — reaguji na drobné zmény prostiedi a prenaSeni
vnéjsi stimuly. Zmény, na které mohou byt tyto materialy citlivé, je napt. zména pH, teplota,
redoxni potencial nebo elektrické pole. Bylo prokdzano, ze pravé elektrické pole ma jisty
vliv na bunécnou migraci, proliferaci, diferenciaci nebo orientaci cytoskeletu. Pravé diky
témto zjiStetnim mohou byt vodivé materidly vhodnym materidlem pro ptipravu
responzivnich tkanovych nosicl. Jako vodivé materidly miZeme charakterizovat napf.
1 kovy, jejichz mechanické vlastnosti vSak nejsou vhodné pro vyuziti u mékkych tkani.
Pfijatelnym kandidatem jsou pravé vodivé polymery — snadno zpracovatelné
a modifikovatelné. Také, na rozdil od kovi, vykazuji elektronovou a iontovou vodivost
ajsou tedy vhodnym materidlem v rdmci ,.komunikace® s biologickymi objekty (Van de

Velde a Kiekens 2002; Thrivikraman, Boda a Basu 2018; Guo a Ma 2018).

Vodivé polymery (CP) jako organické materialy byly syntetizovany poprvé v poloving
70. let jako novy druh vodivych materidli s elektrickymi a optickymi vlastnostmi
podobnymi kovovym a anorganickym polovodicim. Byly snadnéji syntetizovany
a vykazovaly lepsi zpracovatelnost ve srovnani s tradicnimi vodivymi materialy. Do dne$ni
doby jiz existuje vice nez 25 vodivych polymernich systémi. Spojuji pozitivni vlastnosti
kovli a konvenénich polymerti — schopnost vést ndboj, skvélé elektrické a optické vlastnosti
s flexibilitou zpracovani asnadnou syntézou. Potencidl vodivych polymert dokazuje
udéleni Nobelovy ceny vroce 2000 tfem védcim (Heegerovi, MacDiarmidovi
a Shirakawovi) za vynalez vodivych polymera na bazi polyacetylenu (PA). Tato rana prace
na vodivych polymerech byla podepiena pozorovanim vodivosti PA — vodivého polymeru,
jehoz vodivost se zvySuje 10krat vice pii oxidaci parami jodu. Polyacetylen je vSak obtizné
syntetizovan a je nestabilni na vzduchu, proto nebyl vhodny pro §irS$i pouziti a zajem se

zam¢til na dal$i mozné vodivé polymery (Sahiner a Demirci 2016; Balint, Cassidy
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a Cartmell 2014). Vodivé biomateridly na bazi polymert nasledné pritahovaly stale vice
pozornosti védcli. Prvni vodivy substrat na bazi polymerit byl navrzen pro regeneraci
nervové tkan€, ale tyto materialy mohou také slouzit jako vhodné substraty pro mnoho
dalSich bunék excitovatelnych elektrickym signalem, napt. svalové buiiky. Bylo popsano
stale vice experimentd na regeneraci svalové tkané pomoci vodivych polymera a samotné
druhy biomateridli na bazi vodivych polymert nabizi vyuziti v podobé hydrogeli, filma

nebo 3D scaffoldt (Dong, Ma a Guo 2020).

CP je mozné pfipravit dvéma druhy polymerace a to, chemickou anebo elektrochemickou
polymeraci. Chemickd polymerace probiha oxidaci monomeru a  pouziti
vhodného oxida¢niho ¢inidla — napf. pfi pfipraveé polypyrolu je bézné pouzivan chlorid
zelezity (FeCl3) nebo pfi pfipraveé polyanilinu naopak persiran amonny (APS). Je také
znama jako polymerizace in situ, kde je Casto ptidavan dopant pro zvySeni vodivosti. Pfi
elektrochemické polymeraci se vede elektricky proud aplikovany na elektrody a umistény
v roztoku obsahujici smé€s monomeru, rozpoustédla a dopingového ¢inidla. Prvni zptisob je
vhodny pro vyrobu veskerych forem vodivych polymert. Jednou znevyhod
elektrochemické polymerace je, Ze finalni produkty Ize t€Zko modifikovat, zatimco je stale
mozné provést kovalentni modifikaci na hlavnim fetézci téchto vodivych polymeria (Liang

a Goh 2020).

CP jako nova generace organickych material vykazuji vetné jiz zminéné snadné syntézy
a flexibility pfi zpracovani, také lepSi strukturni kompatibilitu s buitkami a orgény nez
konvenéni elektronové anorganické a kovové materialy. Mezi nejvice studované CP fadime
polyanilin (PANi), polypyrol (PPy) a polythiofen (PTh) a jejich derivaty a kompozity. Jsou
to atraktivni materidly diky své potencialni biokompatibilité, snadné syntéze, jednoduché
modifikaci a schopnosti elektronicky fidit fadu fyzikalnich a chemickych vlastnosti podle
techniky povrchové funkcionalizace a pouziti Siroké Skaly molekul vhodnych
k funkcionalizace. Mezi nimi je vSak PANi jednim z nejpouzivanéjSich CP, protoze je
povazovan za nejvhodnéj$i vodivy polymer na zdkladé jeho zakladnich vlastnosti
—jednoducha syntéza, zlepSené elektrochemické chovani a tepelnd, relativni stabilita

prostiedi (Guo a Ma 2018; Sahiner a Demirci 2016).

Diky témto vyhodnym vlastnostem jsou atraktivni v mnoha biomedicinskych aplikacich,
veetné systému dodavajicich Iéky, umélych svall, bioaktivatora, biosenzort a tkanovém
inzenyrstvi (Hardy, Lee a Schmidt 2013). CP mohou podporovat buné¢nou aktivitu, véetné

bunécné adheze, migrace, proliferace, diferenciace a sekrece proteinil na rozhrani polymer
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—tkan s elektrickou stimulaci nebo bez ni. Biomateridly zalozené na CP jsou obzvlasté
uzite¢né pii konstrukci elektricky citlivych tkani, jako jsou kosterni svaly, srde¢ni svaly,

nervy, kiize a kosti (Obrazek ¢. 9) (Guo a Ma 2018).
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Obrazek ¢. 9: Vodivé polymery a biomaterialy s aplikaci v tkanovém inZenyrstvi (upraveno

podle Guo a Ma 2018)

3.1 Potencialni vodivé polymery pro tkanové inZenyrstvi

Organické vodivé biomaterialy piedstavuji obrovskou revoluci v biomedicinskych polich
diky svym vynikajicim elektricky vodivym a magnetickym vlastnostem. Polymery jsou
obecné izolanty, avSak aby se staly elektricky vodivymi, musi mit ve svém hlavnim fetézci
konjugované n-vazby, které voln¢ drzi elektrony a umoziuji relativné snadnéjsi delokalizaci
elektront. Polymery s konjugovanymi n-vazby jsou tfidou materiala s elektrony drzenymi
v jejich hlavnim fetézci a delokalizované m-elektrony se volné pohybuji v nenasyceném
fetézci a vytvareji tak moznost vést elektricky nabo;j.

Jednoduse feceno, vodivé polymery mohou vést ndboj diky snadnosti, s jakou elektrony
skaCou uvnitt a mezi fetézci polymeru. Vodivost ve skute¢nosti vyplyva z kombinace fady
faktorti. Jednim je pravé konjugovany hlavni fetézec (Obrazek &. 10). Retézec je tvofen
sttidanim jednoduchych a dvojnych vazeb, které obsahuji chemicky silnou, lokalizovanou
o-vazbu, zatimco dvojné vazby obsahuji navic méné¢ lokalizovanou n-vazbu. Tyto p-orbitaly

v fad¢ m—vazeb se navzijem prekryvaji, coz umoznuje elektrontim snadnéjsi delokalizaci,
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elektrony nepatii k jedinému atomu, ale ke skupiné atomt, a voln¢ se pohybuji mezi atomy.
Dalsi roli ve vodivosti téchto polymeri hraje dopant. Polymer je syntetizovan v oxidované,
vodivé form¢ a pouze v pritomnosti molekuly dopantu (stopa prvku, ktery se zavadi do
chemického materialu pro zménu jeho plvodni elektrické/optické vlastnosti), majici
negativni naboj, je hlavni fetézec stabilizovan a naboj neutralizovan. Soubézn¢ s tim dopant
zavadi do tohoto systému nosi¢ naboje odstranénim nebo pfidanim elektronti z/do
polymerniho fetézce. Za pouziti elektrického potencialu se dopujici latky zaénou pohybovat
dovnitt nebo ven z polymeru v zdvislosti na polarité, narusuji stabilni fetézec a umoziuji

prachod naboje polymerem (Balint, Cassidy a Cartmell 2014).

L. m-vazba
Dvojna VaZba (jednodussi delokalizace

elektrond) Vazba jednoducha
Atomy uhliku = /
- "=

| [ | | O N_9

® @"' ’® ® @/ @

L—"

Atomy vodiku

o-vazba
(zajisténi pevnosti hlavniho
fetézce)

Obrazek ¢. 10: ZjednoduSené¢ schéma konjugovaného hlavniho fetézce — stiidani

jednoduchych a dvojnych vazeb (upraveno podle Balint, Cassidy a Cartmell 2014)

CP a jejich chemické struktury zndzornéné na Obrazku €. 11 jsou vhodné pro konstrukci
scaffoldli v tkdflovém inZenyrstvi pro vyvoj lidskych tkani/orgdnt (Nezataki et al. 2018).
Vodivé polymery mohou vést jak iontové, tak elektrické naboje a poméhaji vzdjemné
komunikaci mezi buitkami vytvafenim novych vodivych kanali. Elektronové vlastnosti
organickych mékkych polymert 1ze snadno upravit jejich funkcionalizaci nebo konjugaci
s vodivymi materidly a mohou reagovat na extern¢ aplikované elektrické podnéty. Diky
nastavitelnym elektrickym vlastnostem byly tyto vodivé polymery Siroce vyuzivany jako
aktivni substraty pro rist bunck. Mékké povaha organickych ,,chytrych* polymert poskytuje
lepsi mechanickou kompatibilitu a strukturni vyuzitelnost pro znovuobnoveni tkané/organu

nez bézné elektronické anorganické materidly (Gajendiran et al. 2017).
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Obrazek €. 11: Chemické struktury n-konjugovanych polymert (upraveno podle Nezataki et

al. 2018)

3.1.1 Polyanilin (PANi)

Nejvice zkoumanymi vodivymi polymery jako slibny materidl jsou polypyrrol (PPy)
a polyanilin (PAN1). PANI se tvofi polymeraci opakujicich se jednotek anilinu, jednoho typu

aromatického aminu.

PANi Ize syntetizovat chemickou i elektrochemickou metodou. Elektrochemicka
depozice je Casto upfednostiiovana, protoze vytvari vysoce ¢isty homogenné distribuovany
povrchovy povlak filmu. Vzhledem ke své snadné piipravé a vhodnym fyzikalnim
vlastnostem a stabilit¢ PANi oznacujeme jako perspektivni materidl. Vodivy PANi se
pfipravuje oxidativni fetézovou reakci polymeraci anilinu v mirné kyselém prostredi
a probihd s pfidavkem rtznych kyselin, pfi rizném pH a teplotach, dokonce i ve zmrzlé
reak¢ni smési. Takoveé podminky se poté projevi na vodivosti, molekulové vaze, morfologii
a dalSich vlastnostech. Tvoii mnoho riznych morfologii: tenké filmy, disperzni ¢astice nebo

nanoutvary, coz davd mnoho moznosti jeho vyuziti.

PANi se vyskytuje v nékolika forméach (Obrazek ¢. 12). Existuji rtizné molekuldrni
struktury PANi v zavislosti na redoxnich stavech ato: pernigranilin (Uplné oxidovana
forma), emeraldinova baze (polooxidovand forma) a leukoemeraldin (uplné redukovana

forma). Nejvyznamnéj$i z nich je zelena emeraldinova stl, brana jako jedinad vodivého
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charakteru a nejstabilnéj$i. Emeraldinova baze je azurové modra a lze ji ziskat plisobenim
zasadou na emeraldinovou stl. Pernigranilin je pfeoxidovana forma PANi. Jeho siil je modra
a je meziproduktem pii polymeraci, baze je fialova. Leukomeraldin je poté redukovanou

formou PANI a je bezbarvy (Gajendiran ef al. 2017; Stejskal, Kratochvil a Jenkins 1996).
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Obrazek ¢. 12: Chemicka struktura PANi v riznych redoxnich stavech — shora doli:

pernigranilin, emeraldinova baze a leukoemeraldin (upraveno podle Gajendiran et al. 2017)

Vyzkum PANIi v tkanovém inZenyrstvi se v poslednim desetileti dramaticky zvysil kvali
jeho zminéné snadné syntéze, nizké cen¢, stabilit€¢ a nastavitelné vodivosti zalozené na
mistnim mikroprostfedi. Vyzkum se zabyval ptfedev§im oblasti regenerace srdce, koster
anervi. PANi ma velky potencial jako chytry biomateridl, ptesto je jeho biokompatibilita
stale predmétem studii. Pti kratkodobych studiich in vitro a in vivo byly pti pouziti PANi
pozorovany minimalni zanéty a toxicita, nékolik skupin prokazalo $kodlivy chronicky zanét
a vlaknité zapouzdieni scaffoldu implantovanych po delsi dobu. Také je znamo, Ze produkt
degradace a monomer anilin jsou vysoce karcinogenni. Z tohoto diivodl je nutné provadét
vyzkum ke stanoveni novych metod syntézy, zpracovani a vyroby pro generovani

bezpecnych a biologicky kompatibilnich PANi (Akarawa a DeForest 2017).
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3.1.2 Polypyrrol (PPy)

Jak jiz bylo zminéno dfive, tak i polypyrrol (PPy) je jednim z nejvice studovanych
vodivych polymert diky mnoha jeho charakteristickym vlastnostem, jako je vysoka
elektricka vodivost a chemicka stabilita ve vzduchu a rozpoustédlech. Chemicka struktura
PPy se sklada z opakujicich se jednotek aromatickych cykli obsahujicich dusik. Monomer
pyrrol je rozpustny v mnoha riznych druzich organickych rozpoustédel a ve vodé, kdezto
polymerovany PPy je nerozpustny diky svému pevnému konjugovanému ftetézci, proto je
hafe zpracovatelny. Syntéza PPy je relativné snadnd, kdy za vzniku PPy se monomerni
pyrrol polymeruje elektrochemickymi nebo chemickymi oxida¢nimi procesy (Gajendiran et

al. 2017).

PPy lze snadno syntetizovat ve velkém mnozstvi pfi pokojové teploté v béznych
organickych rozpoustédlech a ve vodé&. Vodivosti PPy filmii lze dosahnout az ~ 10 S-cm’!
v zavislosti na typu a mnozstvi dopantu. Jakmile je vSak syntetizovan, neni pfili§ dobfie
zpracovatelny vzhledem ke své molekularni struktufe, kterda mu proptjcuje vlastnosti
krystalického, mechanicky tuhého, kiehkého a nerozpustného materidlu, coz ¢&ini
nemodifikované PPy nevhodné pro biomedicinské aplikace, jako je TI (Kaur et al. 2015).
Pokud se budeme zaméfovat na konkrétni lékarské aplikace, je nutné PPy modifikovat
pfedevS§im v ramci zvySeni biologické aktivity, aby bylo mozné zallenit biomolekuly
a zlepSit tak kompatibilitu s tkdnémi. Za biologickou modifikaci povazujeme takové
procesy, které upravuji biofunkcionalizaci, drsnost povrchu, hydrofilnost, redoxni stabilitu,
bunécnou specificitu a trojrozmérnost (geometrie). K takové modifikaci PPy se obvykle
pouziva fyzicka adsorpce a chemické kovalentni vazba pozadovanych biomolekul. Fyzikalni
metoda je jednoducha, ale adsorbované biomolekuly se vzdy disociuji a PPy je neaktivni.
Proces dopingu miize nejen indukovat vodivost PPy, ale také nekovalentné modifikovat PPy
pro pozadovanou aplikaci. Ve srovnani Ize pouzit kovalentni techniku k vyvolani trvalejsi
funkcionalizace PPy — kovalentni inzerce funk¢nich skupin do hlavniho fetézce PPy, lze

dosahnout upravy vlastnosti PPy vCetné¢ zminénych (Huang et al. 2014).

PPy ma mnoho vynikajicich vlastnosti reagujicich na podnéty, coz z néj ¢ini velmi slibny
biomaterial. Ma taktéZ dobrou in vitro a in vivo biokompatibilitu, chemickou stabilitu (na
vzduchu i vod¢€) a pfiméefené vysokou vodivost za fyziologickych podminek (Balint, Cassidy
a Cartmell 2014). PPy je tedy jednim z dobie zdokumentovanych a zkoumanych CP diky
své biokompatibilité, snadné syntéze a povrchové modifikaci, vodivosti a redoxni

vlastnostem, schopnosti podporovat pfilnuti a proliferaci bun¢k (Akawara a DeForest 2017).
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Muze byt pouzit pravé v tkadniovém inzenyrstvi, poté jako implantaty, biosenzory a zafizeni
s molekularni paméti a bioaktivatori. Pfi elektrické stimulaci prochdzi PPy reverzibilni
oxidac¢né-redukeni reakcei, kterd vede az k 35% zméné objemu, a tak se ukazal byt G€innym

nastrojem pii kontrolovaném uvoliovani jak 1é¢iv, tak rastovych faktord.

PPy ma amorfni strukturu a je nerozpustny. Mohl by také modulovat bunécné aktivity,
vcetné syntézy DNA pomoci ES, migrace a bunécné proliferace v biologickém prostredi

(Nezataki et al. 2018).

3.1.3 Polythiofen (PTh) a derivaty

Polythiofeny (PTh) maji podobné vlastnosti jako PPy. PTh a jeho derivaty byly zkouméany
pro vyuziti v biomediciné a biotechnologiich (Kaur et al. 2015). Z CP jsou obzvlaste
dualezité derivaty PTh, protoZe doslo k velkému pokroku pfi feSeni jejich vadznych problémil
rozpustnosti a zpracovatelnosti. Siroce pfijimana strategie k piekonéani téchto problémd je
zalozena na zaclenéni substituent do polohy 3 thiofenového kruhu. Konkrétné bylo zjisténo,
ze zaclenéni dlouhych alkylovych postrannich fetézcl zvySuje rozpustnost v nepolarnich
rozpoustédlech, zatimco hydrofilni substituenty produkuji PTh rozpustné ve vodé anebo

polarnich rozpoustédlech (Peréz-Madrigal ef al. 2012).

Zajimavym konjugovanym polymerem je poly(3,4-ethylendioxythiofen) (PEDOT) jako
derivat PTh. PEDOT vznika polymeraci bicyklického monomeru 3,4-ethylendioxythiofenu
a je to polymer skladajici se z heterocyklickych jednotek siry. Ve srovnani s PTh se PEDOT
sklada  z dioxyethylenové miustkové skupiny napfi¢ polohami 3 a4 kazdého
heterocyklického kruhu polythiofenu, coz poskytuje zlepSenou elektrochemickou stabilitu
ve srovnani s PTh. Také zarucuje PEDOTu jeho dobrou elektrickou, chemickou
a environmentalni stabilitu, lepsi vodivost a tepelnou stabilitu, neZ méa PPy (Balint, Cassidy

a Cartmell 2014; Gajendiran ef al. 2017).

Prestoze byl PEDOT objeven relativné pozdé€ji ve srovnani s jinymi reprezentativnimi
vodivymi polymery jako je PPy a PANi, byl aktivné studovan kviili jeho vynikajicim
elektrickym vlastnostem a chemické stabilité. Zejména diky své optické prthlednosti
pfitahuje PEDOT znaény zajem. Jednou z nejvétSich prekazek pii pouzivani PEDOTu je
jeho Spatna rozpustnost, a proto i Spatna zpracovatelnost. Ke zlepSeni rozpustnosti se Siroce
pouzivd slozend forma PEDOT s polystyrensulfonatem (PSS). Kombinace vodivého

materidlu poly(3,4-ethylendioxythiofen) polystyrensulfonat (PEDOT: PSS) je povazovan za

vvvvvv
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a elektrochemickou stabilitu. To lze pfipsat pravé zminéné struktufe. Nizkd impedance
PEDOT: PSS vede k efektivnimu pfenosu energie s vysokym signdlem a nizkou urovni
Sumu. PEDOT by také mohl byt slibnym materidlem pro biomedicinské aplikace. Interakce
PEDOTu se zivymi buiitkami a tkanémi, napf. epitelidlnimi, nervovymi buiikami a kortikalni
tkani prokazaly nizkou cytotoxicitu a dobrou biokompatibilitu. Pokud je pouzit na pfipravu
scaffoldu, umoznuje adhezi bun¢k, proliferaci a signalizaci neuronalnich bun¢k. Dnes se
proto PEDOT pouziva v aplikacich pro biosenzorovani a bioinzenyrstvi, napt. v nervovych

elektrodéch ¢i nervovych Stépech (Akarawa a DeForest 2017).

DalSim zajimavym derivatem PTh je poly(3-hexylthiofen) (P3HT). P3HT ma dobrou
rozpustnost v organickych rozpoustédlech, vynikajici stabilitu prostfedi a elektrickou
vodivost. Pfestoze je P3HT rozpustny v mnoha rozpoustédlech, ma spiSe horsi mechanické
a elektrické vlastnosti spolu se Spatnou stabilitou v extrémnich podminkach prostiedi. Proto
pritomnost alkylové skupiny v jeho struktute hraje pon¢kud kli¢ovou roli pii vyuziti aplikaci
v optoelektronickych zafizenich. Jednou ze slozek pfi vyvoji P3HT — 3-hexylthiofen je
nesymetricky monomer a obecné syntéza polythiofenové skupiny zahrnuje peclivé fizeni jeji
opakujici se monomerni jednotky a zejména chovani regioregularity polymeru. Kromé toho
P3HT také béZzné€ vykazuje slusnou fotoluminiscenci diky svym vysoce nastavitelnym
vlastnostem za rtiznych podminek syntézy. Molekularni struktura P3HT je uvedena na

Obrazku €. 13 (Ahmad et al. 2017).
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Obrézek ¢. 13: Chemicka struktura poly(3-hexylthiofenu) (P3HT) (pfevzato podle Ahmad
etal. 2017)

P3HT byl pouzit jako reprezentativni fotoaktivni polymer pro solarni ¢lanky a fotosenzory
v organické elektronice kviili své schopnosti efektivné vyrabét elektfinu absorpci
viditelné¢ho svétla. Organicka fotovoltaika na bazi P3HT byla také pouzita jako bezdratové
elektrické napdjeci jednotky pro aplikace tkanového inzenyrstvi. P3HT také prokazal

vynikajici biokompatibilitu v n€kolika studiich s primarnimi bunkami. Jako jeden
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z takovych ptikladii je mozné uvést studii na fotocitlivé polymerni scaffoldy se zac¢lenénim
P3HT a epidermalniho rastového faktoru, které vyznamné zlepSily proliferaci fibroblastii
ktize a epidermalni diferenciaci kmenovych bunék pod svételnou stimulaci (Yang et al.

2017).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro vSechny experimenty probihajici v rdmci diplomové prace byla pouzita adherentni
bunéénd linie NIH/3T3 odvozend od mySich embryondlnich fibroblastovych bunék
(ATCC® CRL-1658™, American Type Culture Collection, ATCC). Buné¢na linie NIH/3T3
byla kultivovana v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, ThermoFisher
Scientific, USA) s pfidavkem antibiotik penicilin — streptomycin (Biosera, Francie)
a 10% Calf séra (BCS, Biosera, Francie). Buiiky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich
(TPP Trasadigen, Svycarsko) v inkubatoru Heracell 150i (ThermoFisher Scientific, USA)
pfti teploté 37 °C, 95% vlhkosti a 5 % CO» atmosféte.

K dosazeni vysoké zivotnosti byla provedena pravidelnd pasdz bunécné linie. Nejprve
byla vylou¢ena kontaminace pod inverznim svételnym mikroskopem (IX51, Olympus,
Japonsko). Objem média byl nasledné odsat zkultivaéni lahve abuniky promyty
1x fosfatovym pufrem (PBS, Biosera, Francie). Po dikladném proplachnuti bun¢k byl piidan
trypsin (Biosera, Francie) a nésledovala inkubace. Po uvolnéni bun¢k ode dna kultivacni
nadoby bylo ptidano kompletni kultivacni médium — vznik buné¢né suspenze. Nasledné byla
bunécnd suspenze vlozena do falkony a stocena na centrifuze. Tento proces, v piipadé
usp&sné kultivace a mnozeni buné€k, je nutné provést a opakovat 2x tydné pro zajiSténi

spravné konfluence bun€k a pouziti pro testovani.

ATCC Number: CRL-14658
Designation:  NIH/3T3

=

! “ v o = #
Scale Bar= 100um  High Density Scale Bar = 100um

Low Density

Obrazek ¢. 14: Morfologie bunécné linie NIH/3T3. (ptevzato z ATCC: The Global

Bioresource Center. [online])
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4.2 Pouzité soupravy, chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

ActinRed™ 555 (kat. ¢.: R37112, Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, USA)
Anilinchlorid (kat. &.: 40008—CT0-G0100-1, Lach-Ner, Ceské republika)
Avicel® PH-101 (kat. ¢.: 11365—-1K G, Sigma Aldrich, USA)

Calf Serum (kat. ¢.: CA-115/500, Biosera, Francie)

Dimethyl sulfoxid (DMSO, kat. ¢.: 276855—-100ML, Sigma Aldrich, USA)

Fosfatovy pufr (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, kat. ¢.: LM-S2041/500,

BioSera, Francie)

Formaldehyd 36-38 % (kat. ¢.: 14150-11000, Penta s. r. 0., Ceska republika)
Hoechst 33258 (kat. ¢.: H3569, Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, USA)
Hydrogenuhli¢itan sodny (kat. &.: 15350-3100, Penta s. r. 0., Ceska republika)
Chlorid sodny p. a. (kat. ¢.: A171289/01, mikroCHEM, Slovenska republika)

Médium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, kat. ¢.: 52100021, Gibco™
ThermoFisher Scientific, USA)

Mowiol® 4-88 (kat. ¢.: 81382-250G. Sigma Aldrich, USA)
Mowiol® 18-88 (kat. ¢.: 81365-250G, Sigma Aldrich, USA)

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid
(kat. ¢.: M1415.0005, Duchefa Biochemie, Nizozemi)

Penicilin-Streptomycin Solution 100X (kat. ¢.: XC-A4122/20, Biosera, Francie)
Persulfat amonny (APS, kat. ¢.: A3678-100G, Sigma Aldrich, USA)

Poly(vinyl)alkohol My 89,000-98,000, 99+% hydrolyzed (kat. ¢.: 341584-500G,
Sigma Aldrich, USA)

Triton™ X—100 (kat. ¢.: X100-100ML, Sigma Aldrich, USA)

Trypsin (kat. ¢.: XC-T1717/100, Biosera, Francie)


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/52100021
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4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
e 0,22 um stiikackové filtry (kat. ¢.: 99722, TPP — Techno Plastic Products,
Svycarsko)
e Centrifuga 5702 R chlazeny model pro vzorky zavislé na teploté (Eppendorf, CR)
e Digestof odtahovana MERCI G NextGen (MERCI s. 1. 0., CR)

e Fluorescencni mikroskop Olympus IX81 s fazovym kontrastem (Olympus,

Japonsko)
e Inkubator s ptislusenstvim Heracell™ 1501 (ThermoFisher Scientific, USA)
¢ Inverzni mikroskop IX51 (Olympus, Japonsko)
e Laminarni box Bio130 A2 s ptislusenstvim (Alpina, Polsko)
e Multifunkéni modularni reader INFINITE M200 PRO (Tecan, Svycarsko)
e Ttepacka Vortex GENIE 2 (Scientific Industries, USA)

e Ultrazvuk Elmasonic S 70 H s ohfevem (Elma, Spolkovéa republika Némecko)
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4.4 Kryogely

Kryogely lze definovat jako tfidu hydrogelti, ve kterych dochdzi k fizené polymeraci pii
teplotach pod bodem mrazu, ¢imz se ziskaji makropory obklopené elastickou propojenou
siti. Jsou to tedy supermakroporézni polymerni gely, jejichz velikost pora se pohybuje od
1 um a vice ajsou vyrabény procesem kryogelovani — vyuziti mrazu a pouziti ledu jako
porogenu. Velikost a poCet port v matrici jsou dulezitymi faktory, které mohou zasadné

ovlivnit transportni vlastnosti gelu (Memic et al. 2019).

Kryogely lze vysledovat jiz ve 40. letech 20. stoleti, ale k vyznamnému zajmu o né doslo
az v 80. letech. Kryogely zptisobily revoluci v oblasti biomedicinského vyzkumu. Diky své
vysoce propojené a oteviené makroporézni struktufe maji uplatnéni v oblasti biomediciny,
biotechnologii a farmacii. Diky sad¢ jedine¢nych vlastnosti kryogelu, v€etné trojrozmérné
struktury, velkého obsahu vody, zna¢né poérovitosti, vysoké propojitelnosti port
a konzistence, se velmi podobaji nativnim mékkym tkanim (Memic et al. 2019). Hydrofilni
a porézni struktura kryogelu vyrazné ovliviiuje bunécnou afinitu a je vhodné pro bunécnou
adhezi, jejich mechanicka stabilita nabizi pouZitelnost v procesech in vivo — studie
tkdnového inzenyrstvi. Kryogely tedy poskytuji nezbytnou architekturu pro trojrozmérné
uspotradani bun¢k a morfologii otevienych port, které umoznuji pfisun zivin a odstranovani
odpadnich metaboliti. TaktéZ umoZznuji proces vaskularizace, kdy pravé neschopnost
podpory rlstu cév omezuje Uspéch vzniku syntetické tkdn¢ (Henderson et al. 2013;

Bakhshpour et al. 2019).

Supermakroporozita kryogeli umozituje jejich pouziti bez problémil v procesu diftize
s biologickymi makromolekulami, lze také pouzit k ¢iSt€éni makromolekul (proteiny
anukleové kyseliny), k separaci bunéénych organel, vird,, plazmidi, mikroorganismu

a bun¢k savcii (Bakhshpour et al. 2019).

Kryogely jsou obvykle konstruovany z ptirodnich i syntetickych polymerti. Materialy pro
vyrobu kryogeld se vybiraji na zdkladé vhodnosti pro oSetfovanou tkéan. Pfirodni materialy
podporuji bunécnou interakci a maji nizkou toxicitu. Jejich potencidlné vysoké néaklady
a nizkd mechanicka pevnost se vSak jevi jako problematické. Syntetické materidly se ukazaly
jako slibny material pii vyrob¢ scaffoldu, i ptes mnohdy charakteristické nevyhody, v¢etné
infekce, rejekce, i potencialné nebezpecnych vedlejsich produkti degradace (Hixon, Lu

a Sell 2017).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

4.4.1 Syntéza kryogeli

Kryogelovani, tj. gelovaténi pfi teplotach pod bodem mrazu, je jednoduché metoda, ktera
eliminuje potfebu odstraiiovani porogenu a vytvaii inherentn¢ vzajemné propojené pory ve
struktuie scaffoldu. Postup kryogelovani sestava z: 1) fazové separace s formovanim
ledovych krystalt, 2) zesitovani a 3) polymerace. Nésleduje rozmrazeni ledovych krystalii
za vzniku vzajemné propojené porézni kryogelové sité. Jako porogeny se pouzivaji krystaly
rozpoustédla (napt. vodné médium). Odstranéni porogenu se dosdhne pouhym udrZzovanim
kryogelu pfi teplotach nad bodem mrazu rozpoustédla. Gelovy roztok se obvykle ochladi na
teplotu mezi -5 az -20 °C. Pfi téchto teplotach velké procento rozpoustédla krystalizuje, ¢ast
gelového roztoku se vSak udrzuje v kapalné formé. Kdyz rozpoustédlo krystalizuje,
hydrogelové slozky se koncentruji spiSe v kapalnych mikrofazich, které obklopuji. Po
vhodné dobé procesu gelovaténi se kryogel vrati na laboratorni teplotu. Rozmrazovani
krystalii rozpoustédla zanechava velké a vzajemné propojené pory — makroporézni struktura
(Obrazek ¢. 15). Ve srovnani s jinymi technikami pouzivanymi ke generovani
makroporéznich gelii byva kryogelovani ¢asové i materidlové efektivni metoda. Lze také
snadno vyladit rizné parametry k pfizpiisobeni kryogelii pro jejich zamyslené pouZiti. Mezi
dalsi vyhody kryogelil patii flexibilita jejich pfipravy (Henderson et al. 2013; Memic et al.
2019; Rogers a Bencherif 2019).

1. PRIPRAVA SYTEMU 2. PROCES ZMRAZOVANI SYTEMU 3. KRYOGEL
Kapalna mikrofaze

Zmrazovani Sitovani Rozmrazeni

Pripraveny roztok kryogelu Nastup krystali Makroporézni struktura
p y ryog astup krystalizace Eeive Kiyatly p

Obrazek ¢. 15: Kryogelovani (upraveno podle Henderson et al. 2013)
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4.4.2 Priprava PANi/PVA Kkryogeli

Prvotnim krokem pro pfipravu kryogeli bylo nutné zvolit 3 typy PVA na zakladé
molekulové hmotnosti ato: Mowiol® 4-88 (Mw~31,000, Sigma Aldrich, USA),
poly(vinyl)alkohol My, 89,000-98,000, 99+% hydrolyzed (Sigma Aldrich, USA)
a Mowiol® 18-88 (Myw ~130 000, Sigma Aldrich, USA). Z jednotlivych PVA byly vytvofeny
3 roztoky rozpusténim 5 g prislusného PVA v 50ml odmérné bance. Rozpusténi se provadélo
v ultracisté vodé¢ (UPW). Dale se roztok nechal zahfivat na magnetické michacce v digestofi

pii teploté 60—70 °C po dobu 24 h.

Polyanilin/poly(vinylalkohol) kryogely (PANi/PVA kryogely) byly pfipraveny oxidaci
0,2M anilin hydrochloridu (AH, Lach-Ner, Ceskd republika) s 0,25 M persulfitem
amonnym (APS, Sigma Aldrich, USA) v 5 hm% vodnych roztocich poly(vinylalkoholu).

Reakéni schéma je zndzornéno na Obrazku €. 16.

NH;
4n +5n (NH4)28203

l ®

NH NH
7 ©

®
NH o NH
HSO, n

+3n H2804 +5n (NH4)2804

Obrazek €. 16: Reakéni schéma oxidace anilinu s persulfatem amonnym za vzniku soli

polyanilinu (emeraldinova stil) (pfevzato z Stejskal ef al. 2017)

Pro ptipravu roztoku PVA+AH byl rozpuitén anilin chloridu (2,59 g-100 ml?)
v pfipraveném roztoku pfislusného typu poly(vinylalkoholu) a vysledna koncentrace AH
byla 0,2 M. Nasledné byl ptipraven roztok 0,25 M persulfatu amonného (5,71 g-100 ml™)
v UPW. K tomuto roztoku byl také rozmichan ptidavek latek podporujici tvorbu porézni
struktury ato 3 moznosti: 2 hm% celuléza Avicel® PH-101 (Sigma Aldrich, USA),
0,9% chlorid sodny p. a. (mikroCHEM, Slovenska republika) a 2 hm% hydrogenuhli¢itan
sodny (Penta s. 1. 0., Ceské republika).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/81381?lang=en&region=CZ
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Celkem bylo vytvoteno 12 rtiznych typt kryogela podle Tabulky ¢. 3.

Tabulka €. 3: Pripravené vzorky kryogeli

Vzorek kryogelu Poly(vinylalkohol) Piidavek

1 -

2 NaCl
Mowiol® 4-88

3 Na;HCO3

4 Avicel

5 -

6 Poly(vinyl)alkohol NaCl

7 (Myw 89,000-98,000) Na;HCO3

8 Avicel

9 -

10 NaCl
Mowiol® 18-88

11 Na;HCO;3

12 Avicel

Cerstvé pripravena smés, ktera sestivala zroztokil poly(vinylalkohol)/anilin chlorid

a persulfat amonny s ptidavkem NaCl, Na,HCO; nebo Avicel, byla nasdvana do plastovych

injekénich stiikacek a rychle vymrazena v ethanolu, ktery byl zchlazen tekutym dusikem.

Takto pripravené vzorky byly ulozeny v mraznicce pfi teploté¢ -18 °C po dobu 7 dnt

k polymeraci. Pfi procesu polymerace polyanilinu se piivodné bilé vzorky zménily na tmaveé

zelené az cerné barvy. Po 7 dnech byly vzorky kryogeli rozmrazeny a odstranény

z injek¢nich stiikacek. Poté byly promyty vodou a ponechany ve vodé po dobu jednoho

tydne, aby se odstranily vSechny nizkomolekularni reaktanty ¢i vedlejsi produkty. Vytvotené

vzorky kryogeli byly ohebné a elastické.
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4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.5.1 Biologické testovani — cytotoxicita

Pro biologické testovani in vitro bylo zvoleno testovani cytotoxicity materialu podle
normy ISO 10993. Samotné testovani probihalo podle ¢asti 5 této normy, tj. ISO 10993-5:
2009 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prosttedki, Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu
in vitro. Posouzeni cytotoxicity je mozné vyhodnotit pomoci zkousky extraktem. Extrakce
probihala podle ISO 10993—12: 2012 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prostfedki,
Cast 12: Ptiprava vzorka a referenéni materialy. Extrakéni podminky u této zkousky jsou
zalozeny na zaklad¢ standardizovaného pfistupu, ktery je v mnoha ohledech vhodnym
v ramci pouziti produktu. Pro testovani cytotoxicity je piijatelna extrakce materidlu pfi
(37 1) ° C po dobu 24 h v kultivaénim médiu. Extrakéni teploty vyssi nez 37 © C mohou
nepiiznivé ovlivnit chemii nebo stabilitu séra a dalSich slozek v kultivaénim médiu.
Testovany materidl kryogelu spada do kategorie poréznich materialt nepravidelného tvaru,

a proto je zvolen extrakéni pomér 0,1 g-ml! (Obrazek ¢&. 17) (ISO 10993-12:2012).

Tloustka materialu Extrakcni pomer L.
(povrchova plocha nebo hmotnost/objem) Formy materiala
[mm] 10 %
<0,5 6 cm2-ml? Film, folie, trubicky
05-1,0 3 emz-mi Trubigky, des:ky, rr]ale tvarované
predméty
>1,0 3 cm?ml! Vetsi tvarované pfedméty
>1,0 1,25 cm?-ml? Elastomerni uzavéry
Nepravidelné tvarovana pevna forma 0,2 g-ml! Prasek, granule, peny, ne'absorpcnl
tvarované pifedméty
Nepravidelné tvarovana porézni forma _r . .
(materialy s nizkou hustotou) 0,1 g'ml Membrany, textil

Obrazek €. 17: Standardni povrchové plochy materidlu a objemy extrakce podle normy ISO

10993-12:2012.

Vzorek kryogelu byl pfed samotnou extrakci nafezan na drobné kousky pro zlepSeni

ponofeni do extrakéniho média, vlozen do falkony a zvazen pro provedeni vhodného fedéni.

Po vytvoreni extrakti, které byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 h za stalé¢ho tfepani,
se nasledné provedla jejich aplikace na piedem piipravené 96jamkové mikrotitracni desky
s buné¢nou linii NIH/3T3. Nasazeni 96jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek pro testovani

cytotoxicity rozumime pasazovani bunécni linie, vytvoreni bunécné suspenze v koncentraci
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2x 10° bunék v bun&né suspenzi a jeji nasledné napipetovani 100 ul do kazdé testované

jamky. Takto ptipravené buiiky se nechali po dobu 24 h adherovat v inkubatoru.

Kazdy extrakt pied samotnym nanesenim na bunécnou linii byl pfefiltrovan pomoci
0,22 um filtri pro zajisténi sterility extraktii. Na jednu 96jamkovou mikrotitra¢ni desku byly
naneseny 2 rizné extrakty kryogeld v koncentracich 100, 75, 50, 25, 10 al % podle
Obrazku ¢. 18. Jednalo se tedy o napipetovani ptislusného objemu extraktu a doplnéni do
objemu 100 ul na kazdou jamku, tj. koncentrace 75 % - 75 pl extraktu kryogelu a 25 pl

kultiva¢niho média.
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Obrazek €. 18: Schéma nasazeni 96jamkové mikrotitracni desticky pro testovani

Takto pripravené desky s extrakty kryogelll byly ulozeny do inkubatoru na 24 h a poté

vyhodnoceny na cytotoxicitu pomoci MTT testu.
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4.5.2 MTT test

Me¢éteni zivotaschopnosti a proliferace bun€k tvoii zdklad pro Cetné in vitro testy reakce
bunéné¢ populace na vné¢jsi faktory. MTT test je kolorimetricky test, ktery meéfi
metabolickou aktivitu bun€k aje vhodny pro analyzovani jejich proliferace, viability
a cytotoxicity materialu. Test je zalozen na redukci zluté tetrazoliové soli neboli MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid) na purpurové krystaly formazanu
metabolicky aktivnimi buiikami (Obrézek ¢. 19). Reakce probihd na mitochondrialni
membrané vlivem mitochondridlnich dehydrogenaz Zivych buné€k, za vzniku redukénich
ekvivalentli jako je NADH a NADPH. Pocet zivych bunék je tedy indikovan mnozstvim
redukovaného MTT, kdy vysledny intracelularni fialovy formazan muize byt solubilizovan
a kvantifikovan spektrofotometricky pii 570 nm. Cim je roztok tmavsi, tim vétsi je pocet
zivotaschopnych, metabolicky aktivnich bun¢k (Protocol Guide: MTT Assay for Cell
Viability and Proliferation., In vitro testovani scaffoldt II., MTT Cell Proliferation Assay.

[online]).
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Obrazek ¢. 19: Redukce MTT na formazan pomoci zivotaschopnych bunék v chemické
reakci (A) ana 96 jamkové mikrotitracni desti¢ce (B) (pfevzato z Protocol Guide: MTT

Assay for Cell Viability and Proliferation. [online]).
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Pied provedenim MTT testu byla provedena kontrola bun¢k pod inverznim mikroskopem.
V laminarnim boxu se poté odsal extrakt kryogelu a bylo napipetovano 100 pl kultiva¢niho
média a 10 pl roztoku MTT (Duchefa Biochemie, Nizozemi) do jedné testované jamky,
ktery byl predem ziedén na vyslednou koncentraci 5 mg-ml! UPW. Nasledné se
mikrotitracni desky vlozily zpét do inkubatoru na dobu 4 h. Po uplynuti inkubace byl odsat
obsah jamek, bylo pfidano 80 ul DMSO a vs$e bylo inkubovano 15 minut. Nasledné bylo
provedeno spektrofotometrické stanoveni pii 570 nm pomoci ¢tecky Infinite M200 PRO

(Tecan, Svycarsko).

4.5.3 Test proliferace bunék na kryogelech

Pro urceni proliferace bun€k a jejich prorustdni vzorkem kryogelu bylo provedeno
nafezdni jednotlivych vzorkli na platek o stejné vySce cca 0,5 cm a byly vloZzeny do
24jamkové mikrotitraéni desticky. Nasledné se na kryogel nasadily pfipravené buiky
o koncentraci 1x 10%-ml!. Ve bylo inkubovano po dobu 48 hodin. Po uplynuti doby se
provedla fixace, permeabilizace a barveni bun&éné kultury.

Jednalo se o odsati média a zbytku bunétné kultury zjamek a napipetovani 700 pl
4% formaldehydu. Po 15 minutdch se formaldehyd odsal, vzorek se promyl 700 pl
fosfatového pufru PBS a opét odstranil. Nasledné bylo ke vzorku pfidano stejné mnozstvi
5% Triton X—-100 na 5 minut. Objem jamky byl opét odsat a 3x promyt PBS. Na zavér bylo
napipetovano 700 ul PBS a pfidano barvivo 1 kapka-ml! ActinRed™ 555 a5 pg-ml?!
Hoechst 33258. Nabarvena bunécna kultura na vzorku cryogelu byla ponechana po dobu
30 minut ve tmé (pouZiti alobalu) a vyhodnocena pomoci fluorescenéniho mikroskopu

Olympus IX81.

Aktin je globularni strukturni protein, ktery polymeruje v dlouha vldkna zvana
mikrofilamenta (F-aktin). Zabezpecuje skeletalni a motilni funkce. Sit’ aktinovych vlaken
brani deformaci buniky, prenasi tlak, brani difuzi organel, zesiluje plazmatickou membranu
a omezuje lateralni migraci membranovych proteini (Cytoskelet a molekularni motory:
Biologie a patologie, LF MUNI. [online]). Barveni aktinu je velmi uZzite¢né pii urCovani
struktury a funkce cytoskeletu v Zivych i fixovanych bunkach. Cytoskelet je velmi
dynamicka a labilni struktura v zivé buice, ale miZe byt fixovana naptiklad formaldehydem
pfed samotnym barvenim aktinovych struktur. Ve fixovanych buiikach lze aktinové
struktury vizualizovat pomoci fluorescen¢nich phalloidinti, aktinovych protilatek nebo
elektronové mikroskopie. Barvivo ActinRed™ 555 se vaZe pouze na strukturu F-aktinu,

a proto ma nizké pozadi. Kromé¢ toho se barveni aktinem mezi jednotlivymi druhy znatelné


https://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADlkovina
https://cs.wikipedia.org/wiki/Polymerizace
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mikrofilamentum
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nelisi (Actin Staining Techniques. [online]). ActinRed™ 555 je excitovan pfi 540 nm a jeho
emisni maximum se nachdzi pti 565 nm. Je velmi ¢asto detekovan pomoci standardnich filtrt
TRITC (Rhodamin / Dil / Cy3 / Alexa) (ActinRed™ 555 ReadyProbes® Reagent Protocol.

[online]).

Hoechst 33258 je populdrni kontrastni barvivo pro barveni nukleovych kyselin, které po
navazani na dsDNA emituje modrou fluorescenci. Vzhledem k tomu, ze barvivo Hoechst
33258 oznacuje pravé DNA, bézné se také pouziva k vizualizaci jader a mitochondrii.

(Hoechst 33258 Staining Dye Solution [online]).

Hoechstovo barvivo mize byt pouzito na zivych nebo fixovanych bunkach a casto se
pouzivaji jako nahrada za jiné barvivo nukleové kyseliny (DAPI). Klicovym rozdilem mezi
nimi je to, ze dal$i ethylova skupina Hoechstova barviva ho ¢ini lipofilnéjsi, a tim 1épe
prochéazi neporusenymi bunéénymi membranami. Toto barvivo je excitovano ultrafialovym
svétlem pii 350 nm a emituje modré fluorescen¢ni svétlo kolem emisniho maxima pfi

461 nm (Hoechst 33258, 33342 — Product Information. FluoProbes. [online]).
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5 VYSLEDKY

5.1 PANI/PVA Kkryogely

Priprava PANi/PVA kryogelt probéhla procesem kryogelovani, pficemz bylo zhotoveno
celkem 12 raznych typt kryogell podle Tabulky ¢. 3, uvedené v kapitole: 4.4.2 Ptiprava
PANi/PVA kryogelt.

Jak jiz bylo uvedeno k provedeni piipravy vzorkt PANi/PVA kryogelti byly pouzity
3 typy PVA orizné molekulové hmotnosti a ke kazdému vzorku typu PVA pfidany
3 ptidatné latky ato NaCl, Na,HCO; a mikrokrystalicka celul6za Avicel pro podpoteni
tvorby porovité struktury. Pro provedeni procesu kryogelovani a jejich rozmrazeni po
7 dnech, byly vzorky promyty a uloZzeny ve vode po dobu jednoho tydne, aby se odstranily
vSechny nizkomolekuldrni reaktanty a vedlejsi produkty. Vysledné pfipravené vzorky

PANi1/PVA kryogelt a jejich konzistence je zndzornéna na Obrazku €. 20.

Wi mm—

Obrazek €. 20: Vzorek ptipraveného PANi/PVA kryogelu

Nasledné byly vzorky prohlédnuty a vybréany ty, jejichZ vlastnosti odpovidaly provedeni
navazujici prace a tyto kryogely jsou uvedené v Tabulce €. 4. Pfipravené kryogely by mély
byt mekkeé, elastické a vzhledem k typu polymerace, ktera se provadi ve zmrazeném vodném
médiu, se tak vytvoii houbovita struktura. Zaroven jejich mechanické vlastnosti umoziuji
snadnou manipulaci. Nékteré vzorky vSak nevykazovaly strukturdlni charakteristiku
kryogelu, po promyti se vzorky rozpadaly a neudrZely celistvy a soudrzny tvar, proto nebyly

vhodné pro nasledujici testovani.
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Tabulka ¢. 4: Vybrané vzorky PANi/PVA kryogeli

Vzorek kryogelu Poly(vinylalkohol) Pridavek
1 -
2 Mowiol® 4-88 NaCl
4 Avicel
5 -
6 Poly(vinyl)alkohol NaCl
7 (Myw 89,000-98,000) Na;HCO3
8 Avicel
12 Mowiol® 18-88 Avicel
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5.2 Biologické testovani cytotoxicity

Na =zakladé normy ISO 10993-5: 2009 — Biologické hodnoceni zdravotnickych
prostiedkd, Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro bylo provedeno testovani jako zkusebni
metody pro hodnoceni in vitro cytotoxicity. Tato metoda specifikuje inkubaci kultivovanych
bun¢k v kontaktu s extrakty vzorkit PANi/PVA kryogeli aje vhodnd ke stanoveni
biologické odpovédi sav¢ich bun€k in vitro s pouzitim vhodnych biologickych parametrt.
Vzorky PANi/PVA kryogeli byly pfipraveny v souladu snormou ISO 10993-12:
2012 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkt, Céast 12: Piiprava vzorkd

a referen¢ni materidly.

Pro vyhodnoceni cytotoxického ucinku vzorkti PANi/PVA kryogelii na bunéénou kulturu
NIH/3T3 byl proveden testovaci protokol zaloZen na méfeni zivotaschopnosti bunék po
kultivaci v kryogelovych extraktech (1, 10, 25, 50, 75 a 100 %) prosttednictvim metabolické
aktivity — MTT test.

Cytotoxicky uc¢inek extraktd vzorki PANi/PVA kryogeli na buiiky NIH/3T3 byla
prezentovdna ve srovnadni s kultivovanymi buiikami NIH/3T3 v kultivacnim médiu bez
kryogelového extraktu (oznaGeny jako reference). Uginky extraktd vzorka PANi/PVA
kryogell na bunécnou kulturu byly testovany kratkodobé. Jedna se o 1denni piedkultivaci,

ldenni kultivaci s extraktem vzorki kryogell a pot¢ MTT cytotoxicky test.

V ramci vyhodnoceni podle normy ISO 10993-5: Cytotoxicky MTT test Ize cytotoxicitu
hodnotit podle stupnice:

>0,8: bez efektu cytotoxicity
0,6-0,8: mirné cytotoxicky efekt
0,4-0,6: stitedné cytotoxicky efekt
<0,4: siln€ cytotoxicky efekt

Hodnoceni cytotoxicity je velmi dilezité pro pouzité kryogely jako mozné scaffoldy.
Samotny MTT test se ¢asto pouziva k hodnoceni in vitro cytotoxicity polymernich slozek.
Jedna se o rychlou efektivni metodu pro testovani mitochondridlniho poskozeni a docela
dobte koreluje s bunécnou proliferaci. Cytotoxicky ucinek na zivotaschopnost bunék je

znazornén na Obrazcich ¢. 21-23.
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Utinky jednotlivych procentualnich PANi/PVA kryogelovych extraktdi bez/s pridavky
NaCl a mikrokrystalické celulézy Avicel na Zivotaschopnost mySich embryonalnich
fibroblastii (NIH/3T3) po 24 hodinach inkubace jsou uvedeny na Obrazku €. 21. V tomto
piipadé byl pro zhotoveni kryogelu pouzit poly(vinylalkohol) o molekulové hmotnosti
My ~31 000 (Mowiol® 4-88).
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Obrazek ¢&. 21: Zivotaschopnost bunééné linie NIH/3T3 po expozici extrakti PANi/PVA
kryogelii (Mowiol® 4-88) po dobu 24 h

Podle zminéné normy ISO 10993-5: 2009 — Biologické hodnoceni zdravotnickych
prostiedktl, Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro jsou vzorky kryogelovych extrakti
s viabilitou bunék vétsi nez 80 % povaZovany za necytotoxické. Ve 3 piipadech vzorki
PANi/PVA kryogelt Ccistého 1is pfidavky NaCl a mikrokrystalické celulozy Avicel
pozorujeme ve vSech kryogelovych extraktech (1, 10, 25, 50, 75 a 100 %) Zivotaschopnost

bun¢k veétsi nez 80 % v ramci inkubace 24 h a nasledného vyhodnoceni.
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V porovnani téchto 3 vzorki PANi/PVA kryogelti miizeme vidét, ze znacnou viabilitu
anejméné vyraznou cytotoxicitu ma poté vzorek PANi/PVA kryogel s pridavkem

mikrokrystalické celulézy Avicel (hodnoty pfiblizné 100 %).

Stanoveni cytotoxicity PANiI/PVA kryogelovych extraktlii vi¢i mySim embryonalnim
fibroblastim pomoci MTT testu bylo provedeno také u vzorkli kryogeli vytvofenych
z poly(vinylalkoholu) o molekulové hmotnosti My 89,000-98,000. Vysledky viability
bunck NIH/3T3 po 24hodinové kultivaci v pfitomnosti extraktd testovanych vzorki
kryogeli pfipravenych bez 1 s ptidavky NaCl, Na,HCOs a mikrokrystalické celulozy Avicel

jsou uvedeny na Obrazku ¢. 22.

PANi/PVA kryogel PANI/PVA kryogel + NaCl
1.4 1.4+
1.24 g - 1.2 - -
: AP A B N -
2 1.04 e=miillm —\ st 5 1.0 —] A =23 L
% 0.8- —H |H A\ HHH % 0.8 HH| - iz
- —=H | [ H A HEH - =3l = H
g° = § i:: I B = i
T 0.4 =1 A HH ® 0.4 =nlllm H
2 )2 — H # o2 — s
0.0 T T ? T ] S 0.0- T T T 1222
S A P .ss\n SN A -&ﬁb
Extract concentration Extract concentration
PANI/PVA kryogel + Na:HCOs PANI/PVA kryogel + Avicel
1.4+ 1.4+
> 121 T . > 121 .T_ .
el ATt o Ellmld o
= —| s - — -
208 — —7 2 0.8 | H AR HEEH
8 —] 8 — i=: I
g 0® | 206 = 5
g 0.4 —H g 0.4 Ealillm =\
0.2 = | 0.2 — i£2
O‘D T ; T L ! DU' T e T T ]
R U N RS A L &
Extract concentration Extract concentration

Obrazek ¢&. 22: Zivotaschopnost bun&né linie NIH/3T3 po expozici extrakti PANi/PVA
kryogelti (PVA Mw 89,000-98,000) po dobu 24 h
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V tomto ptipad¢ vzorklt PANiI/PVA kryogelli se povedlo otestovat vSechny vytvoiené
varianty kryogell. Stanoveni cytotoxicity kryogelovych extrakti vii¢i mySim embryonalnim
fibroblastim op€t nezaznamenaly vyznamny negativni dopad na bunécénou kulturu, kdy
hodnoty cytotoxicity dle stupnice normy ISO: 10993-5: 2009 koreluji s efektem kryogelt

bez cytotoxicity.

Taktéz bylo provedeno hodnoceni vzorki PANi/PVA kryogeld vytvofenych typem
poly(vinylalkoholu) Mowiol® 18-88 o molekulové hmotnosti My ~130 000. Zde byl vSak
pro testovani vybran pouze typ vzorku s ptidavkem mikrokrystalické celulozy Avicel. Tento
vzorek vykazoval strukturdlni charakteristiku kryogelu, nerozpadal se a udrzel soudrzny
tvar. Vzhledem k nizkym mechanickym vlastnostem ostatnim vzorkd tohoto typu
poly(vinylalkoholu) nebylo mozné dosahnout provedeni biologického testovani

cytotoxicity.
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Obrazek ¢&. 23: Zivotaschopnost bun&né linie NIH/3T3 po expozici extrakti PANi/PVA
kryogelti (Mowiol® 18-88) po dobu 24 h

Na obrazku ¢. 23 miizeme vidét vysledky biologického testovani cytotoxicity na
kryogelovych extraktech (1, 10, 25, 50, 75 a 100 %) vcetné reference. MTT cytotoxicky test
byl tedy proveden pouze u kryogelového extraktu s ptidavkem celuldézy Avicel za Gcelem
zkoumdani cytotoxické/necytotoxické odpoveédi kryogelii na NIH/3T3 buiky. Iv tomto
piipadé byl vzorek PANi/PVA kryogelu shledan jako necytotoxicky pro bunécnou linii
NIH/3T3.
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5.3 Test proliferace bunék na vybranych vzorcich PANi/PVA kryogeli

Pro aplikaci jakéhokoli scaffoldu — kryogelu ve tkanovém inzenyrstvi se predpoklada, ze
bude v kontaktu s bunikami. Samotna adheze bun¢k na povrchy in vivo zavisi na adhezi
proteind, coz mize vyznamné zménit povrchové vlastnosti materidlu. Piesto je hodnoceni
adheze bun€k za podminek in vitro a ur€eni proliferace obecné piijimanou technikou pro
hodnoceni interakce mezi povrchy a buiitkami. Proto byla reakce bunécné linie NIH/3T3
testovana na vzorcich PANi1/PVA kryogelech v podobé¢ platki o stejné vysce (0,5 cm) a byly

vlozeny do 24jamkové mikrotitracni desticky.

Bunééné kultura na vzorcich PANi/PVA kryogelli byla nabarvena fluorescencnimi
barvivy ActinRed™ 555 a Hoechst 33258 pro znatelnou alepsi viditelnost bun&éné
morfologie a proliferace. Samotné barvivo ActinRed™ 555 je pouzitelné v rdmci uréovani
struktury a funkce cytoskeletu a Hoechst 33258 se vyuziva jako kontrastni barvivo pro

barveni nukleovych kyselin.

Byla provedena a hodnocena schopnost bunééné linie NIH/3T3 rlst a proliferovat na
vzorcich PANi/ PVA kryogelt v porovnani s referenci (kontrola). Buné¢na kultura NIH/3T3
byla tedy nasazena na PANi/PVA kryogely bez/s ptidavky NaCl, Na,HCO;
a mikrokrystalické celulozy Avicel po dobu 48 h a po uplynuti doby se provedlo barveni
bunécné kultury. Vzorky PANi/PVA kryogeld spolené s proliferovanymi buiikami byly
vyhodnoceny na zakladé mikrofotografii potfizenych pomoci fluorescenéniho mikroskopu

Olympus IX81.

Na obrazku €. 24, naznacujici proliferaci v ramci referencniho vzorku, je tradi¢né bunécna
kultura kultivovédna pro rast ex vivo na dvourozmérném povrchu mikrotitracni desticky. Je
zde pozorovana rovnomérna distribuce bunék, kdy cytoskelet fibroblastli je typicky
rozvétveny, protahly a bunééné jadro je ovalného tvaru. V takovych prosttedich jsou bunky
mnohdy nuceny pfijmout nepfirozené vlastnosti, véetné mozné zplostélé morfologie.
Vzhledem k tvaru cytoskeletu a jader bun€k obklopenymi jasné ohrani¢enymi F-aktinovymi
vlakny (Cerveng) se vSak ukézalo barveni pomoci fluorescen¢nich barvivy Hoechst 33258
a ActinRed™ 555, Ze bun&éna linie NIH/3T3 kultivované na vzorku reference ma piiznivé

prostiedi pro interakci mezi jednotlivymi buiikami.
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Hoechst 33258 ActinRed™ 555

Obrazek ¢. 24: Mikrofotografie fluorescen¢ni mikroskopie bunééné linie NIH/3T3 na vzorku

reference na dvourozmérném povrchu mikrotitracni desticky

Pro znazornéni testovani proliferace na vzorcich PANi/PVA kryogelii pomoci
kontrastniho barveni a fluorescen¢ni mikroskopie byly vybrany vzorky s vhodnou adherenci
a migraci bunék. Mozna zhor$ena kvalita mikrofotografii miize byt zplisobena ristem bunék
v odlisnych vrstvach struktury kryogeld a nebylo tak moZné pfesné€ zaostfit na buniky v urcité
vrstvé. Kryogely jsou formou materidlu, které se mohou pouZit k podpofe ex vivo
trojrozmérného ristu bunék aje zde pozorovatelnd moznost migrace a rastu bunck

v makroporézni struktufe.

Vybrané mikrofotografie vzorkt PANi/PVA kryogeli bez/s ptidavky NaCl, NaHCO3;
a mikrokrystalické celulozy na Obrazku €. 25 naznacuji, Ze na vSech téchto vzorcich byly
mysi embryonalni fibroblasty schopny adherovat a po dobu 48 h proliferovat na polymerni
matrici. Buniky si na téchto vzorcich zachovavaly schopnost riistu a proliferace, avSak
dochdzi ke zménam v morfologii fibroblastii, kdy ztraci sviy typicky rozvétveny tvar
cytoskeletu. V piitomnosti vzorku PANi/PVA kryogelu s ptidavkem NaCl (Mowiol® 4-88)
byly buniky schopny rist po dobu 48 h, pfesto zde neni znatelné kontrastni barveni
cytoskeletu pomoci ActinRed™ 555. Stejné tak tomu bylo i u vzorku PANi/PVA kryogelu
s NaCl (PVA My, 89,000-98,000).

Na vybranych ptikladech vzorki PANi/PV A kryogeld neni vyrazny pokles bunék NIH/3T3
anejedna se tedy o cytotoxicky efekt. Vzorky, které nejsou zndzornény na Obrazku ¢. 25,

vykazovaly podobny trend riistu a adherence bun€k i v ramci Cist¢ého PANi/PVA kryogelu
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nebo s pridavky latek. BohuZel zde nebylo pomoci kontrastniho barveni ActinRed™ 555

znazornén dostatecné cytoskelet ¢i zndzoriioval podobnou zménu morfologie.

Hoechst 33258 ActinRed™ 555

Obrazek ¢. 25: Mikrofotografie fluorescenéni mikroskopie bunécéné linie NIH/3T3 na

vybranych vzorcich PANi/PV A kryogela
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Celkové u vzorkii PANi/PV A kryogelt s ptidavkem mikrokrystalické celulozy Avicel bez
rozdilu molekulové hmotnosti PVA buiikky zachovéavaji vyhodnou tendenci ristu
a proliferace. Podobny sklon vykazuji i buiiky na povrchu PANi/PVA kryogelech bez
pridavku latek. O mén¢ intenzivnéjSi pocet buncék mulzeme pozorovat pii kultivaci

u PANi/PV A kryogelt obsahujici NaCl a poté¢ Na,HCOs,

Vysledky testu proliferace bunék NIH/3T3 koreluji s vysledky biologického testovani

cytotoxicity pomoci extraktu.
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6 DISKUZE

Vodivé polymery, jako je zde pouzity polyanilin, nachazeji mnoho uplatnéni diky své
vodivosti a elektrochemické aktivité. PANI je také schopen reagovat na riizné vnéjsi podnéty
zménou elektrickych ¢i optickych vlastnosti a Casto je tedy pouzivan jako vodiva slozka
v ruznych typech a formach kompoziti.

Makroporézni  vodivé materidlly na bazi polyanilinu anosného polymeru
poly(vinylalkoholu) jsou vhodnymi kandidaty polymernich kryogell umoziujici svou
kombinaci vlastnosti poskytnout eminentni rozhrani fazi elektronového (elektroda)
a iontového prenosu (elektrolyt) mezi biologickymi a syntetickymi systémy (Liang et al.
2015). Vysledkem je poté jejich aplikace do mnoha oblasti biomediciny a tkénového

inzenyrstvi jako potencionalné vhodné biomaterialy.

Syntéza samotného makroporézniho kryogelu je zahajena vyuzitim ucinku zmrzlého
vodného roztoku obsahujiciho rozpusténé latky, kdy rozpusténé latky jsou vypuzeny
z rostouciho ledového krystalu a jsou koncentrovany v kapalné nezamrzlé fazi. Kapalna
faze se tvofi v siti ledovych krystali. Systém obsahujici monomery, zesitovadlo — nosny
polymer a iniciator se nachdzi v nezamrzlé fazi, v niz probiha polymeraéni reakce a dochazi
ke vzniku polymerniho kryogelu. Po rozmrazeni ledové krystaly roztaji a zlstane
makroporézni gelova struktura, kde pory jsou replikou sité¢ ledovych krystalti. Pory jsou
tedy vzajemné propojené pravé diky taveni spojenych krystali (Kirsebom et al. 2010,
Stejskal a Bober 2018).

V ptipad€ reakéni smési PANi/PVA kryogelu probiha polymerace PANi v prostiedi
ethanolu zchlazeném v tekutém dusiku a po rozmrazeni se ziskd makroporézni struktura.
Nosny polymer v podobé poly(vinylalkoholu) tvofi sit’ mezi ledovymi krystaly béhem
zmrazovani a ta je dale posilena i polyanilinem. PANi se vyrabi v blizkosti nosné polymerni
faze, kde se reaktanty koncentruji. Vysledny PANi kryogel posileny poly(vinylalkoholem)
je mekky, pruzny houbovity materidl zelené az Cerné barvy. To je dano procesem

vvvvvv

emeraldin, jez je zelené barvy a vykazuje charakter elektrické vodivosti.

Poly(vinylalkohol) je hydrofilni polymer, ktery je diky své vynikajici biokompatibilité
oblibeny pro pouziti v oblasti mediciny. Vytvoiené kryogely (hydrogely), za pomoci
nosného polymeru jako je PVA, jsou neSkodné, transparentni (umoznuji snadnou kontrolu

procesu hojeni) a prfedevSim jsou schopné U¢inné absorbovat vodu. Vytéznost a tvorba
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kryogelu siln¢ zavisi na typu polymeru PVA a také na poctu cykll zmrazeni/rozmrazeni.
Podle literatury polymery s nizkou hodnotou molekulové hmotnosti totiz bud’ §patné tvoti
gel (PVA My, ~88 000), nebo netvoii gel viibec (PVA My ~25 000). U hodnot molekulovych
hmotnosti PVA My, 130 000—-145 000 Ize dosdhnout dobré gelové frakce i v ramci jednoho
cyklu zmrazeni/rozmrazeni pii tvorbé kryogelu (Stasko et al. 2008). V ramci diplomové
prace vsak vznikly pomérné stabilni vzorky iza pouziti PVA My ~31000 (znacka
Mowiol® 4-88), ato vcetn¢ pridavka dalSich latek. Byly zde vytvoreny mékké, pruzné
a kompaktni kryogely pro testovani. Stejn€ tomu tak bylo iv pfipadé o molekulové
hmotnosti PVA My, 89,000-98,000 — vSechny vytvotené varianty vzorku kryogeld (bez
i s pridavky NaCl, Na;HCOs a mikrokrystalické¢ celulézy Avicel) vykazovaly dobré
mechanické a strukturalni charakteristiky. Poslednim testovanym typem byl PVA
o molekulové hmotnosti My ~130 000 (znacka Mowiol® 18-88), zde byl vytvoten celistvy
kryogel pouze jeden a to PANi/PVA s piidavkem mikrokrystalické celulozy Avicel. Mozné
zmény molekulovych hmotnosti s porovnanim podle Stasko et al. 2008 je skutec¢nost, ze
v tomto pfipadé se nejednd piimo o PVA gely, nybrz kombinace dvou polymernich
materiald PANi a PVA, kdy v tomto ptipadé jsou Casto vybrany pravé PVA s niZ§i molarni

hmotnosti kviili dobré biokompatibilit¢ a snadné chemické modifikaci.

Kryogely jsou pouzivany v oblasti tkanového inzenyrstvi i souvisejicich biomedicinskych
oblastech a jejich velikost a struktura poért jsou dilezitym parametrem ve studiu téchto
biomateriali. Velikost porG hraje dilezitou roli, péry musi byt dostatecné velké pro
proniknuti bunék do kryogelu a jeho kolonizace. Pfesnd velikost port zévisi na konkrétnim
vyuziti biomateridlu, a to predev$im na zaklad¢ jeho kontaktu s danym typem tkéné. Proto
pro ovlivnéni velikosti pért a jejich Gcelnosti byly zvoleny latky — mozné porogeny nebo

pénidla.

Pravé chlorid sodny (NaCl) sriznymi koncentracemi muze slouzit jako porogen.
Porovitost a velikost port v disledk pouziti tohoto porogenu je mozné vyznamné zvysit,
coz ma za dusledek pteziti a diferenciaci bunck. AvSak je vzdy vhodné volit jistou
koncentraci, protoze nadmérné mnozstvi NaCl jako porogenu mulze poskodit samotnou
porézni strukturu kryogeli, coz mlze vést k nestabilni struktufe. Koncentrace ptidavku
NaCl byla zvolena jako koncentrace fyziologického roztoku, tj. 0,9% roztok NaCl. Roztok

ma osmolaritu ptiblizné€ jako plazma a oznacujeme jej jako izotonické (Li et al. 2017).

Pro tvorbu porézni kryogelové struktury a zvySeni porozity je mozné také vyuzit metodu

pénové techniky, pti které se pomoci penicich ¢inidel vytvoti porézni struktura. Obvykle Ize


https://www.wikiskripta.eu/w/Plazma
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pouzit dva druhy pénidel, tj. uhli¢itanové slouceniny (uhliitan hotecnaty/vapenaty,
hydrogenuhli¢itan sodny/draselny) a organicka rozpoustédla (pentan, 2-methylbutan, hexan)
(Kabiri, Omidian a Zohuriaan-Mehr 2003). Organicka rozpoustédla vSak nejsou vhodna pro
vyrobu scaffoldii vzhledem k jejich cytotoxicité. Z tohoto divodu byla jako dalsi latka
zvolen necytotoxicky Na,HCOs. U vzorkd PANi/PVA kryogeld byl pouzita koncentrace
2hm% Na;HCO3 pro zisk homogenni porézni struktury alatka byla ptfidéna do
polymeracniho roztoku. V ramci spojeni roztoku s Na,HCO3 dochazelo k vyvoji plynovych
bublinek oxidu uhli¢itého. Bublinky zlstaly ve visko6zni smési roztoku a pii ponotfeni do
ethanolu zmrazeného tekutym dusikem byly zachyceny a nasledné vytvorily pénivou
strukturu. Péna vychdzela nepretrzité, pomalu a homogenné. Moznd zvySend tvorba
bublinek oxidu uhli¢itého a tvorba pény méla vSak u nékterych typt vzorkit PANi/PVA
kryogelli za nasledek nesoudrzny tvar a rozpadavy charakter vysledného kryogelu, byl
dochovan pouze jeden vzorek: PANi/PVA kryogel (poly(vinyl)alkohol My 89,000-98,000).

Kombinace ptirodni biomasy (celuloza) s vodivym polymerem (PANi) vznikaji kryogely
se slibnymi vlastnostmi riiznych aplikacich spojenych s biologickymi a polovodi¢ovymi
materidly — biosenzory, fizené uvoliiovani léCiva a dalSi vyuziti oblasti tkanového
inzenyrstvi (Liang et al. 2015). Pouziti celuldzy jako plniva v polymernim kompozitnim
kryogelu ziskalo velkou pozornost ptedev§im pro jeji strukturu kryogelu s homogenni
makroporézni strukturou a dobrou misitelnosti a také pro mechanické vlastnosti — pevnost
a dobré iontova vodivost, coZ ostatné dokazuje moznost biologického testovani cytotoxicity
adalsi testy, kdy uvSech pfipadii vzorki PANi/PVA kryogeli byly pravé kryogely

s ptidavkem mikrokrystalické celulézy Avicel pfipraveny a vybrany pro praci.

Biokompatibilitu scaffoldll 1ze hodnotit pomoci in vitro testl. In vitro testy se provadéji
mimo zivé télo, Casto s vyuzitim systémi bunécnych kultur s cilem simulovat klinickou
situaci. Tyto testy se provadéji jako screening ptfed hodnocenim in vivo, vzhledem k jejich
jednoduchosti, finanénim nékladiim a zamezeni etickych problémil. Testovaci systémy
in vitro zahrnuji tif1 hlavni slozky, ato biologicky systém, kontakt bunky/materidlu
a biologickou odezvu. Prvnim testem stanoveni biokompatibility materialu je stanoveni jeho
cytotoxicity. Jednd se 0 mozny nastroj pro analyzu cytotoxickych G¢inkl a biokompatibility
biomaterialu a dalSich zdravotnickych prostiedkii na zZivy organismus (Omidi et al. 2017).
Béhem posouzeni cytotoxicity Ize kontakt buiiky/materidlu provést prostiednictvim extrakt
kryogeli pfipravenych na zakladé standardizovaného postupu dle normy ISO 10993-12:

2012 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prosttedki. Navazujici biologické odezvy lze
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hodnotit pomoci MTT testu nebo napi., morfologickym hodnocenim za vyuziti

fluorescen¢ni mikroskopie.

Pro biologické testovani cytotoxicity a proliferace byla zvolena bunécna linie odvozena
od mys$ich embryonalnich buné¢k NIH/3T3. NIH/3T3 je jedna z nejCastéji pouzivanych
bunécnych linii pro fadu bunécnych testli. Struktura bunééné linie je charakterizovana jako
adherentni monovrstva velkych vietenovitych bun¢k a povazuje se za jednu z relativné

snadno rostoucich bunéénych linii (Yang et al. 2009).

Grafy na obrazcich ¢. 21-23 vysledné cytotoxicity MTT testu ukazuji, Ze nebyl pozorovan
vyznamny rozdil v aktivité mysich fibroblastli v ramci testovanych kryogelovych extrakti
(1, 10, 25, 50, 75 a 100 %) vcetné reference (kultivace bez kryogelového extraktu). Podle
normy ISO 10993-5: 2009 —Biologické hodnoceni zdravotnickych prostfedk,
Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro jsou vzorky kryogelovych extraktil s viabilitou
bunck vétsi nez 80 % shledany bez efektu cytotoxicity. Bunky rostly velmi dobie po
24 hodinach expozice kryogelovych extraktd. Kryogely lze proto povazovat za

necytotoxickeé.

Pro vétSinu aplikaci tkanového inZenyrstvi je obecnym poZadavkem, aby buiiky pfilnuly
ke konkrétnimu pouzitému biomateridlu. Pravé ptilnuti bun¢k silné ovliviiuje bunécnou
proliferaci, migraci, diferenciaci, azhlediska tkanového inZenyrstvi, produkci
extracelularni matrice. Proto jsou dulezité¢ takove scaffoldy, kterd podporuji bunécnou
adhezi — bunky vSak nepfilnou pifimo k povrchim biomateridlu, ale spiSe se vaZou
prostfednictvim riznych adheznich proteini, které se adsorbuji na biomaterial. PouZitelnost
kryogeli na bazi PVA v tkdnlovém inZenyrstvi izce souvisi s pfipravou odpovidajicich
3D struktur, idealné ve formé& kombinujici vhodné biologické, mechanické a povrchové
vlastnosti. Inkorporace vodivého materidlu do scaffoldu pfispiva k tvorbé tzv. ,,chytrého*
responzivniho biomateridlu, ktery je schopen reagovat na extrémni stimuly, v tomto pfipadé
elektrickou vodivost. Plisobeni vodivosti ma vliv na buné¢né vlastnosti jako je diferenciace,
proliferace, migrace nebo orientace. Pro podporu cileného bunééného ristu skrz tkanovy
nosi¢ a jeho rychlejsi prortstani buiikami je pfedevSim inkorporace vodivé slozky velmi
zadouci. Samotny vodivy PANi je moZno ptipravit ve formé prasku, koloidu nebo filmu. Pro
docileni vzniku trojrozmérné struktury probihé jeho polymerace za pfitomnosti vhodného
sitovaciho ¢inidla. Diky svym pfiznivym vlastnostem jsou kryogely v biomedicinskych
aplikacich stale ¢astéjsi. V ramci diplomové prace byly pfipraveny kryogely na bazi PVA,

které jako soucast obsahuji vodivy polymer PANi. PANi je obecné povazovan za polymer
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s omezenou biokompatibilitou. Pravdépodobnd pozorovana cytotoxicita PANi muze
souviset s vyskytem nizkomolekularnich necistot pfitomnych v polymeru. Oba prekurzory
pouzivané pro syntézu PANI, a to peroxydisulfat amonny (APS) a anilin hydrochlorid (AH),
jsou rozpustné ve vode¢ a jejich zbytky se mohou snadno uvolnit z jinak nerozpustného PANi
za vystaveni fyziologickym podminkdm v téle. AvSak kombinaci PANi s biokompatibilnim
a dobte biologicky odbouratelnym PVA lze biomateridly vyuzit pro tkanové inzenyrstvi

(Nuttelman et al. 2001, Humpolicek et al. 2018).

Vzhledem k tomu, Ze pfipravené vzorky PANi/PVA kryogelit mohou byt povazovany za
scaffoldy pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi, bylo za ucelem otestovani zakladnich
parametrii biokompatibility doplnéno biologické testovani cytotoxicity za pomoci MTT
testu zvolena 1 metoda testovani proliferace bunécné linie NIH/3T3 na samotnych vzorcich
kryogell.. Analyza mikrofotografii z fluorescenéni mikroskopie za vyuziti bunécné linie
NIH/3T3 na Obrazku ¢. 25 naznacuje, ze bunééna linie dobte adherovala a ndhodné¢ se Sitila
na povrchy i ve strukturdch makroporéznich kryogeld. Po aplikaci po dobu 48 hodin se mysi
embryonalni fibroblasty zachovaly schopnost riistu — proliferace, ptesto dochéazelo ke
zménam tvaru cytoskeletu fibroblastii a ztracely sviyj typicky vietenovity tvar. MoZnosti pro
tyto zmény je charakter polymerd tvofici kryogelu, kdy PVA je obecné povazovan za
biokompatibilni material, mozny pozorovany mirny dopad extraktd kryogeltt PANi/PVA na
zivotaschopnost bun€k NIH/3T3 lze pfticist hlavné ptitomnosti polymeru PANi. Ptesto
pozorovatelné biologické vlastnosti v korelaci s vysledky cytotoxicity extrakti odpovidaji

dobré biokompatibilité pfipravenych kryogeld.

Dilezitym parametrem pro scaffoldy vyuZzivané v tkanovém inZenyrstvi jsou kromé
biologickych vlastnosti — cytokompatibility také materidlové vlastnosti, predevsim porozita
a charakteristika napodobujici zivou tkan. V ramci diplomové prace bylo planovéano také
stanoveni porozity pomoci skenovaci elektronové mikroskopie a reologickych vlastnosti
pfipravenych kryogelii. AvSak kvili probihajici pandemie virové nemoci covid-19 nebylo
umoznéno tyto testy dokoncit. BEhem manipulace s vzorky kryogeli bylo zaznamenano, Ze
jsou ohebné, pevné a pii stlaceni se vracely do plivodniho stavu, dokonce i ptl roku od
pfipravy. Proto je mozné konstatovat, Ze jejich mechanické vlastnosti jsou vhodné pro

pouziti v tkanovém inzenyrstvi.
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ZAVER

Porozuméni vzajemné interakce materidll a bun¢k je nezbytné pro vyvoj funkcnich
scaffoldli s pozadovanymi biologickymi vlastnostmi. Rozhodujici roli v ovlivnéni
biologickych vlastnosti jakéhokoli materidlu lze uvést cytokompatibilitu, povrchové

a objemové vlastnosti v ramci trojrozmérné struktury scaffoldu.

Kryogely na bazi vodivych polymert ziskaly v posledni dobé znac¢ny zdjem v oblasti
biomedicinskych aplikaci a tkanového inZenyrstvi. Kryogely charakterizujeme jako
makroporézni hydrogely vytvofené procesem gelovaténi pfi teplotich pod bodem mrazu
a vykazujicimi vlastnosti, diky nimz jsou piiznivéjsi v aplikacich nez tradi¢ni hydrogely.
Jedna se o mechanické a optické vlastnosti, vlastni struktura vytvoreného scaffoldu a snadna
tvorba ve srovnani s jinymi technikami tvorby makropori. V pfipadé propojené
makroporézni struktuie je dilezité poskytnuti jist¢ho prostfedi, které umoziuje vnitini
migraci bungk, pfisun zivin a odstrailovani odpadnich metabolitt, rist povrchové

adherovanych buné€k do samotného biologického scaffoldu. Kryogely navic vykazuji

zvySenou mechanickou stabilitu ve srovnani s tradi¢nimi hydrogely.

Supermakroporézni kryogely na bazi PANi/PVA jsou dobrymi kandidaty pro aplikace
tkdnového inzenyrstvi diky vysokému obsahu vody, relativni netoxicnosti, pruznosti
a transportnim vlastnostem, které napodobuji biologické tkané. Syntéza PANiI/PVA
kryogeld s vnitfni vodivosti miiZze nabidnout materidly reagujici na vliv externiho
elektrického pole a tim podporujici bunéénou aktivitu pottebnou pro scaffoldy tkanového
InZenyrstvi.

K hodnoceni potencidlniho vyuziti kryogelti v oblastech tkanového inZenyrstvi lze
navrhnout experimentalni metody hodnoceni biologické aktivity in vitro. V praktické ¢asti
byla provedena priprava PANi/PVA kryogeli s vybranymi typy PVA (Mowiol® 4-88,
Mowiol® 18-88 a poly(vinyl)alkohol My 89,000-98,000, 99+% hydrolyzed) a pfidatnymi
latkami (NaCl, Na2HCO3 a mikrokrystalicka celuléza Avicel). Vodivé polymerni kryogely
PANi/PVA byly pfipraveny polymeraci PANi v prostfedi ethanolu zchlazeném v tekutém
dusiku. Vyrobené PANi kryogely vkombinaci snosnym polymerem PVA ziskaly
mechanickou pevnost a typickou trojrozmérnou porézni strukturu meékkého, pruzného
materidlu zelené az Cerné barvy s dobrymi mechanickymi vlastnostmi. Porovndnim

vytvoienych PANi/PVA kryogeli byly vybrany auptesnény vzorky kryogeld pro
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nasledujici provedeni biologického testovani cytotoxicity a proliferace. Vybrané vzorky

kryogeli byly pii manipulaci ohebné, pevné a pfi stlaceni se vracely do pivodniho stavu.

Na zéklad¢ vysledki MTT testu cytotoxicity bez ohledu na koncentraci extraktu
(1, 10, 25, 50, 75 a 100 %), 1 v ramci zvolenych typt PVA k tvorbé vzorkl kryogeld, 1ze
dojit k zavéru, ze PANi/PVA kryogely cisté i modifikované NaCl, Na,HCO3 nebo
mikrokrystalické celulézy Avicel nejsou charakterizovany cytotoxicitou pro testovany typ
bunck NIH/3T3. Vyssi procento Zivotaschopnosti bun€k z testu MTT bylo zptsobeno kratsi
inkubaéni dobou, ktera sniZzuje koncentrace toxickych slozek. Tyto vysledky podporuji
vlastnosti scaffolda a to, Ze PANi/PVA kryogely Cisté nebo s piidavky jsou necytotoxické.
Dale tyto kryogely adekvatné podporuji rast buiikky bez buné¢né toxicity i jejich proliferaci.

Samotné pochopeni interakce mezi buiikami a kryogelem je zasadnim ptedpokladem pro
uspésné pouziti jakéhokoli materidlu v oblasti moderni mediciny. Kryogely maji pfiznivy
profil biologického scaffoldu, coz je zatazuje mezi dalsi platformy tkanového inzenyrstvi.
Taktéz mechanické vlastnosti kryogeli jako je jejich ohebnost, pruznost, a opétovné
navraceni tvaru po stlaceni, naznacuji, Ze kryogely vhodné pro pouziti v tkdnovém
inzenyrstvi. Proto se budouci vyzkum v této oblasti mize zaméfit na syntézu kryogell
zsiroké Skaly vodivych polymernich materiald ajejich testovani v rliznych

biomedicinskych aplikacich.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AH
APS
ASCs
CP
ECM
ESCs
ICM
MTT
iPSCs
PA
PANi
PEDOT
PTh
PPy
PVA
P3HT
SCs
TI

UPW

anilin chlorid

persulfat amonny (peroxodisiran amonny)

dospélé kmenové bunky (Adult Stem Cells)

vodivé polymery (Conductive Poylmers)

extracelularni matrix (Extracellular Matrix)

embryonalni kmenové buiikky (Embryonic Stem Cells)
vnitini bunééna hmota (embryoblast; Inner Cell Mass)

(3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
indukované pluripotentni kmenové bunky (Induced Pluripotent Stem Cells)
polyacetylen

polyanilin

poly(3,4.ethylendioxythiofen)

polythiofen

polypyrrol

poly(vinylalkohol)

poly(3-hexylthiofen)

kmenové bunky (Stem Cells)

tkanové inZzenyrstvi (Tissue Engineering)

ultracista voda (Ultrapure Water)
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