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ABSTRAKT

Tkénové inzenyrstvi vyuzivd nové generace biomateridli s cilem podpofit regeneraci
poskozenych tkani a obnovit jejich funkci. Mezi nejperspektivnéjsi materialy v této oblasti
patti elektricky vodivé biomateridly, které umoziuji modulovat chovani buné¢k pomoci
elektrickych stimult. Cilem bakalatské prace bylo vyhodnotit cytokompatibilitu a podporu
bunécné proliferace kompozitnich scaffoldi na bazi elastomeru VistaMaxx
a expandovatelného grafitu. Testované scaffoldy se liSily hmotnostnim pomérem
elastomer/grafit (70/30 a 60/40) a ptitomnosti povrchové upravy zelatinou. Cytotoxicita byla
stanovena pomoci MTT testu, zatimco proliferace bun€k NIH/3T3 byla analyzovana pomoci
konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie. Vysledky ukézaly velmi dobrou cytokompatibilitu
vSech scaffoldii. Zjisténé poznatky podporuji potencidl téchto materiali pro regeneraci
elektroaktivnich tkdni, jako jsou svalova, nervova a srdecni tkan, a potvrzuji

jejich vyuzitelnost v tkanovém inzenyrstvi.

Klicové slova: cytokompatibilita, elektricky vodivé biomateridly, elektroaktivni tkané,

scaffoldy, tkanové inZzenyrstvi
ABSTRACT

Tissue engineering aims to restore the structure and function of damaged tissues using
advanced biomaterials. Among the most promising are electrically conductive biomaterials,
which can modulate cellular behavior by applying electrical stimulation. This bachelor's
thesis evaluated the cytocompatibility and cell proliferation potential of composite scaffolds
based on elastomer VistaMaxx and expandable graphite. The tested scaffolds differed in
weight ratio (70/30 and 60/40) and surface modification with gelatin. Cytotoxicity was
assessed using the MTT assay, while the proliferation of NIH/3T3 fibroblasts was analyzed
by confocal fluorescence microscopy. The results demonstrated excellent cytocompatibility
of all scaffolds. The scaffold with a higher content of conductive filler (EG) supported
proliferation even without a gelatin coating. These findings highlight the potential of such
materials in the regeneration of electroactive tissues, such as muscle, nerve, and cardiac

tissues, and confirm their suitability for applications in tissue engineering.

Keywords: cytocompatibility, electrically conductive biomaterials, electroactive tissues, cell

proliferation, scaffolds, tissue engineering
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UvVOD

Tkanivové inZinierstvo zohrava c¢oraz vyznamnejSiu ulohu ako dynamicka
a interdisciplinarna oblast’, ktora sa snazi preklenit medzeru medzi klasickymi
biomaterialmi a aktivnou regeneraciou poskodenych tkaniv. Zatial’ Co tradi¢né biomaterialy
sluzili primarne ako pasivna vypli ¢i mechanickd opora, sucasny vyvoj sa orientuje
na tzv. bioaktivne a elektroaktivne materialy, ktoré st schopné ovplyviiovat' bunkové
procesy na molekularnej rovni. Tento posun je obzvlast’ vyznamny pri regeneracii tkaniv,

ktoré prirodzene reaguji na elektrické signaly ako su nervové, svalové a srdcové tkanivo [1].

Na rozdiel od konvenénych biomateridlov, elektricky vodivé biomateridly dokazu
sprostredkovat’ prenos elektrickych impulzov bud’ pohybom iénov (i6nova vodivost),
alebo elektronov (elektronova vodivost), Co vyrazne rozsiruje ich moZnosti na vyuzitie [2].
Vyskum sa ¢oraz viac sustred’uje na vyvoj inteligentnych vodivych scaffoldov, ktoré dokazu
stimulovat’ prirodzené¢ regeneracné procesy napriklad prostrednictvom galvanotaxie,

aktivacie signalnych drah alebo podporou synchronnej kontrakcie buniek [3].

Predkladand bakalarska praca sa zameriava na testovanie cytokompatibility a bunkove;j
odpovede na kompozitné scaffoldy na baze elastoméru a expandovateI'ného grafitu
— extrinzicky vodivého materialu. Cytokompatibilita materialu je dolezitym ukazovatel'om
pri uréovani celkovej biokompatibility a hodnotila sa sledovanim cytotoxicity a proliferacie
buniek na povrchu vzoriek. Cytotoxicita bola hodnotena pomocou MTT testu a bunkova
proliferacia bola analyzovana fluorescencnou konfokalnou mikroskopiou na mysej
fibroblastovej bunkovej linii NIH/3T3. Cielom prace bolo nielen potvrdit’ vhodnost
testovanych materidlov z hladiska bunkovej viability, ale aj porovnat’ rdzne varianty
scaffoldov z hladiska ich vplyvu na proliferaciu buniek, vratane efektu zelatinovej

povrchovej upravy.
Ziskané poznatky mozu prispiet’ k d’alSiemu vyvoju vodivych biomateriadlov, ktoré
by v budicnosti mohli sluzit ako aktivne nosi¢e pre tkanivové inZinierstvo, najméi

v oblastiach, kde elektrickd stimulécia zohrava vyznamnu tlohu v bunkovej regeneracii.
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I.

TEORETICKA CAST
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1 TKANIVOVE INZINIERSTVO

Tkanivové inZinierstvo je multidisciplindrna oblast’, ktord spdja poznatky z biologie,
chémie, materidlového inzinierstva a mediciny. Vznik tejto discipliny siaha
az do 16. storocia, kedy Gasparo Tagliacozzi, profesor chirurgie na Univerzite v Bologni,
opisal metodu, ktorou sa snazil rekonsStruovat’ nos z laloku predlaktia. Tento pristup,

hoci primitivny, ukazuje na ddvnu snahu l'udstva regenerovat’ poSkodené tkaniva [4].

V modernej ére sa tkanivové inZinierstvo vyvinulo do komplexnej discipliny, ktora
dnes oficialne definujeme ako aplikaciu inzinierskych a biologickych principov na vyvoj
biologickych substitutov, ktor¢ mdézu opravit’ alebo zlepsit' funkciu poSkodené¢ho tkaniva
¢i organu [5]. Tkanivové inZinierstvo, ako ho pozndme dnes, sa formovalo predovsetkym
v 80. a 90. rokoch, kedy Dr. Joseph Vacanti a Dr. Robert Langer z Massachusettského
technologického institatu polozili zaklady tohto odvetvia navrhnutim vhodnych scaffoldov.
Ich inovativny pristup, ktory zahfiial pouzitie syntetickych biokompatibilnych polymérov,

otvoril dvere k novej ére regenerativnej mediciny [6].

Hlavnym cielom tkanivového inzinierstva je vyvinut’ systémy, ktoré mozu efektivne
regenerovat’ alebo nahradit’ poskodené tkaniva. Tieto ciele sa daju dosiahnut’ bud’ priamo
in vivo, alebo ex vivo. Jednou z hlavnych stratégii tkanivového inzinierstva je bunkova
implantécia, pri ktorej sa vyuzivaju rézne metddy dodania buniek do organizmu. Tieto
bunky moézu byt injektované priamo do poSkodeného tkaniva alebo kultivované
v laboratérnych podmienkach na biodegradovatelnych scaffoldoch pred implantaciou
do pacienta [7]. Jednym z najvacsich problémov v tejto oblasti je obmedzena dostupnost’
vhodnych darcovskych tkaniv a organov. Aj ked’ mechanické zariadenia a umelé protézy
modzu docasne nahradit’ stratené funkcie, ich schopnost’ plne sa integrovat’ s tkanivom
hostitel’a je Casto limitovana. V budicnosti by umelo vytvorené tkaniva mohli zniZzit’ potrebu
transplantacie organov a zaroven urychlit’ vyvoj novych liekov, ktoré by pacientov vyliecili

a odstranili potrebu transplantécii uplne [8].

Vo vyskume sa uz dlhsi ¢as kladie vyrazny doraz na vyvoj biologickych Struktir, ktoré
vyuZivajli bunky, a biomateridly sluZiace ako scaffoldy — Struktury podporujice rast nového
tkaniva. Tieto scaffoldy su klI'i¢ové pri regeneracii roznych tkaniv, vratane koze, chrupavky,
kostného, nervového a srdcového svalového tkaniva. Napriklad pri regeneracii srdcového
tkaniva sa pouzivaju scaffoldy z kyseliny polyglykolovej (PGA) v kombindcii

s kardiomyocytmi, ¢o vyznamne zlepSuje funkciu srdca po infarkte [9].
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V poslednych rokoch su intenzivne skumané aj elektricky vodivé polyméry
ako inovativne materialy v tkanivovom inzinierstve. Tieto materidly umoznuja stimulaciu
buniek elektrickymi signalmi, o je obzvlast’ dolezité pri regeneracii svalového a nervového
tkaniva. Elektricky vodivé scaffoldy ponukaji vicsiu kontrolu nad rastom a funkénostou

buniek, vd’aka ¢omu prispievaju k vyznamnému pokroku v lie¢ebnych postupoch [10].

1.1 Klinické aplikacie

Klinické aplikacie tkanivového inzinierstva zahfiiaju Siroké spektrum terapeutickych
pristupov, od liecby popalenin a regeneracie nervového tkaniva aZz po opravu srdcového
svalu. Tato disciplina zaznamenala vyznamny pokrok nielen na teoretickej urovni,
ale aj v klinickej praxi, kde sa jej metddy uspeSne aplikuju v rdéznych oblastiach

mediciny [9].

Jednym z prvych tspesnych klinickych vyuziti tkanivového inZinierstva je regeneracia
kozZe, pri ktorej sa na scaffoldy efektivne aplikuju kultivované keratinocyty a fibroblasty.
Tento pristup podporuje rast nového epitelu a urychl'uje hojenie ran. Kompozitné materialy
s hornou vrstvou zo silikonu, ktora minimalizuje stratu tekutin, a spodnou vrstvou
obsahujucou chondroitinsulfat a kolagén pre podporu vaskularizacie a tvorby spojivového

tkaniva sa ukazali ako u¢inné v klinickych stadiach [11].

LCudska koza tvori priblizne jednu desatinu telesnej hmotnosti a jej poSkodenie moze
viest’ k vaznym komplikécidm. Normalny proces hojenia ran je vysledkom interakcie medzi
epitelovymi a mezenchymovymi bunkami, pricom dolezitii ulohu zohrava reepitelizacia
a kontrakcia rany podporena proliferaciou a migraciou keratinocytov po extracelularnej
matrix (ECM) [12]. Biomateridly ako kyselina hyalurénova, fibrin a kolagén zlepsuji
migraciu a diferenciaciu buniek, podporuju angiogenézu a urychl'uju regeneraciu tkaniva.
Preukézali sa ako uc¢inné pri liecbe diabetickych vredov, popalenin a inych chronickych

koznych defektov [13].

Okrem regeneracie koze sa vyznamné pokroky dosiahli aj v oblasti nervového tkaniva,
kde st vyzvy eSte komplexnejSie. Regeneracia nervového tkaniva je narocnd kvoli
obmedzenej schopnosti neuronov regenerovat’ sa. Scaffoldy s nanovlaknami napodobnujice
ECM podporuju rast axéonov a ich usmernenie. Uhlikové nanorarky a vodivé polyméry
zlepsuju prenos elektrickych signalov a podporuju diferenciaciu neurénov, pricom rastové
faktory ako neurotrofin alebo mozgovy neurotroficky faktor (BDNF) stimuluju regeneraciu

tym, ze podporuju prezitie neurénov, ich rast a tvorbu synaptickych spojeni [9].
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Pokroky v liecbe ochoreni, ako je Parkinsonova choroba, zahffiaji transplantaciu fetdlnych
buniek produkujucich dopamin. Syntetické nervové vodice s pridanim Schwannovych

buniek a rastovych faktorov podporuju regeneréciu periférnych nervov [14].

Regeneriacia kostného tkaniva zahffia vyuzitie biomateridlov, ako st
demineralizovand kostnd matrix, hydrogély a keramické materidly, doplnené o rastové
faktory, najma morfogenetické proteiny kosti (BMP) a transformujuci rastovy faktor beta
(TGF-P) [15]. Scaffoldy na baze kalciumfosfatu podporuju osteointegraciu a vaskularizaciu,

¢im urychl'uji hojenie zlomenin [16].

Zatial' Co regeneracia kosti a chrupavky sa zameriava na Strukturdlnu integritu,
regeneracia srdcového tkaniva kladie doraz najmd na obnovu kontraktilnej funkcie
myokardu po infarkte. Scaffoldy z kolagénu, alginatu a fibrinu sa kombinuji
s kardiomyocytmi alebo kmenovymi bunkami, ¢o zlepSuje schopnost’ srdcového svalu
stahovat’ sa a zarovein podporuje novotvorbu ciev [9]. Technologie in vitro umoziuju
vytvorenie srdcovych "patchov", ktoré sa nasledne implantuji priamo do poskodeného
svalu, zatial' ¢o in situ pristupy vyuzivaji injekéné biomateridly s rastovymi faktormi

na stimuldciu angiogenézy [17].

Tkanivové inZinierstvo vyrazne ovplyvnilo pristup k liecbe mnohych ochoreni. Stale
vSak celi vyzvam, ako je zlepSenie integracie implantatov, zabezpecenie efektivnej

vaskularizacie a zvladanie imunitnych reakcii [18].

1.2 Bunkové kultury

Bunkové kultary hraja kIi¢ova ulohu v tkanivovom inzinierstve, pretoze umoziuju
detailne Studovat’ spravanie buniek v kontrolovanych podmienkach. Tieto laboratérne
metddy poskytuju zéklad pre pochopenie biologickych mechanizmov, ktoré su zasadné
pre regeneraciu tkaniv a vyvoj novych terapeutickych pristupov [19]. Pri kultivacii buniek
existuju dva hlavné pristupy: monovrstvové (2D) a trojrozmerné (3D) bunkové

kultary [20].

1.2.1 2D vs. 3D bunkové kultury

2D bunkové kultiry predstavuju tradiény pristup, kde sa bunky pestuji na plochych
povrchoch, ako su plastové alebo sklenené¢ Petriho misky, ¢asto oSetrené adhéznymi
proteinmi, ktoré podporuji prilnavost’” buniek. Tento pristup je technicky nenarocny,

nakladovo efektivny a umoznuje jednoduchi manipuldciu s bunkami, ¢o z neho robi
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Standardny model pre mnohé biologické experimenty [21]. AvSak tento typ kultivacie
z4dsadne obmedzuje bunkové interakcie na jednu rovinu, ¢im dochddza k strate
komplexnosti, ktora je pritomna v prirodzenom tkanivovom prostredi in vivo. Bunky
pestované v 2D prostredi Casto vykazuju zmenenu morfologiu, stratu polarity, zmeny
v metabolizme [18]. Absencia priestorovych interakcii medzi bunkami a ECM vedie
k nereprezentativnym vysledkom, najmid pri S$tadiu procesov, ktoré su citlivé

na mikroprostredie, ako je diferencidcia alebo odpoved na farmakologické latky [22].

Na rozdiel od 2D modelov umoznuji 3D bunkové kultiry bunkdm rast’ v prostredi,
ktoré lepsie simuluje fyziologické podmienky organizmu. Bunky v tychto kultirach
vytvaraji zhluky (spheroidy), organoidy alebo st kultivované v scaffoldoch, ktoré
napodobiiuju Strukturu ECM [23]. Tento priestorovy rozmer umoziuje bunkdm udrziavat
prirodzenti polarizaciu, vytvarat bunkovo-bunkové a bunkovo-matrixové interakcie
a vytvarat tkanivovo-Specifické struktary. V 3D kultarach sa prirodzene vyskytuju gradienty
zivin, kyslika a metabolickych odpadov, ¢o vedie k heterogenite mikroprostredia podobnej
fyziologickym tkanivam. Tieto gradienty ovplyviiuju proliferaciu, diferenciaciu a apoptdzu
buniek, priCom bunky vo vnutornych oblastiach spheroidov mézu vykazovat hypoxické
alebo nekrotické zony, €o je doblezité najmé pri modelovani nadorového mikroprostredia

alebo Studiu tkanivovej homeostazy [24].

3D kultary umoznuju vernejSie modelovanie komplexnych biologickych systémov,
vratane Stadia invazivnych vlastnosti buniek, angiogenézy, vyvoja liekov a tkanivovej
regeneracie [21]. Vyskumy ukazuju, ze bunky pestované v 3D prostredi vykazuju odlisné
vzorce génovej expresie v porovnani s 2D kultirami, ¢o naznacuje, Ze bunkové spravanie je
vysoko citlivé na fyzikéalne a chemické vlastnosti ich mikroprostredia. Tento fakt je obzvIast
dolezity v oblasti tkanivového inzinierstva, kde je cielom vyvinat modely,

ktoré ¢o najpresnejSie napodobiiuj nielen Struktaru, ale aj funkciu tkaniv a organov [22].

Aj ked 2D kultary zostavaju cennym nastrojom pre zakladny biologicky vyskum vd’aka
svojej jednoduchosti a reprodukovatelnosti, ich limitacie st zrejmé, najméd pokial’ ide
o modelovanie zlozitych bunkovych interakcii a odpovedi na externé podnety. Naopak,
3D kultury pontkaju moznost presnejSej simulacie in vivo podmienok, ¢im poskytuju
robustnejSie modely pre Stidium ochoreni, testovanie liekov a vyvoj novych terapeutickych

stratégii v oblasti tkanivového inzinierstva [23].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

1.2.2 Typy buniek v tkanivovom inZinierstve

V ramci tkanivového inzinierstva sa vyuzivaju rozne typy buniek, priCom ich vyber
zavisi od konkrétnej aplikacie a poziadaviek na regeneraciu daného tkaniva. Rozhodujucimi
faktormi su zdroj buniek, ich schopnost’ proliferacie a diferenciacie, ako aj ich imunogénne
vlastnosti. Kazdy typ buniek ma Specifické vyhody a obmedzenia, ktoré je potrebné zvazit’

pri navrhu terapeutickych stratégii [19].
Rozdelenie buniek podla povodu

e Autolégne bunky: odobraté z tela pacienta, ktory je aj prijemcom. Ich najvaésou
vyhodou je vysoka biokompatibilita, pretoze imunitny systém pacienta tieto bunky
rozpoznava ako vlastné, ¢o minimalizuje riziko imunitnej odpovede
alebo odmietnutia implantdtu. Tento typ buniek je preferovany v tkanivovom
inZinierstve, najmd pre personalizované terapie, pretoze znizuje potrebu
imunosupresivnej liecby. AvSak nevyhodou moéze byt obmedzené mnozstvo
dostupnych buniek a ¢as potrebny na ich izolaciu a expanziu pred samotnou

aplikéciou [25].

e Alogénne bunky: pochadzaju od darcu rovnakého druhu, ale geneticky odlisného
od prijemcu. Vyhodou ich pouzitia je dostupnost’, pretoze mozu byt pripravené
vopred a uchovavané pre okamzité pouzitie. Avsak, ich hlavnou nevyhodou je riziko
imunitnej odpovede, pretoZze imunitny systém prijemcu moze tieto bunky
identifikovat’ ako cudzie. Na znizenie rizika imunitnej reakcie sa Casto pouzivaju

imunomodula¢né stratégie alebo imunosupresivna liecba [7].

o Xenogénne bunky: ziskané z in¢ho druhu, ¢asto sa pouZzivaji v experimentalnych
modeloch. Pouzitie xenogénnych buniek na regeneraciu tkaniv je stale kontroverzné
kvoli riziku prenosu patogénov. Avsak, tieto bunky moézu docasne podporovat’
poskodené tkanivo, kym sa nenajde vhodny l'udsky darcovsky organ alebo kym sa
tkanivo samo neobnovi [25]. Napriklad peceniové bunky (hepatocyty) osipanych
pestované v extracorporalnych bioreaktoroch sa klinicky testuju na podporu

pacientov so zlyhanim pecene [26].
Rozdelenie podl’a stupna diferenciacie

e Kmenové bunky: nediferencované bunky s regeneraCnym potencidlom schopné
obnovovat’ poskodené tkaniva. Tieto bunky sa vyznacuju schopnost’ou samoobnovy,

¢o znamenda, ze sa moézu delit a udrziavat' svoj nediferencovany stav po dlhé
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obdobie [27]. Okrem toho maji schopnost’ diferencidcie na rézne Specializované
bunkové typy, ktoré su nevyhnutné pre opravu a regeneraciu poskodenych tkaniv.
Ich vyznam spociva aj v reguldcii homeostazy tkaniv, pricom reaguju na poskodenie
alebo stresové podmienky a aktivuji sa na podporu obnovy tkaniva [28]. Jednym
ztypov kmenovych buniek st somatické bunky, ktoré maji obmedzenu
diferenciacnu kapacitu, no zohravaju zasadnt tlohu v udrziavani a opravach tkaniv

pocas celého zivota [29].

Progenitorové bunky: ciasto¢ne diferencované bunky s obmedzenou schopnostou
delenia. Termin "Ciastocne diferencované" znamend, Ze tieto bunky uz presli
pociatoénym S$tddiom diferenciacie z kmenovych buniek, no stale si zachovavaju
urCitu schopnost’ vytvarat Specifick¢é bunkové linie. Na rozdiel od kmenovych
buniek maji progenitorové bunky nizSiu schopnost samoobnovy, ale vysSiu
schopnost’ rychlej diferenciacie, ¢o ich robi efektivnymi v procesoch rychlej

regeneracie [30].

Diferencované bunky: Specializované bunky s definovanou funkciou, ktoré tvoria
rozne tkaniva a organy v tele [31]. Tieto bunky maji obmedzenu alebo Ziadnu
schopnost’ delenia, ich hlavnou ulohou je vykonavat’ Specifické funkcie v organizme,
ako napriklad prenos kyslika, tvorba hormoénov alebo zabezpecenie kontraktility

svalov [32].
Rozdelenie kmenovych buniek podl’a schopnosti delenia a diferenciacie

Totipotentné bunky: najmenej diferencované bunky, ktoré sa vyskytuju v ranych
Stadiach vyvoja [33]. Oplodnené vajicko (zygota) a bunky z prvych dvoch cyklov
delenia s totipotentné, pretoze sa mozu diferencovat na embryondlne

aj extraembryonalne tkaniva, ¢im sa podiel'aju na tvorbe embrya aj placenty [34].

Pluripotentné bunky: dokazu sa diferencovat’ na bunky pochadzajtice zo vsetkych
troch zarodo¢nych listov — ektodermu, endodermu a mezodermu — z ktorych sa
vyvijaji  vSetky tkanivd a organy. Pluripotentné kmenové bunky,
nazyvané embryonalne kmenové bunky (ESCs), boli prvykrat izolované z vnttornej
bunkovej masy blastocysty [33]. Okrem ESCs sem patria aj indukované
pluripotentné kmetiové bunky (iPSCs), ktor¢ sa ziskavaju genetickym
preprogramovanim dospelych somatickych buniek do pluripotentného stavu. Tento

proces bol prvykrat opisany Takahashim a Yamanakom v roku 2006. iPSCs vykazuju
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vlastnosti podobné¢ ESCs, vratane expresie génov spojenych s pluripotenciou
a aktivity telomerazy. Napriek ich potencidlu existuji obavy tykajice sa

ich bezpecnosti, najma rizika vzniku rakovinovych buniek [35].

e Multipotentné bunky: nachadzaju sa vo vécsine tkaniv a mozu sa diferencovat’
na bunky pochadzajuce z jedného zarodo¢ného listu. NajzndmejSie su
mezenchymalne kmenové bunky (MSCs), ktoré mozno ziskat z réznych tkaniv,
vratane kostnej drene, tukového tkaniva, kosti, pupocnikovej krvi a periférnej krvi
[36]. Stadie preukézali, Ze MSCs sa dokazu diferencovat’ aj na neuralne tkanivo,

ktoré pochadza z ektodermu, ¢o predstavuje transdiferenciaciu [37].

e Unipotentné bunky: maju schopnost’ samoobnovy, ale dokdzu sa diferencovat iba
na jeden Specificky typ bunky, ¢im tvoria jedint bunkov1 liniu. Prikladom su svalové
kmenové bunky, ktoré sa diferencuju na zrelé svalové bunky, ale nemaju schopnost’

vytvarat’ iné typy buniek [33].
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2 BIOMATERIALY

Biomaterialy st materidly, ktoré interaguju s biologickymi systémami a st navrhnuté
na nahradenie, opravu alebo podporu tkaniv a organov v l'udskom tele. Tieto materialy
zohravaju kl'aicovu tlohu v tkanivovom inzinierstve, pretoze sluZia ako scaffoldy, nosice
lie¢iv alebo implantovateI'né zariadenia, ktoré podporuju regeneraciu tkaniv. Biomateridly
musia byt biokompatibilné, aby nedochadzalo k toxickym reakciam alebo odmietnutiu

hostitel'skym organizmom [38].

MozZno ich rozdelit do dvoch hlavnych kategorii: prirodné a syntetické. Prirodné
biomaterialy zahfiiaju materidly ziskané z biologickych zdrojov, ako su kolagén, chitozan
(CHI), kyselina hyaluronova alebo alginat. Tieto materialy st Casto vyhodné vd’aka svojej
vynikajlicej biokompatibilite a biologickym vlastnostiam, ktoré napodobiiuju tkanivo.
Napriklad kolagén, prirodzene pritomny v spojivovych tkanivach (zakladnd zlozka ECM),
je Siroko pouzivany v scaffoldoch pre regeneraciu koze a kosti, a CHI je zndmy svojimi
antibakteridlnymi vlastnostami a zaroven podporuje hojenie ran [39]. Syntetické
biomaterialy su vytvorené pomocou chemickych procesov a umoznuji va¢siu kontrolu nad
ich fyzikalnymi a chemickymi vlastnostami. K beznym syntetickym biomateridlom patria
polyméry ako poly(laktid-ko-glykolid) (PLGA) a polymetylmetakrylat (PMMA). Tieto
materidly sa Casto pouzivaji v implantitoch alebo ako nosice pre lieivda vdaka ich

mechanickej pevnosti a kontrolovateI'nej biodegradovatelnosti [40].

Prirodné biomateridly ponukaji biologicku aktivitu a prirodzené vlastnosti, ktoré
podporuju bunkovu regeneraciu. Avsak ich nevyhodou méze byt nedostatok mechanicke;j
pevnosti a moznost imunitnych reakcii. Na druhej strane syntetické biomateridly su
dizajnované tak, aby mali presne pozadované vlastnosti, ale mézu mat problémy
s biokompatibilitou, ¢o znamend, ze potrebuji dalSie modifikicie, aby sa zlepsila

ich interakcia s biologickym prostredim [39].

V poslednych rokoch sa vyvoj biomateridlov posunul smerom k vytvaraniu
inteligentnych biomaterialov, ktoré reaguju na biologické podmienky v tele, ako si pH
alebo teplota. Tieto materidly moézu uvolnovat’ lieCiva alebo rastové faktory v reakcii
na podmienky prostredia, ¢o zvySuje efektivitu hojenia a regeneracie [41]. Zaroven
sa zvySuje doraz na vyskum personalizovanej mediciny, kde sa biomaterialy prispdsobuju

individudlnym potrebam pacienta. Tento pristup otvara nové moznosti v oblasti
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regenerativnej] mediciny a umoziiuje vyvinit nové liecebné metddy pre konkrétne

diagnozy [42].

2.1 Vlastnosti biomaterialov

Biomaterialy pouzivané v tkanivovom inZinierstve musia spliiat’ rdzne Specifické
kritéria, aby uc¢inne podporovali regeneraciu tkaniv a buniek. Ich kI'ai€ové vlastnosti zahtiiaji
mechanické, povrchové, chemické a elektrické parametre, biokompatibilitu, degradabilitu

a interakciu s biologickym prostredim [40].

Mechanické vlastnosti, ako st pevnost, elasticita a odolnost’ voci tlaku alebo tahu,
su zasadné pre uspeSné vyuzitie biomateridlov. Materidly ur€ené pre kostné implantaty
musia byt mimoriadne pevné, aby vydrzali mechanicky stres, zatial’ o materialy urcené
pre mékké tkaniva, ako st svaly a chrupavky, musia byt flexibilnejSie a pruznejsie [43].
Napriklad titdnové zliatiny st idedlne pre kostné implantaty kvoli ich vysokému pomeru
pevnosti k hmotnosti, zatial ¢o kolagénové scaffoldy su vhodné pre mikké tkaniva,

pretoze napodobniuju prirodzent elasticitu tychto tkaniv [44].

Povrchové vlastnosti biomateridlov, ako su drsnost a hydrofébnost
alebo hydrofilnost’, maji vyrazny vplyv na bunkovl adhéziu a migraciu. Optimalna drsnost’
povrchu podporuje lepsiu prilnavost’ buniek, ¢o je nevyhnutné pre regeneraciu tkaniv [44].
Povrchova hydroféobnost’ méze inhibovat’ bunkovu migraciu, zatial’ ¢o hydrofilné povrchy
podporuju interakcie medzi bunkami a proteinmi, ktoré sa na povrchu biomateridlu
adsorbuju a ovplyviiuju bunkovlil adhéziu a diferencidciu. Modifikacia povrchovych
vlastnosti, napriklad prostrednictvom pridania funkciondlnych skupin, méze zlepsit

biokompatibilitu a podporit’ adhéziu buniek [45].

Biokompatibilita je nevyhnutnou vlastnostou biomateridlov, pretoze zarucuje,
ze materidly nevyvolavaju imunitni odpoved’ organizmu. Interakcia biomateridlov
s bunkami a ECM musi byt prirodzend, aby nedochadzalo k odmietnutiu implantatov

alebo zapalovym reakciam [43].

Degradabilita a biodegradabilita biomateridlov su dolezité pre scaffoldy, ktoré sa
v tele postupne rozkladajii a umoziiuju rast nového tkaniva. Tento proces sa Casto riadi
chemickymi mechanizmami, ako je hydrolyza alebo enzymaticka degradécia [43]. Rychlost’
degradacie je dolezitd pre uspeSnu regenerdciu — prili§ rychla degradacia by mohla viest

k nedostatocnej podpore tkaniva, zatial’ co pomala degradacia by mohla branit’ rastu nového
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tkaniva. Biodegradovatel'né polyméry, ako polyaktid (PLA) a PGA, sa beZzne pouZzivaju

prave pre ich kontrolovateI'na rychlost’ degradacie [46].

Elektrické vlastnosti biomateridlov, najmi ich vodivost, su kI'icové pre regeneraciu
nervového a svalového tkaniva. Elektricky vodivé materidly, ako st uhlikové nanorurky
a polypyrol (PPy), dokazu stimulovat’ bunky prostrednictvom elektrickych signalov a tym
prispievaju k regeneracii tkaniv. Na rozdiel od inych fyzikdlno-chemickych parametrov,
ako je napriklad pevnost’ alebo degradabilita, maji elektrické¢ vlastnosti biomateridlov
schopnost’ aktivne zasahovat’ do signalizacie buniek, ¢o ich radi medzi tzv. elektroaktivne
materidly. Tieto materidly navySe umoziuji prepojenie biologickych Struktur
s elektronickymi zariadeniami, ako st biosenzory alebo stimulatory. V zavislosti
od mechanizmu vodivosti sa rozliSuju elektronovo vodivé a i6novo vodivé biomaterialy,
ktoré maju odliSny spdsob vedenia naboja [44]. KedZe elektrickd vodivost’ predstavuje
ustredny aspekt tejto prace a tvori zdklad aj pre prakticku cast’, kapitola 4 sa jej venuje
detailnejSie.

Chemické vlastnosti biomateridlov, ako je ich stabilita v rdznych biologickych
prostrediach, maju vel’ky vplyv na ich spravanie v tele. Stabilita v prostredi s odliSnym pH
alebo ionickym zlozenim je ddlezita pre dlhodobu funkénost’ biomateridlov [43]. Chemické
vizby v biomateridloch ovplyviiuji ich schopnost odoldvat’ degradacii a poskytovat

potrebnu stabilitu pre uspesnu integraciu do biologického prostredia [44].

2.2 Scaffoldy - Nosné Struktury pre regeneraciu tkaniv

Regeneracia poskodenych tkaniv je komplexny proces, ktory si vyzaduje vhodné
podmienky pre rast a diferencidciu buniek. Aby sa tento proces mohol tspesne uskutocnit,
je potrebné vytvorit' optimalne prostredie, ktoré napodobniuje prirodzené mikroprostredie
buniek. V tomto kontexte zohravaju scaffoldy ulohu 3D nosnych Struktar, v rdmci ktorej
poskytuju priestor na adhéziu buniek, podporuji ich migraciu a ulahcuji vymenu zivin
a metabolitov [47]. Vyvoj scaffoldov je zamerany na optimaliziciu ich fyzikalnych,
chemickych a biologickych vlastnosti tak, aby ¢o najvernejSie imitovali ECM a umoznili

uspesnu regeneraciu tkaniv [48].

Dolezitym aspektom scaffoldov je ich pérovitost’ a vel’kost’ porov, ktoré zésadne
ovplyvitujii prilnavost’ buniek, diftiziu Zivin a odstraiiovanie metabolitov. Porovitost
scaffoldov by mala byt dostatocne vysoka na umoznenie bunkovej migracie a cievnej

vaskularizacie, pricom interkonektivita porov je nevyhnutna na efektivny prenos Zivin
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a kyslika [47]. Pory s velkostou 100-300 pum st idedlne pre kostné tkanivo,
pretoze podporuju osteointegraciu a vaskularizaciu [49]. Naopak, menSie pory v rozsahu
5—15 um su vhodné pre aplikacie zahfiajice regeneraciu mikkych tkaniv, kde je potrebna

viacsia hustota buniek a interakcia s ECM [48].

Scaffoldy moézu byt degradovate'né alebo trvalé v zavislosti od aplikacie.
Biodegradovatel’né scaffoldy sa Casto vyuzivaju v regenerativnej medicine pri opravach
makkych tkaniv, nervového tkaniva a chrupavky, kde je zZiaduce, aby scaffold postupne
zmizol a bol nahradeny novym tkanivom [49]. Na druhej strane, trvalé scaffoldy su urcené
na dlhodobu podporu tkaniva, priCom st ¢asto vyrobené z keramickych alebo kovovych
materialov, ako je titan alebo bioaktivne sklo, ktoré poskytuju vysoku mechanick stabilitu.
Tieto scaffoldy sa vyuzivaju najmé v ortopédii, kde sa aplikuji na opravu vel’kych kostnych
defektov, v maxilofacialnej chirurgii na rekonstrukciu cel'usti a lebky, ako aj v implantologii

na dlhodobé fixacie a podporu pri hojeni kostného tkaniva [50].

Bunkovéa adhézia a proliferdcia zévisia od chemického zlozenia a povrchovych
vlastnosti scaffoldov. Scaffoldy s modifikovanymi povrchmi, ktoré obsahuju bioaktivne
ligandy alebo rastové faktory, moézu zlepsSit prilnavost buniek a wurychlit proces
diferenciacie [51]. Povrchové upravy, ako si chemické modifikacie alebo nanesenie
bioaktivnych vrstiev, su efektivnym sposobom, ako optimalizovat’ bunkové interakcie

a podporit’ regeneraciu tkaniva [50].

Vdaka pokroCilym vyrobnym technikam, ako je 3D tla¢, je dnes mozné vytvarat
scaffoldy s presne definovanymi vlastnostami, ktoré napodobiiuju prirodzené tkaniva
a urychluju proces regeneracie [47]. Vyvoj novych materidlov a vyrobnych technologii
neustdle rozsiruje moznosti tkanivového inZinierstva a umoziluje navrhovanie scaffoldov

s ¢oraz vyssSou funkcionalitou [50].
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3 BIOELEKTRICKA AKTIVITA V LUDSKOM TELE

Bioelektrickad aktivita predstavuje kli¢ovy mechanizmus riadiaci Siroké spektrum
fyziologickych procesov, od prenosu nervovych signalov a svalovych kontrakcii
az po regulaciu bunkovej proliferacie, diferenciacie a regenerdcie tkaniv. Tato aktivita
je vysledkom nerovnomerného rozlozenia elektricky nabitych ionov medzi intracelularnym
a extracelularnym prostredim, pri¢om ich pohyb cez selektivne idnové kanaly vedie k vzniku
elektrochemickych gradientov a elektrickych impulzov, ktoré st zdkladom bunkovej
signalizacie [52]. Pochopenie bioelektrickych procesov v 'udskom tele je kI'aCové pre vyvoj

a aplikaciu elektricky vodivych biomateridlov v tkanivovom inZinierstve.

3.1 Elektricka aktivita nervovej a pohybovej sistavy

Vsetky elektricky excitabilné bunky, predovsetkym neurény a svalové bunky,
vyuzivaji membranovy potencial, ktory vznikd nerovnomernym rozloZenim elektricky
nabitych 16nov medzi intraceluldrnym a extracelularnym prostredim. Tento potencial
je v pokojovom stave negativny, ¢o znamend, ze vnutrobunkové prostredie je menej
elektricky nabité ako extraceluldrny priestor. Udrziavanie tejto rovnovahy je zabezpecené
sodikovo-draslikovou pumpou, ktord aktivne transportuje sodikové iony (Na®) von
z bunky a draselné i6ny (K") dovnutra, ¢im vytvara elektrochemicky gradient potrebny

na elektricku signalizaciu [52].

Akény Plazmaticka
H membrina

potencial

Akeny l

K+ potencial

K+ l
Akény

K* potencial
+ + ¥ + - - + +

K+

Obrazok 1 Znazornenie postupného Sirenia akéného potencidlu pomocou aktivacie
napétovo riadenych i6novych kanalov

(zdroj:[53])
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V nervovej sustave sa elektricka aktivita prejavuje vo forme akénych potencialov, ktoré
predstavuji rychle zmeny membranového potencidlu nevyhnutné na prenos signalov
medzi neuronmi. Ked’ neurén dostane dostatocne silny podnet, membranovy potencial sa
zacéne depolarizovat’ —napédtovo riadené sodikové kanaly (Na") sa otvoria, ¢o umozni prudky
prisun sodikovych i6nov do bunky. Tento masivny influx kladne nabitych iénov spdsobi,
ze vnutro bunky sa nahle stane pozitivne nabité. Tento jav sa nazyva akény potencial
(Obrazok 1). Vzniknuty elektricky impulz sa Siri pozdlz axénu neuréonu ako vlna
depolarizacie, az kym nedosiahne synapsiu, kde spdsobi uvol'nenie neurotransmiterov. Tieto
chemické latky nasledne aktivuji receptory na postsynaptickej bunke, v dosledku ¢oho méze
pokracovat’ prenos signalu [54]. Po dosiahnuti vrcholu depolarizécie sa sodikové kanaly
zatvoria a otvoria sa draslikové kandly (K"), ktoré umoznia vystup draslikovych iénov
z bunky, ¢im sa membranovy potencial zacne vracat’ do povodného (negativneho) stavu,
tento proces sa nazyva repolarizacia. Po repolarizacii sa membrana ¢asto dostava do kratke;j
fazy hyperpolarizacie, kedy je jej naboj eSte negativnejsi ako v pokojovom stave. Tato faza

zabezpecuje, ze signal sa nebude okamzite opakovat’ [55].

Podobny mechanizmus sa uplatituje aj v svalovych bunkach, kde elektrickd aktivita
riadi svalové kontrakcie. Napitovo riadené vapnikové kanaly (Ca’") v membrine
svalovych buniek a v sarkoplazmatickom retikule sa aktivuji po prichode elektrického
signdlu. Ked’ elektricky impulz dosiahne svalové vlakno, kandly v sarkoplazmatickom
retikule sa otvoria, ¢im sa uvol'nia i6ny vapnika do cytoplazmy svalovej bunky. Pritomnost’
vapnika umoziuje interakciu medzi aktinom a myozinom, dvoma hlavnymi proteinmi
zodpovednymi za svalovy pohyb. Myozinové hlavy sa naviazu na aktin a postvaji svalové
vldkna proti sebe, ¢o vedie k stiahnutiu svalu. Akonahle sa sval prestane elektricky
stimulovat’, vapnikové kandly sa uzavra a vapnik sa aktivne transportuje spat

do sarkoplazmatického retikula, Co spdsobi jeho uvolnenie [56].

Tieto mechanizmy su zakladom pre vSetky motorické, senzorické a kognitivne procesy.
Ak dojde k ich naruSeniu, ako napriklad pri neurodegenerativnych ochoreniach, méze to mat’
za nasledok stratu senzorickych funkcii, zhorSenie pohyblivosti alebo kognitivne

poruchy [52] .

3.2 Elektricka aktivita srdca

Srdcova Cinnost’ je riadend presne koordinovanou elektrickou aktivitou, vd’aka ktorej

dochédza k rytmickym kontrakciam a efektivnemu pumpovaniu krvi do tela. Tento proces
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zabezpeCuju Specializované bunky zname ako ,,pacemakery®, ktoré generuju elektrické

impulzy a udrziavaju pravidelny srdcovy rytmus [57].

Elektricky signal sa zafina v sinoatrialnom (SA) uzle uloZenom v pravej predsieni,
ktory funguje ako prirodzeny kardiostimulator srdca. Spontanna depolarizacia v SA uzle
vedie k vytvoreniu elektrického impulzu, ktory sa $iri stenami predsieni, sposobuje
ich depolarizaciu a naslednti kontrakciu — tento proces sa na elektrokardiograme (EKG)
prejavuje ako P vlna. Po prechode predsienami sa elektricky signal dostava
do atrioventrikularneho (AV) uzla, kde dochadza k jeho kratkemu spomaleniu. Toto
oneskorenie umoznuje Uplné stiahnutie predsieni a efektivne naplnenie komor krvou

predtym, nez sa za¢nu stahovat’ samotné komory [57].

Z AV uzla sa signal $iri cez Hisov zvizok, ktory sa ndsledne rozvetvuje na pravé a 'avé
Tawarove ramienko. Tieto zvizky vedll impulz smerom k Purkynovym vlaknam, ktoré su
rozlozené v stenach komor a zabezpecujt ich rychlu a synchronnu depolarizaciu. Vysledkom
je kontrakcia komor a vytlak krvi do velkého a malého krvného obehu, pri¢om sa tento
proces na EKG zaznamenéava ako QRS komplex. Po kontrakcii komor sa musi srdcovy sval
vratit' do svojho pdvodného elektrického stavu. Po depolarizacii nasleduje repolarizacia,
pocas ktorej sa i6nové kanaly uzatvaraju, membranovy potencial sa obnovuje a svalové

bunky sa uvolfiuji — tento jav sa na EKG prejavuje ako T vina [58].

A P vina T vina
depolarizacia a repolarizacia
kontrakcia komor
predsieni

ST segment
zaciatok
repolarizacie komor
ako priprava na d’alsi
uder

ORS komplex
depolarizacia

a kontrakcia
komor

Cas [s]

Elektricky potencial [mV]

(=]

Obrazok 2 Zéakladné viny EKG znazoriujuce elektrickt aktivitu srdca

(zdroj: [57])
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Cely tento cyklus elektrickej aktivity srdca je riadeny pohybom i6nov cez membrany
buniek srdcového svalstva. Sodikové iony (Na') vstupuji do bunky pri zaciatku
depolarizacie. Vapnikové iény (Ca®") umoziiuju samotni kontrakciu srdcového svalu.
Naopak, draselné iony (K*) obnovuju pokojovy membranovy potencial a pripravuji bunku

na d’alsi cyklus [52].

3.3 Elektricka aktivita pri poraneni

Poskodenie tkaniva naru$a bunkové membrany a tym aj prirodzenu rovnovahu idonov
medzi vnutornym prostredim buniek a extracelularnym okolim. Té4to nerovnovéaha spdsobi
vznik lokalneho elektrického potencialu, ktory sa prejavuje ako elektrické pole v okoli rany.
Takéto elektrické pole posobi ako smerujuci signal, ktory pritahuje okolité bunky potrebné
na regeneraciu smerom k miestu poranenia. Bunky su schopné vnimat’ tento elektricky
gradient prostrednictvom Specifickych membranovych receptorov a i6novych kanélov
citlivych na elektrické stimuly. Tieto receptory a kandly nasledne iniciuji intracelularnu
signaliza¢nu kaskadu, ktora vedie k prestavbe cytoskeletu. Bunka polarizuje, ¢o znamena,
ze predna Cast’ bunky sa aktivne postiva v smere elektrického pol'a, zatial' co zadna Cast’ sa

kontrahuje, ¢im dochddza k cielenému pohybu — galvanotaxii [59].

Elektrick¢é pole okrem migracie ovplyviiuje aj dalSie biologické procesy,
ako proliferaciu a diferencidciu buniek. To sa deje prostrednictvom aktivacie Specifickych
intraceluldrnych signdlnych drah, napriklad mitogénom aktivované proteinkinazy
(MAPK) alebo PI3K/Akt drahy, ktoré st zndme svojou ulohou v regulacii bunkového
cyklu, rastu a diferenciacie. Aplikaciou exogénneho elektrického pol'a sposobuje otvorenie
napdtovo riadenych idnovych kanalov v membrane buniek, ¢o vedie k influxu idonov
(predovsetkym Ca?") do bunky. Zvysenie intracelularneho vapnika nasledne aktivuje
signalne kaskady, napriklad MAPK drahu, ktord prostrednictvom série fosforylacnych
reakcii spusta expresiu génov zodpovednych za proliferaciu, diferenciaciu a riadent

migraciu buniek potrebnych pre efektivnu regeneraciu poSkodeného tkaniva [3].
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4 ELEKTRICKY VODIVE BIOMATERIALY

Elektricky vodivé biomateridly (ECBs) predstavuji Specificku triedu biomateridlov
schopnych interagovat’ s bioelektrickymi procesmi v organizme. Na rozdiel od tradicnych
biomateridlov, ktoré primarne poskytuju fyzikdlno-chemické prostredie pre adhéziu,
proliferaciu a diferenciaciu buniek, ECBs umoznuju cieleny prenos elektrickych signalov
v tkanivach. Tento aspekt je nevyhnutny najmd pri regeneracii nervového, svalového
a srdcového tkaniva, kde elektrickd aktivita riadi bunkova signalizaciu, koordinaciu

kontrakcii a neuroprenosy [1].

Poruchy elektrickych procesov v l'udskom tele mézu viest’ k zavaznym ochoreniam,
ako s srdcové arytmie, svalova atrofia ¢i neurodegenerativne poruchy, preto ECBs
predstavuju sl'ubnu stratégiu na obnovu elektrickej aktivity v poskodenych tkanivach [2].
Ich ucinok je sprostredkovany mechanizmami, ako je galvanotaxia, kde bunky migrujua
v smere elektrického pol'a, ¢im sa optimalizuje proces regeneracie [3]. Sticasny vyskum sa
preto sustredi na kombinaciu bioelektroniky, nanotechnoldgii a biomateridlového
inZinierstva, s cielom vyvinut' inteligentné implantaty, ktoré dokdzu presne reagovat

na elektrické podnety organizmu [2].

4.1 Mechanizmy elektrickej vodivosti v biomaterialoch

Elektronova vodivost’ Ionova vodivost’

Obrazok 3 Rozdiel medzi elektronovou a ibnovou vodivost'ou v biomateridloch

(zdroj: [60])
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Vodivé biomaterialy navrhnuté na podporu biologickych procesov musia byt schopné
prenasat’ elektricky naboj podobnym sposobom ako zivé tkaniva. Mechanizmus elektricke;j
vodivosti zavisi od typu materidlu — niektoré vedu prad pohybom i6nov (kladne a zaporne
nabitych Castic), iné vyuzivaji pohyb elektrénov a tzv. dier (Obrazok 3), ktoré¢ vznikaja
po uvolneni elektronov. Vzniknuté kladne nabité diery pritahuju elektrony z okolia,

¢o umoznuje prenos elektrického naboja [2].

4.1.1 Iénova vodivost’ v biomaterialoch

I6nova vodivost’ je mechanizmus, pri ktorom dochadza k prenosu elektrického naboja
pohybom volnych i6nov v materidli. Tento typ vodivosti zohrdva zasadni ulohu
v biologickych systémoch, kde sa elektrické signdly prenaSajii cez bunkové membrany
pomocou sodikovych (Na"), draslikovych (K*), vapnikovych (Ca*") a chloridovych (CI°)

16nov [55].

V biomaterialoch sa i6nova vodivost’ ¢asto dosahuje pouzitim hydrogélov, ktoré maja
vysoky obsah vody a umoziuji vol'ny pohyb i6nov. V takychto materidloch nevzniké prud
tokmi elektronov, ale migraciou i6nov. Tento princip imituje prirodzené prostredie v tele,
preto i6novo vodivé hydrogély dokazu verne napodobnit’ transport nadboja v biologickych

tkanivach, ¢o je z hl'adiska biomimetiky vyznamna vlastnost’ [61].

Aby si hydrogél zachoval stabilni i6bnova vodivost, je potrebné udrzat” dostatocny
obsah volnych i6nov a vody v jeho Strukture. Jednou stratégiou je fixacia ionov
v polymérnej sieti zavedenim polyelektrolytov (nabit¢é polyméry ako polyakrylova
kyselina, polystyénsulfonat a ibonomerné prepojenia) do matrice hydrogélu. Tieto fixované
nabité skupiny viazu vol'ne pohyblivé protiiony, ¢im zabezpecuju vodivost’ a zarovei brania
plnému vyplaveniu idénov [62]. Dalsou moZnostou je i6nova zosietovacia interakcia,
napriklad dvojmocné kationy (Ca®") koordinujiice sa s karboxylovymi skupinami alginatu
vytvoria siet, ktora jednak stabilizuje hydrogél a zaroven poskytuje pohyblivé idny
pre vodivost’ [63]. Inovativne pristupy zahfiiaji aj pouzivanie zwitterionovych polymérov
(obsahujucich kladne aj zéporne nabité skupiny), ktoré maju vyborni hydratovatelnost’
a biokompatibilitu — tieto materidly udrzuji vysoky obsah vody a tym aj trvalejSie ionovo
vodivé kandly [64]. Na zvySenie samotnej vodivosti sa do hydrogélov Casto pridavaja vol'né
soli alebo i16nové kvapaliny. Napriklad pridanim chloridu sodného do chitozanového
hydrogélu sa umozni volny pohyb Na“ a Cl i6nov, ¢o vyrazne zlepsilo jeho elektricku

vodivost. Podobne zabudovanie organickych i6novych kvapalin (napr. na baze cholinu)
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do polyméru poskytuje zdroj mobilnych i6nov, ktory sa nevymyje tak I'ahko a zvySuje
vodivost aj v suchsich podmienkach. Ak i6ny v materiali nie su dostatocne viazané a zacnt

vol'ne difundovat’ prec, vodivost’ a funk¢nost’ hydrogélu sa ¢asom straca [65].

4.1.2 Elektronova vodivost’ v biomaterialoch

Elektronova vodivost' sa dosahuje dvoma hlavnymi pristupmi: tzv. intrinzicky
vodivymi polymérmi (ICPs), ktoré vedu prad vdaka svojej chemickej (konjugovanej)
Struktare, a extrinzicky vodivymi kompozitmi (ECC), v ktorych sa do inak nevodivého

polyméru pridavaju vodivé zlozky, ktoré umoziuju prenos elektronov [66].

ICPs patria medzi konjugované polyméry, v ktorych sa striedaji jednoduché a dvojité
vizby. Vdaka tomu vznika delokalizovany n-elektronovy systém, ktory umoziuje vedenie
elektrického prudu. V takejto konjugovanej Struktare sa elektrony v p-orbitadloch mozu
vol'nejSie pohybovat’, na rozdiel od beznych nasytenych polymérov, ktoré takyto m-systém
nemaju [67]. Aj ked’ maji konjugovany retazec, nedopované polyméry su v zdkladnom
stave malo vodivé, a preto samotna Struktira na zabezpecenie vodivosti ¢asto nestaci.
Aby nadobudli vysokii vodivost, zavddzaji sa do polyméru dopanty (oxidacné
alebo redukéné Cinidla), ktoré pridaji ¢i odoberu elektrény z m-systému [66]. Takymto
dopovanim vznikaju vo vnutri polyméru pohyblivé nosi¢e naboja (napriklad polarony),
¢o dramaticky zvySuje elektronovi vodivost. Ako priklad moZzno uviest' polyacetylén
dopovany jodom, ktory dosahuje kovovo vodivé spravanie [68]. Medzi najcastejSie
Studované ICPs patria PPy, polyanilin (PANI) a polytiofény
(napr. poly(3,4 -etyléndioxytiofén)), ktoré mozno vdaka dopovaniu naladit’ na vodivost

porovnatel'nti s vodivost'ou biologickych tkaniv [66].
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Obrazok 4 Schéma vzniku vodivej siete v kompozite pri zvySujicom sa obsahu vodivého
plniva

(zdroj: [69])

ECC ziskavaji elektronovil vodivost vd’aka vodivym zlozkam (napr. uhlikové
nanomaterialy) zakomponovanymi v nevodivom polyméri. Polymér sluzi ako podlozka,
zatial' ¢o vodivé plnivo vytvara cez cely kompozit prepojent vodivu siet’ [66]. Dolezitym
fenoménom je perkolacia, ktora predstavuje urciti prahovl koncentraciu vodivej plnky,
pri ktorej sa jednotlivé vodivé Castice zacnu navzijom dotykat' a tvorit’ suvisli cestu
pre elektrony. Pod touto koncentraciou je kompozit izolant, no po dosiahnuti prahu
perkolacie nastava prudky narast vodivosti (Obrazok 4). Elektrony sa potom mdzu prenaSat
tunelovanim ¢i priamym dotykom cez susediace vodivé Castice rozptylené v polyméri [70].
Uhlikové nanomateridly ako st grafén, uhlikové nanorurky (CNT), fulerény ¢i expandovany
grafit patria k ¢asto vyuzivanym vodivym plnivam pre takéto kompozity. Majia vynikajucu
schopnost’ viest naboj vd’aka konjugovanym sp? viizbam v ich §truktare, pricom grafén
napriklad dosahuje teoretickt elektricku vodivost’ az okolo 10° S-cm™. Navyse disponuju
vel'kym povrchom, takZe pri dostatoénom mnoZzstve v polyméri vedia vytvorit' rozsiahlu

kontaktnt siet’ [71].

Hoci vyvoj ECBs priniesol vyznamné pokroky, ich prechod do medicinskej praxe celi
mnohym vyzvam. Najvicsie prekazky spocivaji v optimalizacii elektrickych vlastnosti
materialov, biokompatibilite a stabilite v biologickom prostredi [1]. Mechanicka krehkost’
elektricky vodivych polymérov mdze obmedzit’” ich dlhodobé vyuzitie v implantidtoch
a niektoré¢ vodivé nanocastice moézu vykazovat cytotoxicitu, Co si vyzaduje presnu

optimalizaciu ich chemického zloZenia a povrchovych upravy. Z tychto dovodov sa Coraz
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viac vyskumov zameriava na vytvaranie hybridnych kompozitov, kde sa vodivé polyméry
kombinuju s biodegradovatelnymi alebo prirodnymi polymérmi, ako je CHI, zelatina alebo
PCL. Takéto kombinacie mozu vyrazne zlepSit mechanicku stabilitu, spracovatelnost
anajmd biokompatibilitu vysledného materidlu, pricom sa zarovenl zachova potrebna

elektricka vodivost’ [72].
4.2 Vybrané vodivé biomaterialy

4.2.1 PEDOT:PSS
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Obrazok 5 Struktara vodivého polyméru PEDOT:PSS

(zdroj: [73])

Poly(3.,4-etyléndioxytiofén) (PEDOT) patri medzi intrinzicky vodivé polyméry
zo skupiny polythiofénov. Vynikd vysokou chemickou a environmentalnou stabilitou,
¢o znamena, ze si dokdze dlhodobo zachovat svoje elektricky vodivé vlastnosti
aj v ndro¢nych podmienkach, napriklad pri vystaveni kysliku, zvySenej vlhkosti
alebo teplote. To ho odlisuje od starSich typov vodivych polymérov, ako st PPy alebo PANI,
ktoré v takychto podmienkach rychlo degraduju, stracajii vodivost’ alebo sa stavaju menej
spolahlivymi [66]. Stabilita PEDOT je preto velkou vyhodou najmi v aplikaciach, kde je
materidl dlhodobo vystaveny biologickému prostrediu, ako napriklad pri implantatoch
alebo senzoroch. Samotny PEDOT je nerozpustny, avSak beZzne sa syntetizuje a pouziva
vo forme komplexu PEDOT:PSS (s polystyrénsulfonatom ako dopantom), ktory
zabezpecuje jeho dispergovatelnost’ vo vode. Tato kombindcia dodava materidlu zaroven
kombinovant i6novo-elektronovi vodivost’ a ulahuje spracovanie do podoby tenkych

filmov ¢i povlakov [74].
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Vdaka svojej stabilnej konjugovanej Struktire a vysokej vodivosti je PEDOT
intenzivne skiimany v réznych oblastiach (senzory, elektrody, aktivne bio-scaffoldy)
a povazuje sa za perspektivnej$i nez PPy. Vo vSeobecnosti PEDOT patri k najvodivej$im
a najstabilnej$im vodivym polymérom. Na rozdiel od PPy si PEDOT dokaZze zachovat’ 89 %
svojej vodivosti za rovnakych podmienok aj po dlhsom vystaveni degradujucim

podmienkam [75].

Z hladiska mechanickych vlastnosti je PEDOT krehky a nedd sa l'ahko pouzit
samostatne ako objemovy konstrukény material, preto sa ¢asto aplikuje ako tenka povrchova
vrstva na pruzné nosné scaffoldy alebo sa vmiesava do poréznych nosi¢ov. Ukézalo sa,
ze ultratenké povlaky PEDOT na mikrovladknitych polymérnych sietach su dostatocne
vodivé a zaroven mechanicky odolné vo vlhkom prostredi — nedochadza k ich delaminécii

¢1 praskaniu, takze dlhodobo udrzia elektricka stimulaciu buniek [76].

Interakcia PEDOT:PSS s bunkami je predmetom viacerych §tadii, ktoré prevazne
potvrdzujii dobri biokompatibilitu. In vitro testy nezistili cytotoxické ucinky samotného
PEDOT na viaceré typy buniek. Naopak, na povrchoch upravenych PEDOTom bolo
pozorované zlepSené prichytenie buniek a ich rast — dermalne fibroblasty na PLA/PEDOT
scaffoldoch vykazovali vyborni adhéziu, migraciu aj proliferaciu [77]. Taktiez sa
zaznamenala nizka hodnota impedancie na rozhrani material-bunka, ¢o ul'ahcuje elektricky
prenos signalov k bunkdm [78]. Treba vSak dbat’ na zloZenie materidlu, pretoze nadbytok
dopantu a nasledné zvySenie aniénovej pritomnosti v prostredi mdéze negativne ovplyvnit’
biokompatibilitu. Pri vy$Sich koncentraciach PEDOT:PSS v hydrogéle (0,3 % hmotn.) sa
preukazala mierna cytotoxicita pri pouziti buniek myoblastovych buniek C2C12.
Odstranenie prebyto¢ného PSS (napr. premyvanim) alebo pouzitie alternativnych biologicky
odburatel'nych dopantov preto moze byt nevyhnutné pre bezpecné vyuzitie PEDOT v zivom

tkanive [79].

4.2.2 Extrinzicky vodivé kompozity obsahujuce grafén a CNT

ECC st kompozity, v ktorych vodivost’ zabezpe€uje vodiva Cast’ rozptylend v inak
nevodivej polymérnej matrici. Typickym prikladom st polymérne scaffoldy obsahujuce
grafénové nanoplatnicky alebo CNT. Grafén predstavuje jednovrstvovi hexagonalnu
mriezku s vynimoénymi fyzikélnymi vlastnostami — je mimoriadne pevny a disponuje
vynikajicou elektrickou vodivostou vd’aka delokalizovanym elektronom v svojej Strukture

[76]. CNT mozno povazovat za zvinuté listy grafénu, priCom existuji vo forme
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jednovrstvovych (SWCNT) alebo viacvrstvovych (MWCNT) Struktar. Tieto rarky sa

vyznacuju vysokym aspektnym pomerom a vybornou elektrickou vodivost'ou [80].

Na to, aby kompozit vykazoval makroskopicku elektricka vodivost’, musi vodiva cast’
vytvorit' skrz polymérnu siet’ vzajomne prepojené cesticky — t. j. dosiahnut’ perkolaciu.
Aby vSak tato vodiva siet’ vobec vznikla, je vel'mi dolezité, ako rovnomerne su vodivé
Castice rozptylené v polyméri. Ak sa castice zhlukuji len na niektorych miestach,
medzi tymito zhlukmi vznikaju ,,hluché miesta“ — oblasti s nevodivym polymérom, cez ktoré
elektrina neprejde. Takyto materidl mé potom nizku alebo ziadnu vodivost. Naopak,
rovnomerné rozptylenie ¢astic na urovni nanostruktury zabezpeci, Ze sa medzi nimi vytvoria
neprerusené¢ vodivé ,cesticky”, ktorymi moéZe elektricky naboj pohodlne pretekat’.
Vysledkom je celkovo vodivy scaffold vhodny napriklad na elektrickti stimulaciu

buniek [70].

Elektricka vodivost’ tychto kompozitov zavisi predovsetkym od koncentracie a typu
vodivého nanomateridlu [81]. Napriklad polyuretanovd nanovldknitd membrana
s 10 hmotn.% grafénu dosiahla povrchovii vodivost 9 x 10° S-cm™, ¢o je priblizne
sedemnasobok vodivosti samotného polyuretanu (1,3 x 10 S-cm™). Iné $tadie uvadzaju,
ze pri vyssich koncentraciach grafénu okolo 15 % sa d& v polymérnom kompozite dosiahnut’

vodivost az okolo 102 S-cm™

. Tieto hodnoty spadaji do oblasti polovodicov,
avSak pre potreby tkanivového inzinierstva st postacujuce — uz vodivost radovo
10°—10* S-ecm™ dokaZe umoznit elektrickti stimuldciu buniek v scaffolde. Uhlikové
nanomateridly samé o sebe maji dokonca kovovo-vodivé vlastnosti (napr. grafén ma
teoreticktl vodivost priblizne 10 S-cm™), aviak redlna vodivost kompozitu je limitovana
ich objemovym podielom a kvalitou spojenia v sieti [82]. V porovnani s ICPs (ako PEDOT)
dosahuju ECC spravidla nizsiu vodivost,, no ich vyhodou je, Ze aj relativne maly pridavok

nano-plniva moze zmenit’ izolant na funkény polovodi€ [66].

Mechanické vlastnosti uhlikovych kompozitov zavisia od pouzitého polymérneho
zakladu a od mnozstva vodivej zlozky. Biopolyméry, ako st polyuretan, PLA alebo zelatina,
zabezpecuju pruznost’ a tvarovu stabilitu scaffoldu, zatial’ ¢o nanoskopické uhlikové plniva
prispievaju k zvySeniu pevnosti a tuhosti. Udrziavanie vhodného pomeru
medzi jednotlivymi zlozkami je rozhodujice, pretoze nadmerny obsah nanoplniva moéze
narusit’ spojiti Struktiru polymérnej matrice, ¢o vedie k vicSej krehkosti a nizsej

mechanickej odolnosti vysledného materialu [83].
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Biologicka odozva buniek na uhlikovo-vodivé kompozity je vo vSeobecnosti priazniva
za predpokladu, ze nanomateridly si spravne zacllenené do polymérnej matrice
alebo povrchovo upravené. Vo svojej vol'nej forme totiz mézu grafén ¢i uhlikové nanorarky
vykazovat’ cytotoxické Uc€inky, najmi pri priamom kontakte s bunkovou membranou.
Z tohto dovodu sa pri pouziti in vivo Casto vyzaduje ich funkcionalizacia (chemicka
modifikacia povrchu), ktord podporuje rovnomernti disperziu v materidli a umoziuje
naviazanie bioaktivnych molekul [84]. V kompozitnej forme si vSak uhlikové
nanomateridly dobre tolerované a mnohé S$tadie nepreukdzali cytotoxicitu takychto
zmesovych scaffoldov. Naopak, Casto sa pozoruje zlepSend interakcia s bunkami vd’aka
kombinécii biokompatibilného polyméru a vodivého nanomateridlu. Polyuretanové
nanokompozity s grafénom napriklad podporili adhéziu aj proliferdciu viacerych typov
buniek. Konkrétne sa na nich dobre uchytili a proliferovali fibroblasty aj endotelové bunky,

a to najmé na nanovlaknitom povrchu so zdrsnenou topografiou [82].
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5 APLIKACIE VYBRANYCH ECBS

5.1 Elektricky vodivé hydrogély

5.1.1 Regeneracia nervového tkaniva

Vyskumy preukazali, ze elektricky vodivé hydrogély moézu urychlit’ obnovu nervov,
vyrazne urychlit' regenerdciu poskodenych nervov a zlepsit ich funkcéné vysledky [85].
Jednym z najnédejnejSich materidlov v tejto oblasti je polypyrol s kyselinou taninovou
(PPy-TA). V in vivo experimentoch na diabetickych potkanoch tento biomaterial vytvoril
okolo poSkodeného nervu ochranny obal, ktory aktivne podporoval jeho hojenie. U tychto
zvierat, ktoré maju narusent schopnost’ regeneracie nervoveho tkaniva kvoli hyperglykémii,
implantdcia PPy-TA vyznamne stimulovala obnovu axénov, podporovala remyelinizaciu
a zlepSovala vedenie nervovych impulzov. Tento ucinok je mimoriadne dolezity,
pretoze diabetes Casto vedie k periférnej neuropatii, pri ktorej dochddza k strate ochranného
myelinového obalu a zhorSenému vedeniu signalov. NavySe sa preukazalo, ze tento
biomaterial zabranuje denervacnej atrofii svalov, o je Casty problém pri dlhodobom

poskodenti periférnych nervov [86].

5.1.2 Regeneracia srdcového tkaniva

Srdcovy sval je vysoko zavisly od elektrickych signalov, priCom po infarkte myokardu
dochéadza k tvorbe nevodivého jazvového tkaniva, ktoré nartSa synchronizaciu kontrakcii
srdca. Elektricky vodivé hydrogély sa preto skimaji ako biomaterialy, ktoré mozu obnovit’
vodivost’ a podporit’ regeneraciu myokardu [87]. V preklinickych Stadiach bol vyvinuty
polypyrol-chitozanovy hydrogél (PPy-CHI), ktory po injekcii do post-infarktového
jazvového tkaniva vyznamne zvysil jeho vodivost’ a urychlil vedenie elektrickych signalov
medzi neposkodenymi oblastami myokardu a jazvou. Tento efekt sa priamo prejavil
v obnove synchronnych kontrakcii srdcového svalu, ¢im sa zvysila efektivita cerpania krvi
srdca [88]. Navyse, kombindcia biopolyméru chitézanu s elektricky vodivym PPy
zabezpeCila nielen vybornu elektricki  vodivost, ale aj mechanicki stabilitu
a biokompatibilitu hydrogélu. Chitozdn, znamy svojimi bioaktivnymi vlastnostami,
podporuje adhéziu a proliferaciu buniek, ¢im umoznuje efektivnejsiu regeneraciu srdcového
tkaniva. Vd’aka tymto vlastnostiam mozu elektricky vodivé hydrogély sluzit’ nielen ako

injikovateI'né scaffoldy na obnovu myokardu, ale aj ako implantovatelné néplaste, ktoré
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by mohli nahradit’ nevodivé jazvové tkanivo a obnovit elektrickl konektivitu poSkodenych

oblasti srdca [89].

5.1.3 Hojenie ran

Pri hojeni ran sa preukdzalo, ze nizkourovilova elektrickd stimulacia urychl'uje
regeneraciu koze vd’aka galvanotaxii, pri¢om vodivé hydrogély umoziuju aplikaciu tychto
mikroprudov priamo na ranu a tym podporuji migraciu koznych buniek a fibroblastov
do miesta poskodenia [90]. Vyskum v tejto oblasti sa momentalne zameriava na vyvoj
inteligentnych ,,smart“ obvizov, ktoré kombinuju hojivé vlastnosti hydrogélov
so zabudovanymi senzormi a elektronikou na monitorovanie hojenia ran v redlnom case
[91]. Napriklad bol vyvinuty flexibilny hydrogél na baze alginatu a PANI, ktory obsahuje
pH senzory a mikroohrievace. Tento systém dokaze detegovat’ zmeny pH v rane (indikator
infekcie alebo zhorSeného hojenia) a v pripade potreby automaticky aktivovat uvolfiovanie
antibiotik prostrednictvom tepelnych nanosenzorov [92]. Dal§im inovativnym rieSenim je
vyuzitie grafénovych senzorov integrovanych do hydrogélového obvidzu na neinvazivne
meranie glukozy v tekutindch rany, Co je obzvlast uZito¢né pri liecbe diabetickych
pacientov. Okrem toho sa ukazalo, Ze vodivé hydrogély mozu zlepSit' expresiu proteinu
konexin-43 (Cx43), ktory zohrava kI'ai€ovll ulohu v komunikacii medzi bunkami, ¢im sa

urychl'uje proces hojenia a regeneracie koze [91].
5.2 Intrinzicky vodivé polyméry

5.2.1 Regeneracia perifernych nervov

Jednou z najskor skimanych oblasti vyuzitia ICPs bola regeneracia periférnych
nervov, ktoré prirodzene funguji na principe elektrickych signdlov. Cielom tychto
biomateridlov je vytvorit’ prostredie, ktoré nielen mechanicky podopiera rastice axony,
ale zaroven im poskytuje elektricki stimulaciu potrebni na obnovu funkcie. Intrinzicky
vodivé polyméry, ako napriklad PANI, boli implementované do makroporéznych
hydrogélov na baze polyetylénglykol diakrylatu (PEGDA). Uz 3 hmot. % PANI vyznamne
zvysili elektricka vodivost’ vysledného hybridného hydrogélu. Tento scaffold bol testovany
na dvoch typoch buniek — neurénovej linii PC12 a mezenchymovych kmeniovych bunkach
(hMSCs). Po ich osiati na hydrogél sa preukdzala vysokd miera bunkovej pril'navosti,
preZitia a najma prediZeny rast neuritov. Zaroveti sa pozorovala diferenciacia MSC smerom

k neurénovému fenotypu pri dodani nervového rastového faktora, o poukazuje na aktivnu
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podporu neurogenézy zo strany elektricky vodivého materidlu. Ddlezité bolo, ze scaffold

zachoval mechanicku stabilitu aj po osiati, ¢o je kI'aiCové pre aplikacie in vivo [93].

5.2.2 Regeneracia srdcového tkaniva

Medzi intrinzicky vodivé polyméry s potencidlom pre srdcové aplikdcie patri najmi
PEDOT. Jeho klasicka verzia, PEDOT:PSS, sice vykazuje vysoku vodivost, avsak ma isté
obmedzenia z hladiska biokompatibility a stability v prostredi organizmu. V novej
formulacii vodivého hydrogélu bol pouzity PEDOT v kombinacii s dodecylsulfatom sodnym
(DSS), karboxymetylchitozanom (CMCS) a oxidovanym dextranom. Tento komplexny
systém sa v literatire oznacuje skratkou PDCOH (PEDOT:(DSS/CMCS) + oxidovany
dextran). Vysledna formulacia vyznamne zlepsila elektricki vodivost’, cytokompatibilitu
aj histokompatibilitu, priCom si zachovala priaznivé mechanické vlastnosti podobné
nativnému srdcovému tkanivu. Hydrogél bol injektovatelny, ¢o umoziuje jeho minimalne
invazivne aplikovanie priamo do post-infarktovej oblasti. /n vivo testy na mysich modeloch
preukdzali, ze PDCOH s pridruzenymi kmenovymi bunkami vyrazne znizil rozsah
jazvového tkaniva, podporil neovaskularizaciu (tvorbu novych ciev) a obnovil elektrickl
vodivost’ medzi zdravym a poSkodenym myokardom. Okrem toho sa pozorovalo zvySenie
kontraktilnej aktivity srdca a obnova synchronizacie impulzov, ¢o naznacuje, Zze vodivé

polyméry mozu zohravat’ aktivnu ulohu pri obnove srdcovej funkcie po infarkte [94].
5.3 Extrinzicky vodivé kompozity

5.3.1 Regeneracia nervového tkaniva

Uhlikové nanomateridly ako grafén alebo CNT sa vkladaja do polymérneho zakladu,
napriklad polykaprolakton fumaratu (PCLF) a poskytuji d’alSiu moznost’ regeneracie
nervového tkaniva. Takto vytvoreny kompozitny scaffold (PCLF-GO-CNT-MTAC),
tvoreny poly(e- kaprolakton fumaratom) s oxidovanym grafénom (GO), CNT a metakryloyl-
tioetyl chitozanom (MTAC), dosiahol vybornu elektroaktivitu aj biokompatibilitu.
V kultGrach PC12 buniek bol zaznamenany néarast poétu neuritov o 50 %, ich prediZenie
a schopnost’ buniek migrovat. Navyse scaffold zlepsil bunkové prepojenie, €o je klicové

pre efektivnu obnovu dlhsich defektov, kde klasické autotransplantaty Casto zlyhavaju [95].
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5.3.2 Regeneracia kostného tkaniva

Aj ked osteoblasty neprodukuju elektrické impulzy tak ako neurdny ¢i kardiomyocyty,
ukazuje sa, ze ich rast, diferenciaciu a funkéna aktivitu mozno ovplyvnit pomocou
elektrickych podnetov. Vyraznejsie ucinky boli pozorované pri pouziti ECC. V §tadii bol
vytvoreny 3D scaffold z poly(e-kaprolaktonu) (PCL) s pridavkom dusikom dopovaného
grafénu (N-G) [96]. Tento typ grafénu ma vyssiu elektricktl vodivost’ nez klasicky grafén
a zaroven lepSiu povrchovu hydrataciu, ¢o podporuje adhéziu a rast osteoblastov. Dolezitym
zistenim bolo, Ze scaffold dokazal aktivovat' intracelularne signidlne drahy suvisiace
s osteogenézou aj bez externej elektrickej stimulacie. Konkrétne bola aktivovana
kalmodulinova signalna kaskada, ¢o viedlo k zvySeniu hladiny intracelularneho vépnika,
ktory pdsobi ako sekundarny posol pri aktivacii génov zodpovednych za diferenciaciu
buniek smerom k osteoblastom. V ddsledku tejto aktivacie sa pozorovala zvySena produkcia
mineralizovanej ECM, ¢o naznacuje, Ze elektricky vodivé kompozity mézu urychlit’ proces
kostnej regeneracie [97]. Vzhl'adom na ich mechanicku stabilitu, biologicku kompatibilitu
a schopnost’ ovplyvnit’ bunkové spravanie aj bez aplikacie externého pol’a, sa tieto materialy
javia ako sI'ubnd moznost’ pre pouZitie pri liebe zle sa hojacich zlomenin, vyplni kostnych
defektov alebo ako podpora okolo implantatov, kde je potrebné rychle a kvalitné zaclenenie

do hostiteI'ského tkaniva [96].
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6 BUDUCE SMEROVANIE VYSKUMU A APLIKACIIi ECBS

Budaci vyvoj sa zameriava na nové materidly schopné lepSie napodobnit
elektrofyziologické prostredie zivych tkaniv. Okrem tradi¢nych elektronovo vodivych
polymérov (napr. PPy , PANI) rastie zdujem o i6novo vodivé hydrogély, ktoré vernejSie
imituji  prenos idnovych signdlov v biologickych systémoch [98]. Kombinaciou
elektronovej aidnovej vodivosti v jednom hybride mozno dosiahnut’ efektivnejSie
prepojenie medzi elektronickymi zariadeniami a bunkami, ¢o je kIicové napriklad
pre in vivo biosenzory a stimulatory. Vyznamny posun nastdva aj v oblasti vyrobnych
technolégii, kde sa vyuziva 3D tla¢ vodivych bioatramentov a elektrospinning na tvorbu

poréznych scaffoldov s precizne riadenou vodivostou a Strukturou [99].

Nervové a srdcové tkaniva patria k hlavnym cielom pre elektrovodivé biomaterialy.
Vodivé polyméry a nanostruktury zabudované do nervovych vodicov (tzv. nerve conduits)
mozu podporit rast axénov a obnovu nervovych spojeni, najma ak sa skombinujt s riadenou
elektrickou stimuldciou poskodeného miesta. ESte povzbudivejSie su in vivo vysledky
na zvieracich modeloch, napriklad injikovatelny vodivy hydrogél s kmetiovymi bunkami
vyrazne zlepsil funkciu srdca a znizil fibrézu v oblasti infarktu myokardu u potkanov [100].
Do buducna sa uvazuje aj o ,inteligentnych® kostnych implantatoch, ktoré by neplnili
iba pasivnu opornii ulohu, ale dokazali by aktivne reagovat’ na fyziologické podnety,
najma na mechanicku zat'az, ktorej je kostné tkanivo prirodzene vystavené. Tieto implantaty
by mohli priebezne generovat’ alebo usmeriiovat’ slabé mikropridy v reakcii na tlak, napitie
¢i ohyb, ¢im by imitovali prirodzené bioelektrické signdly vznikajice v zdravej kosti.
V biologickych podmienkach sa totiz preukazalo, ze kostné bunky reagujii na mechanické
podnety tvorbou tzv. streaming potencidlov, ¢o si slabé elektrické polia generované
pradenim i6nov v ECM pri deformdcii tkaniva. Tieto signaly zohravaju ddlezitu ulohu
pri aktivacii osteoblastov a spustani kostnej regeneracie. Zavedenim elektroaktivnych
materidlov do implantatov by bolo mozné napodobnit’ tento mechanizmus a lokalne
stimulovat’ bunky bez potreby vonkajsej elektrickej stimulacie. Takyto pristup by mohol
vyrazne urychlit’ regeneraciu a podporit’ proces mineralizacie najmé v pripadoch zloZitejSich

zlomenin, osteoporozy alebo velkych kostnych defektov [101].

Napriek sl'ubnym pokrokom v oblasti vyvoja elektricky vodivych biomaterialov
zostava ich prechod do klinickej praxe spojeny s viacerymi vyzvami. Jednou z kli¢ovych
podmienok je dlhodobd biokompatibilita a stabilita, kedze materialy musia spolahlivo

zachovavat’ svoje elektrické aj mechanické vlastnosti v komplexnom prostredi I'udského
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tela [100]. Okrem toho je nevyhnutné vyriesit otazku Skalovatelnosti vyroby, teda
ako prejst’ od laboratornej syntézy malych vzoriek k spolahlivej a efektivnej hromadne;j
produkcii. To si vyzaduje optimalizaciu procesov z hladiska reprodukovatelnosti,
sterilizacie a dlhodobého skladovania, pricom kazda z tychto oblasti predstavuje samostatnt

technicku aj regulacnu vyzvu [76].

V neposlednom rade bude proces regulacného schvalovania tychto novych
biomaterialov mimoriadne prisny. Pred ich zavedenim do klinickej praxe je nevyhnutné
preukazat’ bezpecnost’ a uclinnost’ v rozsiahlych in vivo experimentoch a naslednych
klinickych skuskach, ¢o predstavuje ¢asovo naro¢ny a finan¢ne nakladny proces [101].
V nasledujucich rokoch sa o€akava d’alsi vyvoj smerujtci k zlepSeniu funkénych vlastnosti
a biologickej znasanlivosti tychto materidlov. Tieto inovacie by mohli viest’ k vzniku nove;j
generacie takzvanych inteligentnych terapeutickych implantatov, ktoré by neplnili
iba pasivnu ulohu nahrady poskodeného tkaniva, ale zaroven by boli schopné aktivne
ovplyviiovat’ elektrické mikroprostredie lézie a tym vyrazne urychlit regeneracné

procesy [76].
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IL.

PRAKTICKA CAST
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7 CIEL PRACE

e Hodnotenie cytokompatibility 3D scaffoldu na bazi elastoméru VistaMaxx

s expandovatelnym grafitom.

e Testovanie cytotoxicity tychto materidlov pomocou MTT testu na mysSich

embryonalnych fibroblastoch NIH/3T3.

e Vyhodnotenie prolifericie mySich embryonédlnych fibroblastov NIH/3T3

na testovanych vzorkach.
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8 MATERIALA METODIKA

8.1 Pouzité chemikalie

Pri experimentoch boli pouzité nasledovné chemické latky a reagenty:

ActinRedTM 555 (kat. ¢&.: R37112, Invitrogen™  ThermoFisher
Scientific, USA)

Calf Serum (kat. ¢.: CA-115/500, Biosera, Franctizsko)
Dimetylsulfoxid (DMSO) (kat. ¢.: 276855—-100ML, Sigma Aldrich, USA)
Formaldehyd 36-38 % (kat. &.: 14150-11000, Penta s. r. 0., Ceské republika)

Fosfatovy pufor (PBS) (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, kat. ¢.:
LM-S2041/500, BioSera, Francuzsko)

Hoechst 33258 (kat. ¢.: H3569, Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, USA)

Médium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, PAA Laboratories
GmbH, Rakusko; Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)

MTT (Invitrogen Corporation, USA)
Penicillin/streptomycin (GE Healthcare HyClone, Velké Britania)
Triton™ X-100 (kat. ¢.: X100-100ML, Sigma Aldrich, USA)

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

8.2 Pouzité pristroje

V ramci experimentalnej Casti boli vyuzité nasledujlice laboratorne zariadenia:

Centrifiiga 5702 R (Eppendorf, Ceské republika)

Fluorescenény mikroskop Olympus IX81 s fiazovym Kkontrastom

(Olympus, Japonsko)

Hnetac Plastograph; Brabender W50 EHT PL (Brabender, Nemecko)
Inkubator Heracell™ 150i (ThermoFisher Scientific, USA)

Inverzny mikroskop IXS51 (Olympus, Japonsko)

Konfokalny mikroskop (Olympus, Japonsko)
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— Laminarny box Bio130 A2 s prisluSenstvom (Alpina, Pol’'sko)
— Skenovaci elektréonovy mikroskop Tescan (Tescan, Ceska republika)
—  Spektrofotometer INFINITE M200 PRO NanoQuant (Tecan, Svajéiarsko)

— Trepacia jednotka Vortex GENIE 2 (Scientific Industries, USA)

8.3 Kompozitny vodivy material

Testované scaffoldy pozostdvali z kompozitného vodivého materidlu na baze
elastoméru VistaMaxx Performance Polymer 6202 (ExxonMobil) s pridavkom
expandovatel’ného grafitu (EG 500 F5 pH, Graphit Kropfmiihl GmbH). VistaMaxx je
elastomér na baze izotaktického polypropylénu s nahodne rozptylenymi etylénovymi
jednotkami, ktory sa vyznacuje -elastickymi vlastnostami, chemickou stabilitou,
a kompatibilitou s réznymi typmi plniv, ¢o umoziuje vytvaranie homogénnych
kompozitnych Struktir. V tomto pripade bol zvoleny najmé pre svoju pruznost’ a stabilitu
v biologickom prostredi, zatial ¢o expandovatelny grafit zabezpeCoval v kompozite
elektrickll vodivost’ a tvorbu pdrovitej Struktiry. V experimente boli pouzité dve varianty
scaffoldov: 70/30 (70 % VistaMaxx, 30 % expandovatel'ny grafit) a 60/40 (60 % VistaMaxx,
40 % expandovatelny grafit).

V ramci praktickej Casti bakaldrskej prace bola testovand cytokompatibilita tohto
materidlu prostrednictvom stanovenia cytotoxicity a sledovania bunkovej proliferacie

bunkove;j linie NIH/3T3.

8.4 Priprava kompozitného vodivého materialu

Zmes elastoméru VistaMaxx/EG bola homogenizované za pouzitia hnetaca pri teplote

190 °C a 50 rpm po dobu 5 minnt.

Z homogénnej zmesi boli nasledne vylisované dosticky s hrubkou 1 mm pri teplote
190 °C. Z tychto dosti¢iek boli vyrezané Casti s rozmermi 35 % 35 mm, ktoré sa nasledne
podrobili expandacii vo forme s rozmermi 35 x 35 x 5 mm pri teplote 260 °C po dobu

15 minat. Obe varianty scaffoldov (70/30 a 60/40) boli pripravené rovnakym postupom.
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8.5 Charakterizacia kompozitného vodivého materialu

Pripraveny materidl bol analyzovany pomocou dvoch metéd, a to skenovacej
elektronovej mikroskopie (SEM) a dvojbodovej metody urcovania elektrickej

vodivosti.

8.5.1 Skenovacia elektronova mikroskopia

Zdroj
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Obrazok 6 Schéma principu fungovania SEM

(zdroj: [102])

SEM je technika vyuZzivajlica zvdzok elektronov namiesto svetla na detailné
pozorovanie povrchovej morfologie materidlov. Vysoké rozliSenie SEM umoziuje
analyzovat’ aj vel'mi jemné mikroStruktury, ako su porovitost’ scaffoldov alebo rozloZenie
Castic. Na obrazku 6 je znazornend schéma konStrukcie a princip fungovania SEM.
Elektrony su generované v zdroji elektrénov a urychlované pomocou anody. Ich zvédzok je

nasledne usmernovany cez systém kondenzorovych SoSoviek a zobrazovacej SoSovky, ktoré
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zabezpe€uju jeho zaostrenie do tenkého luca. Elektronovy lu¢ je pomocou skenovacich
cievok v smere x a y postupne vychylovany tak, aby systematicky prechadzal povrchom
vzorky po jednotlivych riadkoch. Tento pohyb umoziiuje zmapovanie celého povrchu
a vytvorenie detailného obrazu na zdklade signdlov generovanych pri dopade elektronov
na vzorku. Pri dopade elektronov na vzorku dochddza k interakciam, ktoré vedu
k uvolfiovaniu roéznych druhov signdlov. Vznikaji sekundédrne elektrony (detegované
detektorom sekundarnych elektronov), odrazené (spét’ rozptylené) elektrony (zachytavané
detektorom odrazenych elektronov) a charakteristické rontgenové ziarenie, ktoré je
zaznamenavané detektorom rontgenového Zziarenia. Ziskané data su zosiliované pomocou
zosilnovaca, synchronizované cez ,,scan generator a nasledne spracované pocitacom, ktory

vytvara vysledny obraz povrchu skiimanej vzorky [102].

8.5.2 Dvojbodova metéda merania vodivosti

Dvojbodovd metdda bola pouzitd na stanovenie elektrickej vodivosti scaffoldov.
Vzorka bola umiestnend medzi dve zlaté elektrody, ktoré boli pripojené k elektrometru
Keithley. Elektrometrom bol merany prad prechddzajuci vzorkou pri aplikacii napétia.
Zo ziskanych hodnoét napétia a prudu bol pomocou Ohmovho zdkona vypocitany elektricky
odpor materidlu a nasledne vodivost, ktord je recipro¢nou hodnotou odporu. Ide o beznti
metddu merania elektrickej vodivosti najmd pevnych materidlov. Vyhodou metody je
jej jednoduchost’ a rychle prevedenie, ktoré nevyzaduje Specialne vybavenie. Nevyhodou je
niz$ia presnost’ pri vzorkach s nizkou vodivostou [103].

KedZe skumany scaffold ma poréznu Struktiru a obsahuje vodivé Ccastice
(expandovatel'ny grafit), bola tato metdéda vhodna na jeho charakterizaciu. Umoznila ziskat’
spolahlivé udaje o vodivosti bez nutnosti S$pecidlneho wupravovania kontaktov

alebo komplikovanych vypoctov odporu.
8.6 Biologicky material

8.6.1 Bunkové linie

Pouzitda bola bunkova linia mySich embryondlnych fibroblastov NIH/3T3
(ATCC® CRL-1658™, American Type Culture Collection, ATCC), ktora patri medzi
stabilné a Siroko vyuzivané modely v oblasti biomedicinskeho vyskumu. Morfologia buniek
je zobrazena na obrazku 7. Fibroblasty su bunky mezenchymdalneho pdvodu, ktoré sa

podiel’aji na tvorbe ECM a zohravaju vyznamnu tlohu pri regeneracii tkaniv a hojeni ran.
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High Density Scale Bar= 100ur

Obrazok 7 Bunkova linia NIH/3T3 pozorovana pod svetelnym mikroskopom
(zdroj: [104])
V laboratérnych podmienkach sa tieto bunky vyznacuji schopnostou dlhodobej
kultivacie a rychlej proliferacie, ¢o umoziuje ich opakované vyuzitie pri testovani
biomateridlov. Casto si pouZzivané na hodnotenie biokompatibility, cytotoxicity

a bunkovych interakcii, pricom sa sleduje ich prilnavost, morfologia a schopnost

proliferacie v kontakte s rdznymi povrchmi [105].

8.6.2 Kultivaéné médium

Bunky boli kultivované v zivnom médiu, ktorého zlozenie bolo nasledovné: DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium), 10 % Calf Serum a 100 U-ml?

penicilin/streptomycin.

8.6.3 Pestovanie bunkovych kultir

Manipulacia s bunkovou liniou mysich fibroblastov prebichala v sterilnom prostredi
laminarneho boxu a udrziavali sa v inkubatore pri 37 °C so zvlh¢enym vzduchom a obsahom
5 % COz. PasaZovanie sa vykonavalo po dosiahnuti priblizne 80 % konfluencie, pricom cely
proces zahfnial sériu krokov zameranych na uvol'nenie buniek z povrchu kultivacnej nadoby

a ich nasledny presun do nového média.
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Najskor bolo opatrne odstranené pdovodné kultivacné médium, aby sa predislo
poskodeniu adherovanych buniek. Nasledne bol do kultivacnej nadoby pridany fosfatovy
pufor (PBS) v objeme 0,2 ml-cm?, ktory umoznil odstranit’ zvysky média a stabilizovat’
bunkové prostredie. Po jeho odsati bol aplikovany trypsin-EDTA v objeme 0,1 ml-cm™,
ktory bol ponechany pri inkubacnej teplote, aby postupne narusil vizby medzi bunkami
navzajom, ako aj ich prichytenie k povrchu nadoby. Proces enzymatického uvoliiovania
prebiehal priblizne 15 minut, priCom po jeho dokonceni bol trypsin deaktivovany pridanim

7 ml Eerstvého kultivaéného média.

Takto ziskand bunkova suspenzia bola presunutd do centrifugacnej skimavky
a podrobena centrifugécii pri 37 °C pocas 3 minut pri 1100 rpm, ¢im sa bunky separovali
od zvyskového média. Supernatant obsahujuci trypsin bol nasledne odstraneny a bunky
usadené na dne skimavky boli resuspendované v 2 ml Cerstvého kultivacného média, pri¢om

vysledna koncentracia dosahovala priblizne 107 buniek-ml™!.

Pre d’alSiu kultivaciu bola ¢ast’ bunkovej suspenzie prenesend do novej kultivacnej
nadoby T75 s 25 ml média, ¢im sa zabezpecila kontinuita bunkového rastu. Zaroveii bola
pripravend samostatnid suspenzia s koncentraciou 10° buniek-ml! pre vyhodnotenie

cytotoxicity, 2 x 10° buniek-ml™! pre vyhodnotenie proliferacie.
8.7 Experimentialne metody a hodnotiace postupy

8.7.1 Biokompatibilita

Biokompatibilita predstavuje zakladny predpoklad pre Gispesné vyuZitie biomateridlov
v medicine, ked'Ze zabezpecuje ich toleranciu v organizme bez vyvolania negativnych
imunitnych reakcii. Materidl musi byt schopny harmonicky interagovat s okolitymi
bunkami a tkanivami, pricom jeho pritomnost’ nesmie sposobovat’ zapal, cytotoxicitu ani iné
neZiaduce biologické odozvy. Okrem samotnej chemicke;j stability a biologickej inertnosti
sa pri hodnoteni biokompatibility posudzuje aj schopnost’ materialu podporovat’ prilnavost’

buniek, ich rast a diferenciaciu.

V pripade implantovate'nych materidlov je nevyhnutné, aby neviedli k vzniku fibrézy
alebo chronickych zapalovych procesov, ktoré by mohli ohrozit’ ich funk&nost’. VSetky tieto
faktory st starostlivo analyzované prostrednictvom Standardizovanych in vitro a in vivo

testov, ktoré umoziiuju predpovedat’ reakciu organizmu na dany biomaterial [43].
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8.7.2 Cytokompatibilita

Cytokompatibilita je Specificky pojem opisujici spravanie sa buniek v priamom
kontakte s testovanym materidlom v in vitro prostredi. Zatial' o biokompatibilita hodnoti
komplexnt reakciu organizmu vratane imunitnej tolerancie, cytokompatibilita sa zameriava
vyluéne na bunkovu zivotaschopnost, schopnost adhézie a proliferacie. Jej testovanie
prebieha v kontrolovanych laboratornych podmienkach a predstavuje jeden z prvych krokov

pri predklinickom hodnoteni novych biomateridlov [43].

8.7.3 Cytotoxicita — MTT test

MTT test je Casto pouzivand kolorimetrickd metdda na hodnotenie bunkovej
zivotaschopnosti a metabolickej aktivity. Tento test je zaloZzeny na redukcii zltého
tetrazoliového farbiva MTT [3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazéliumbromid]
na nerozpustné fialové krystaly formazanu, ktoré sa tvoria vylu¢ne v metabolicky aktivnych

bunkach.

Obrazok 8 Formazanové kryS$taly vzniknuté po inkubacii buniek s MTT roztokom
(zdroj: vlastny)

Premena prebieha prostrednictvom mitochondridlnych enzymov, priméarne zavislych
od koenzymu NAD(P)H a sukcinatdehydrogenazy. Ked’Ze redukcia MTT je priamo spojena
s aktivitou mitochondrii, mnozstvo vytvoren¢ho formazanu sluzi ako indikator metabolizmu
buniek. Mikroskopické zobrazenie formazanovych krystalov bolo ziskané pomocou

inverzného svetelného mikroskopu (Obrazok 8).
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Po inkubécii buniek s MTT je vytvoreny formazan rozpusteny v organickom
rozpustadle, akym je dimetylsulfoxid (DMSO), ¢im vznika farebny roztok. Opticka hustota
tohto roztoku sa nasledne meria spektrofotometricky pri vlnovej dizke 570 nm, pri¢om
intenzita farby je timernd mnozstvu zivotaschopnych buniek v analyzovanom vzorku.
Vyhodou MTT testu je jeho vysoka citlivost, jednoduchost’ a schopnost’ poskytovat
kvantitativne vysledky. Napriek tomu moze byt test ovplyvneny viacerymi faktormi, ako je
heterogenita bunkovej populédcie alebo zlozenie kultivatného média, o je potrebné

zohl'adnit’ pri interpretécii vysledkov [106].
Prevedenie:

Na testovanie cytotoxicity bola pripravend bunkova suspenzia s koncentraciou
10° buniek-ml™, ktora bola nasledne napipetovand do 96-jamkovej mikrotitraénej platne.
Po 24-hodinovej inkubacii pri Standardnych podmienkach bolo kultivacné médium
nahradené roztokmi extraktov pripravenymi zo scaffoldov, ktoré boli zriedené v médiu
na objemové koncentracie 100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 10 % a 1 %. Priprava extraktov bola
vykonana v sulade s normou ISO 10993-12, ktord Specifikuje poziadavky na pripravu
vzoriek pre biologické testovanie zdravotnickych materidlov. Konkrétne bol pouzity
hmotnostny pomer 0,2 g vzorky na 1 ml extrakéného média. Vzorky boli nasledne
inkubované pri 37 °C pocas 24 hodin na trepacke, aby doslo k uvolneniu pripadnych
cytotoxickych latok do média. Po inkubécii boli extrakty sterilne separované pomocou
filtrov a pouzité na testovanie cytotoxicity. Ako referencnd vzorka slazili bunky kultivované

v Cistom médiu bez pridavku testovaného materiélu.

V kazdej jamke bol celkovy objem upraveny na 100 pl, pricom napriklad
pri koncentracii 75 % bolo pipetovanych 75 pl testovaného roztoku a 25 pl kultivaéného
média. Pripravené platne boli néasledne umiestnené do inkubatora, kde bunky zotrvali
d’alSich 24 hodin. Pred samotnym vykonanim MTT testu bola vykonana vizudlna kontrola

buniek pod inverznym mikroskopom, aby sa zhodnotil ich stav a morfoldgia.

Po tejto kontrole bol z kazdej jamky odsaty zvysny roztok a nésledne bolo pridanych
90 ul cerstvého kultivacného média spolu s 10 pl roztoku MTT v konecnej koncentracii
0,5 mg-ml™. Po aplikacii MTT boli mikrotitracné platne inkubované¢ po dobu 4 hodin,
¢im doSlo k tvorbe nerozpustného formazanu v metabolicky aktivnych bunkach. Po
odstraneni obsahu jamiek odsavanim bolo pridanych 80 ul DMSO, ktoré rozpustilo

vzniknuté krysStdly formazédnu. Po 15 minutovej inkubdcii bola absorbancia merand
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pri vinovej dizke 570 nm pomocou spektrofotometra, pri¢om ziskané data boli spracované

a vizualizované vo forme grafov.

8.7.4 Proliferacia buniek na vzorkach

Proliferacia je ovplyvnend mnohymi faktormi, ako su chemické a fyzikalne vlastnosti
biomaterialu, interakcia buniek s ECM a pritomnost’ rastovych faktorov v prostredi. Ak je
adhézia buniek na material uspeS$na, d’al$im rozhodujucim faktorom je ich schopnost
proliferovat, ¢im sa zabezpeCuje dostatocné osidlenie biomateridlu bunkami a jeho

potencidlna integracia do tkaniva. [107]

Na hodnotenie proliferacie sa vyuzivaju rézne mikroskopické metddy, pricom délezitu
ulohu zohrava fluorescenéné znacenie bunkovych Struktar. Aktinové vlakna cytoskeletu sa
vizualizuju pomocou farbiva ActinRed™ 555, ktoré umoznuje sledovanie Struktiry bunky
a jej interakcie s materidlom. Jadrd buniek st kontrastne farbené Hoechst 33258,

¢o poskytuje prehl’ad o ich distribucii a hustote na scaffolde.
Prevedenie:

V ramci experimentu bola skimand adhézia a proliferdcia mysich embryonalnych
fibroblastov (NIH/3T3) na scaffoldoch s odliSnymi povrchovymi Upravami. Na tento ucel
boli substraty rozdelené¢ na mensSie segmenty a sterilizované ponorenim do 70 % etanolu
podobu 20 minut. Nésledne boli jednotlivé vzorky umiestnené¢ do 48-jamkovej
mikrotitracnej dosticky a uloZzené do flowboxu, kde sa nechali odparit’ zbytky etanolu.
Pre zvySenie prilnavosti buniek bola jedna séria vzoriek oSetrena 1 ml 0,1 % zelatinového
roztoku, druhd séria bola testovand bez oSetrenia Zelatinou a ako referencia bol pouzity
tkanivovy plastik. Kazda séria bola testovana v troch opakovaniach. Schéma experimentu je
zobrazena na obrazku 9. Na pripravené substraty bola pridana bunkova suspenzia s hustotou

2 x 10° buniek-ml".

Po nasadeni buniek nasledovala 48-hodinova inkubacia, pocas ktorej boli vytvorené
podmienky na adhéziu a rast buniek na scaffoldoch. Po uplynuti inkubacnej doby bolo
médium odstranené a bunky boli fixované 4 % formaldehydovym roztokom s expozi¢nym
casom 15 minut pri izbovej teplote. Aby sa eliminovali zvysky fixacného ¢inidla, vzorky
boli premyté fosfatovym pufrom (PBS). Nasledne sa pristtpilo k permeabilizacii bunkovych
membran pomocou 0,5 % roztoku Triton X-100, ktory posobil 5 minut pri izbovej teplote.
Po ukonceni permeabilizacie boli vzorky opakovane premyt¢é PBS pufrom s cielom

odstranit’ zvyskové mnozstva €inidla.
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Obrazok 9 Scaffoldy s roznou povrchovou upravou pripravené na test proliferacie buniek
(zdroj: vlastny)

Bunkové Struktiry boli nasledne vizualizované pomocou fluorescenénych farbiv.
Na zvyraznenie aktinového cytoskeletu bola pouzita 1 - 2 kvapky ActinRed™ 555, zatial
¢o farbenie jadrového materialu bolo realizované pridanim 20 pl Hoechst 33258. Inkubacia
farbiv prebiehala 30 minut v tme, aby sa minimalizovala fotodegradacia. Po tejto dobe boli
vzorky opakovane premyté PBS pufrom na odstrdnenie prebyto¢ného farbiva. Takto
pripravené bunkové kultiry boli nasledne analyzované konfokalnou mikroskopiou s cielom
posudit’ proliferaciu fibroblastov na jednotlivych scaffoldoch. Vysledky su prezentované

vo forme mikrofotografii.
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9 VYSLEDKY A DISKUSIA

9.1 SEM analyza

Obrazok 10 SEM snimka VistaMaxx/EG scaffoldu 60/40
(zdroj: vlastny)

SEM analyza vzorkov potvrdila porovita Strukturu, ktora vznikla expanziou grafitu
v elastomére. Na obrazku 10 moZzno vidiet, Ze pory maju réznu vel'kost’ pohybujucu sa okolo
50 pm. Dalej bola pozorovana prepojenost’ (interkonektivita) pérov — teda miera prepojenia
medzi jednotlivymi pormi, ktorda umoziuje bunkam pohybovat’ sa naprie¢ scaffoldom
arovnomerne osidlit’ cely objem materidlu. Téato prepojenost’ Struktiry je obzvlast
vyznamnd pri aplikdcidch v tkanivovom inzinierstve, kde je cielom nielen vytvorit
mechanicka oporu, ale aj zabezpecit’ priaznivé mikroprostredie podporujuce regeneraciu.
Okrem toho moze takto rozvetvena porovita siet’ ovplyvnit’ aj kinetiku degradacie materialu
a uvolnovanie pripadnych bioaktivnych latok, ¢o robi z tychto scaffoldov nielen pasivny

nosic, ale aj potencialne aktivnu sucast’ lieCebnej stratégie [108].

Porovita architekttra scaffoldov VistaMaxx/EG zohrdva zasadn(l Glohu v stvislosti
s ich biologickym spravanim. Takato architektura vytvara priaznivé podmienky pre adhéziu,
migraciu a proliferaciu buniek, ako aj pre vymenu zivin a odvod metabolitov pocas bunkove;j

kultivacie.
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Obrazok 11 SEM snimka CHI/grafénoxidového scaffoldu
(zdroj: [109])

Pre ilustraciu rozdielov vo vnutornej morfologii scaffoldov pripravenych rdéznymi
technikami mozno porovnat SEM snimku scaffoldu VistaMaxx/EG vytvoreného
expandaciou (Obrazok 10) so snimkou CHI/grafénoxidového (GO) pripraveného
lyofilizaciou, ako ju prezentovali Yang et al. (2021) (Obrazok 11). Zatial' ¢o v pripade
VistaMaxx/EG scaffoldu moZno pozorovat nepravidelnu, rozvetvenll a menej organizovani
poréznu Strukturu, scaffold z chitozanu a grafénového oxidu vykazuje vyrazne
homogénnej$iu a usporiadanej$iu morfoldégiu porov. Tato pravidelnost pérov vznikla
v dosledku lyofiliza¢ného procesu a modze pozitivne ovplyviiovat distribiciu buniek
aj transport Zivin v tkanivovom inzinierstve. Tento rozdiel je ddsledkom odlisSného
mechanizmu tvorby poérov — pri lyofilizacii vznikaji péry subliméciou rozpustadla,
¢o zvyc€ajne vedie k vicSej symetrii, kym expandacia grafitu vytvara nepravidelnejSiu

struktaru [110].

9.2 Elektricka vodivost’ materialu

Elektricka vodivost’ bola stanovena pomocou dvojbodove] metddy. Scaffold
VistaMaxx/EG 70/30 vykazoval vodivost 2,5 x 10 S-cm’!, zatial' ¢o varianta s vy$$im
podielom vodivého grafitu (60/40) dosiahla hodnotu 3,5x10* S-cm!. Tento narast
koreSponduje s vys$S§im objemovym podielom vodivej fazy, ktora po prekroceni
perkolan¢ného prahu vytvara spojita siet’ pre efektivny prenos elektrického naboja.

Z literatury je zname, Ze uz 5-10 % uhlikového nanoplniva dokdze zvysit' vodivost’
nevodivého polyméru (107 S-cm™) na tiroven polovodica (10* S-cm™), ¢o nase vysledky

potvrdzuju. Pre porovnanie, CHI/GO scaffold zo spominanej Stadie dosahoval vodivost
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a7z 2,83 x 10 S/cm, ¢o je radovo vyssia hodnota. Tento rozdiel moZno pripisat’ rozdielnemu
typu matrice, ako aj efektivnejSiemu rozptyleniu grafénoxidovych vlociek, ktoré vytvaraji
hustu a rovnomernt vodivu siet’ [109].

Ako wuvadza Nezakati et al., rovnomernd dispergacia vodivej zlozky je
rozhodujlica — agregacia cCastic vedie k vzniku nevodivych oblasti a zniZeniu celkovej

vodivosti. Nase vysledky naznacuji, ze grafit bol v matrici rozptyleny dostatocne

homogénne na zabezpecenie spojité¢ho vodivého prepojenia vnutri scaffoldov [87].

9.3 Cytotoxicita scaffoldov — MTT test

A B
j VistaMaxx/EG (60/40) j‘ VistaMaxx/EG (70/30)
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Obrazok 12 Relativna zivotaschopnost’ buniek po kultivacii s extraktmi scaffoldu
VistaMaxx/EG (60/40) (A) a VistaMaxx/EG (70/30) (B)

(zdroj: vlastny)

Grafy na obrazku 12 zobrazuju relativnu Zivotaschopnost’ buniek po inkubécii
s extraktmi pripravenymi zo scaffoldov VistaMaxx/EG s hmotnostnym pomerom 60/40 (A)
a 70/30 (B). Pri oboch testovanych variantoch scaffoldov bola zivotaschopnost’ buniek
vo vSetkych koncentracidch extraktu vysSia nez 0,7, ¢o podla normy ISO 10993-5
zodpoveda necytotoxickému materialu. V pripade vzorky VistaMaxx/EG (60/40) boli vSetky
hodnoty relativnej Zivotaschopnosti blizke referencnej vzorke a pohybovali sa v rozmedzi
0,85 az 0,95, pricom najvyssiu zivotaschopnost’ dosiahla koncentracia 75 %. U variantu
VistaMaxx/EG (70/30) boli hodnoty mierne niZSie, no stale nad bezpe€nostnym prahom

cytotoxicity.
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Zaujimavym pozorovanim je, ze hodnoty zivotaschopnosti buniek pri variante
VistaMaxx/EG (60/40) zostavaji velmi konzistentné naprie¢ vSetkymi koncentraciami
extraktu. Tato stabilita moze sved¢it’ o nizkej miere uvolfiovania potencialne cytotoxickych
latok a zaroveil o homogénnejSom zakomponovani vodivého plniva do polymérnej matrice.
Scaffold s vys$Sim obsahom grafitu tak preukazal nielen vysokl Groven cytokompatibility,
ale aj priaznivll materidlovu stabilitu v podmienkach extrakcie. Naopak, mierne kolisanie
hodnét pri variante 70/30 moze suvisiet' s jemnymi rozdielmi v interakcii materialu

s extrak¢nym médiom alebo variabilitou v distribucii grafitovej zlozky.

V niektorych pripadoch sa pri nizSich koncentraciach extraktu zaznamenala mierne
zvySend Zivotaschopnost buniek, avSak bez konzistentného trendu naprie¢ vSetkymi
vzorkami. Tento jav modze suvisiet s nizSou chemickou zatazou prostredia, pripadne
s prirodzenou variabilitou medzi opakovaniami. V odbornej literatire sa podobné
pozorovania niekedy spajaju s tzv. hormetickym efektom — javom, pri ktorom vel'mi nizke
davky stresovych alebo stimulaénych faktorov paradoxne vedu k aktivacii bunkovych
obrannych mechanizmov, ¢im dochadza k zlepSeniu ich vitality a metabolickej aktivity.
V pripade testovanych scaffoldov by takyto efekt mohol teoreticky suvisiet’ s miernym
uvolnovanim latok, ktoré v nizkych koncentraciach bunky neposkodzuju, ale skér podporuju
ich funkcie [111]. Hoci tito hypotézu nemozno na zéklade dostupnych udajov jednoznacne
potvrdit, je zaujimavym podnetom pre d’al$si vyskum v oblasti interakcie biomaterialov

s bunkami.

Celkovo mozno konStatovat’, Ze scaffoldy VistaMaxx/EG nevykazovali cytotoxicky
ucinok ani pri 100 % extraktoch, o potvrdzuje ich dobru cytokompatibilitu. Tento vysledok
je obzvlast’ dolezity vzhl'adom na pritomnost’ uhlikovo-vodivého komponentu, EG, ktorého

cytotoxicita moze byt za urcitych podmienok problémom [84].

9.4 Proliferace NIH/3T3 na scaffoldech

Obrazok 13 a Obrazok 14 zobrazuju porovnanie bunkovej distribucie a morfologie pri
oboch zlozeniach scaffoldov v dvoch zvicSeniach (40x a 100x). Referenciou je tkanivovy
plastik, na ktorom st bunky dobre rozprestreté, so zachovanou typickou fibroblastickou

morfoldgiou a vysokou hustotou.
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Obrazok 13 Fluorescencné mikrofotografie bunkovej linie NIH/3T3 na scaffoldoch
VistaMaxx/EG (60/40): A) Referencia, B) scaffold s povrchovou tpravou Zelatinou
(Gel+), C) scaffold bez zelatiny (Gel—), zvacsenie 40x a 100%

(zdroj: vlastny)

Obrazok 13 prezentuje porovnanie distribiicie buniek a ich morfoldgie na referencnej
vzorke (A), scaffolde VistaMaxx/EG (60/40) s povrchovou upravou zelatinou (B)
a scaffolde bez povrchovej upravy (C), pri dvoch urovniach zvéacSenia (40x a 100x).
Z vysledkov vyplyva, ze bunkova linia NIH/3T3 bola schopnad adherovat’, proliferovat’
a zachovavat’ si zivotaschopnost’ na scaffoldoch v rozsahu porovnate'nom s referenciou. Pri

hodnoteni vplyvu povrchovej Upravy sa scaffold bez Zelatinovej vrstvy (Gel-) javil
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ako vhodnejsi variant, ked’ze podporoval vyssie osidlenie povrchu pri zachovani elipsoidnej
morfologie buniek aj pri zvySenej hustote. Pozorované morfologické zmeny,
charakterizované redukciou aktinovych filamentov, mozno pripisat’ porovitej architektire

scaffoldov.

Obrazok 14 Fluorescen¢né mikrofotografie bunkovej linie NIH/3T3 na scaffoldoch
VistaMaxx/EG (70/30): A) Referencia, B) scaffold s upravou Zelatinou (Gel+), C) scaffold
bez Upravy (Gel—), zviacSenie 40x a 100%

(zdroj: vlastny)
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Obrazok 14 prezentuje porovnanie bunkovej distriblicie a morfologie referencnej
vzorky (A), scaffoldu VistaMaxx/EG (70/30) s povrchovou upravou pomocou Zelatiny (B)
a scaffoldu bez povrchovej upravy (C) pri dvoch trovniach zvédcSenia (40x a 100x).
Pri vzorke s niz§im obsahom grafitu bolo mozné pozorovat’ tvorbu bunkovych zhlukov
v porovnani s referenciou. Medzi scaffoldmi s a bez povrchovej upravy sa nepreukézali
vyrazné rozdiely. Pritomnost’ zhlukov a menej rovnomerna distribicia buniek v pripade
oboch scaffoldov v porovnani s referenciou pravdepodobne stvisi s ich porovitou Struktarou.

Morfoldgia buniek sa vSak od referencie vyraznejSie nelisila.

Napriek tomu, ze povrchova uprava scaffoldov Zelatinou méze zlepSovat’ bunkovu
adhéziu, vysledky proliferacie naznacuju, Ze scaffoldy VistaMaxx/EG poskytovali priaznivé
prostredie pre rast buniek aj bez povrchovej modifikacie. Tento jav moze byt spojeny
so zvySenou povrchovou energiou alebo topografickymi vlastnostami materidlu, ktoré

prirodzene podporuji adhéziu buniek.

Celkovo mozno konStatovat, ze pripravené scaffoldy VistaMaxx/EG podporuju
proliferaciu fibroblastov NIH/3T3. Povrchova tprava scaffoldov Zelatinou bola realizovana
s cielom vytvorit’ bioaktivne prostredie, ktoré moéze ovplyvnit’ spravanie buniek v kontakte
s materidlom. Zelatina, ako denaturovany kolagén, obsahuje sekvencie
(napr. RGD — Arginin-Glycin-Aspartat), ktoré su rozpoznavané integrinovymi receptormi

na povrchu buniek a mozu podporit’ ich interakciu s podkladom [112].
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ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo preskimat’ potencidl elektricky vodivych
materidlov v oblasti tkanivového inzenierstva, a to prostrednictvom pripravy
a charakterizacie = kompozitnych  scaffoldov na baze elastoméru  VistaMaxx

a expandovatel'né¢ho grafitu.

V teoretickej cCasti bola spracovand odborna literatira zamerand na principy
tkanivového inzenierstva, Ulohu elektrickej vodivosti v regenerécii tkaniv a vlastnosti
vodivych biomateridlov. Praktickd Cast’ sa zamerala na syntézu scaffoldov VistaMaxx/EG
v dvoch hmotnostnych pomeroch (60/40 a 70/30), ktoré boli nasledne podrobené analyze
mikrosStruktury (SEM), stanovenia elektrickej vodivosti (dvojbodova metdda), cytotoxicity

(MTT test) a proliferacie buniek (fluorescenéna mikroskopia).

Ziskané vysledky preukazali, ze pripravené scaffoldy maji vhodna poréznu Struktaru,
ktorej charakter je ovplyvneny metodou pripravy (expandacia grafitu), a suhlasia
so zaznamami v odbornej literatire. Hodnoty elektrickej vodivosti sa pohybovali v rozsahu
10 S-cm’!, o potvrdzuje tvorbu spojitej vodivej siete v kompozite. Cytotoxicita bola
pri oboch vzorkach minimélna a relativna zivotaschopnost’ buniek presiahla 0,7 v kazde;j
testovane] koncentracii extraktu. Okrem toho scaffoldy podporovali proliferaciu

fibroblastov, umoznovali ich adhéziu a rast bez vyraznej zmeny morfoldgie.

Praca ukézala, ze vhodné kombinovanie polymérov a vodivych plniv moze viest
k vzniku cytokompatibilnych materidlov s potencidlom pre aplikicie v tkanivovom
inzZinierstve. Napriek tomu, ze ide len o ulomok rozsiahlej problematiky, praca otvara
priestor pre d’al§i vyskum zamerany na mechanické vlastnosti, dlhodobu stabilitu a reakcie

v multibunkovych systémoch.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

2D Monovrstvové

3D Trojrozmerné

AV Atrioventrikularny

BDNF Brain-Derived Neurotrophic Factor (Neurotroficky faktor)

BMP Bone Morphogenetic Proteins (Morfogenetické proteiny kosti)

CHI Chitozan

CMCS Carboxymethyl Chitosan (Karboxymetylchitozan)

CNT Carbon Nanotubes (Uhlikové nanortrky)

DSS Dodecylsulfat sodny

ECBs Electrically Conductive Biomaterials (Elektricky vodivé biomaterialy)
ECM Extracelularna matrix

ECC Extrinsically Conductive Composites (Extrinzicky vodivé kompozity)

EG Expandovatelny grafit

EKG Elektrokardiogram

ESCs Embryonic Stem Cells (Embryonalne kmeniové bunky)

ICPs Intrinsically Conductive Polymers (Intrinzicky vodivé polyméry)

iPSCs Induced Pluripotent Stem Cells (Indukované pluripotentné kmenové bunky)
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases (Mitogénom aktivované proteinkinazy)
MTAC Methacryloyl-Thioethyl Chitosan (Metakryloyl-tioetyl chitdzan)

MSCs Mesenchymal Stem Cells (Mezenchymalne kmenové bunky)

MWCNT Multi-Walled Carbon Nanotubes (Viacvrstvové uhlikové nanortrky)

PCL Poly(e-kaprolakton)
PCLF Polykaprolakton fumarat
PGA Kyselina polyglykolova

PEGDA Polyetylénglykol diakrylat



PEDOT Poly(3,4-etyléndioxytiofén)

PLA Polylaktid

PLGA Poly(laktid-ko-glykolid)

PMMA Poly(metylmetakrylat)

PPy Polypyrol

PSS Polystyrénsulfonat

SA Sinoatrialny

SEM Scanning Electron Microscopy (Skenovacia elektronova mikroskopia)
TA Single-Walled Carbon Nanotubes (Jednovrstvové uhlikové nanortrky)

TGF-B Transforming Growth Factor Beta (Transformujuci rastovy faktor beta)



