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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit biologickou odpoveéd’ bunék na piezoelektricky
polymer poly(vinylidenfluorid-ko-hexafluorpropylen) (PVDF-HFP) s rtiznou povrchovou
upravou. Teoreticka c¢ast popisuje princip piezoelektrického jevu, jeho vyskyt
v biologickych tkanich a vlastnosti materidli s potencidlnim vyuzitim v regenerativni
mediciné. Experimentalni ¢ast se zaméetuje na hodnoceni proliferace mysich embryondlnich
fibroblasti NIH/3T3 a mysich embryonalnich kmenovych bun¢k ES R1. Proliferace byla
sledovéana pomoci konfokalni laserové mikroskopie. Fibroblasty vykazovaly dobrou adhezi
a rust, zatimco kmenové buiiky reagovaly minimalné€. Vysledky naznacuji, Ze PVDF-HFP

miuze slouzit jako bioaktivni substrat vhodny pro aplikace v regenerativni medicing.

Klic¢ova slova: piezoelektrické materidly, regenerativni medicina, PVDF-HFP, proliferace,

kmenové buiky, fibroblasty

ABSTRACT

The aim of this bachelor's thesis was to evaluate the biological response of cells to
the piezoelectric polymer poly(vinylidene fluoride-co-hexafluoropropylene) (PVDF-HFP)
with different surface modifications in the context of regenerative medicine. The theoretical
part describes the principle of the piezoelectric effect, its occurrence in biol ogical tissues,
and the properties of piezoelectric materials with potential applications in biomedicine.
The experimental section focuses on assessing the proliferation of mouse embryonic
fibroblasts NIH/3T3 and mouse embryonic stem cells ES R1 cultured on surface-modified
PVDF-HFP films. Cell proliferation was evaluated using confocal laser scanning
microscopy. Fibroblasts showed strong adhesion and proliferation, while stem cells
exhibited minimal attachment and limited response. These results suggest that PVDF-HFP

has potential as a bioactive substrate suitable for regenerative medicine applications.

Keywords: piezoelectric materials, regenerative medicine, PVDF-HFP, cell proliferation,

stem cells, fibroblasts
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UvVoD

Biologické systémy disponuju schopnost'ou obnovy poSkodenej struktiry prostrednictvom
koordinovanej interakcie buniek, signalnych drah a extraceluldrnej matrice (ECM). Pri
rozsiahlejSich poraneniach alebo chronickych ochoreniach vSak tieto procesy ¢asto nestacia.
Regenerativna medicina preto rozvija pristupy zamerané na podporu a riadenie obnovy
tkaniva prostrednictvom bunkovej terapie, rastovych faktorov a biologicky aktivnych

nosicov, ktoré ovplyviuju spravanie buniek a stimuluji regeneraciu [1].

V tejto oblasti sa osobitna pozornost’ venuje elektroaktivnym biomateridlom schopnym
sprostredkovat’ endogénne stimuly bez vonkajSieho napédjania. Medzi najvyznamnejsie
patria materialy s piezoelektrickymi vlastnost’ami, ktoré konvertuji mechanické deformaécie

na elektrické impulzy [2].

Piezoelektricky efekt je prirodzenou sucastou I'udskych tkaniv s vysokym obsahom
kolagénu, ako st kosti, vizy, §l'achy a dentin. V désledku mechanického zat'azenia v nich
vznikaju slabé elektrické signdly, ktoré ovplyviiujii spravanie buniek a prispievajl
k regenerécii. Tento princip sa stal zakladom vyvoja syntetickych biomateridlov schopnych
generovat elektricka stimulaciuuz pri nizkej Grovni fyziologickych podnetov, ako je pohyb
¢1 dychanie. Vd’aka svojej biokompatibilite, mechanickej stabilite a moznosti povrchovych
uprav a schopnosti aktivovat’ intracelularne drahy mo6zu tieto materialy podporovat’ obnovu
funkcie poskodenych tkanivovych Struktar [3]. Ich U¢€inok bol preukdzany v in vitro
aj in vivo podmienkach, predovsetkym pri regeneracii periférnych nervov, kostného tkaniva
a koze. Vyrazné vysledky priniesli aj nedavne in vivo experimenty v oblasti centralneho
nervového systému (CNS), kde biodegradovatelné scaffoldy bez potreby externého
napajania podporili diferencidciu neurdlnych kmenovych buniek a obnovu Struktar miechy
[4]. Dalsim inovativnym pristupom je vyuZitie piezoelektrickych nanocastic, ktoré generuju
terapeutické elektrické impulzy presne cielené na postihnuté tkaniva. Téato technoldgia
umoznuje presnu stimulaciu, ¢im vyrazne zvySuje efektivitu regeneranych terapii. Tieto
pristupy, od biodegradovatel'nych scaffoldov az po pokrocilé nanocastice, ilustruja Siroké
moznosti piezoelektrickych materidlov pri vyvoji personalizovanych stratégii regeneracie

tkaniv [5].

Prakticka Cast’ prace sa zameriava na hodnotenie proliferdcie mysich embryonalnych
fibroblastov NIH/3T3 a mySich embryonalnych kmenovych buniek ES R1 v kontakte

s foliami z PVDF-HFP s r6znou povrchovou tpravou.
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I.

TEORETICKA CAST
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1 REGENERATIVNA MEDICINA

Regenerativna medicina je inovativny odbor zamerany na obnovu, opravu alebo nahradu
poskodenych tkaniv a orgdnov prostrednictvom pokrocilych biotechnologickych postupov
a buniek s regeneraCnym potencidlom. Jej zdkladom je vyuzitie prirodzenych hojivych
mechanizmov tela alebo tvorba biologickych nahrad, ktoré dokdzu obnovit' naruSenu
funkciu [1]. Ide o multidisciplinarnu oblast’, ktora prepaja poznatky z bioldgie, inZinierstva
a materialovej vedy s cielom navrhnuat nové terapeutické pristupy. V porovnani s tradi¢nymi
metddami, ako je transplantécia, prinasa viaceré vyhody. Jednou z nich je moZnost’ obist’
problém nedostatku darcovskych organov [6]. Namiesto spoliehania sa na darcov mozno
vyuzit’ vlastné bunky pacienta, napriklad kmenové, na opravu poskodeného tkaniva. Tym sa
znizuje riziko imunitnej odpovede, ktora Casto vedie k odmietnutiu transplantatu. Zaroven
klesa potreba dlhodobej imunosupresivnej liecby, ktord moéze organizmus vyrazne

zatazovat’ [7].

1.1 Historické miPniky

K rozvojuregenerativnej mediciny prispel vyskum kanadskych vedcov Ernesta McCullocha
a Jamesa Tilla v roku 1961. Preukézali existenciu hematopoetickych kmenovych buniek
schopnych obnovovat’ krvotvorné tkaniva. Ich préca sa stala vychodiskovym bodom pre

d’al$i vyvoj bunkovej regeneracie a rozsirila moznosti ich vyuzitia v klinickej praxi [8].

Nésledne v roku 1998 americky vedec James Thomson po prvykrat tispesne izoloval
I'udské embryondlne kmenové bunky (hESCs). Tento prelom umoznil ich kultivaciu
a otvoril nové moznosti pri vyvoji liecby zdvaznych ochoreni. Skuto¢nost’, ze sa hESCs
ziskavali z l'udskych embryi, vyvolala eticku diskusiu, ktora presiahla hranice vedeckej

komunity [9].

Vyznamny posun v oblasti regenerativnej mediciny nastal v roku 2006, ked’ japonsky
vedec Shinya Yamanaka preukazal, ze dospelé¢ bunky, napriklad fibroblasty, mozno
reprogramovat’ do pluripotentného stavu. Tak vznikli indukované pluripotentné kmenové
bunky (iPSCs), ktoré kombinuju vlastnosti hESCs s vyhodou neinvazivneho ziskavania
z dospelych buniek. Tymto pristupom sa podarilo obist’ viaceré etické bariéry a zaroveii sa
otvoril novy priestor pre vyskum a klinické vyuzitie [10]. Vd’aka schopnosti regenerovat’
poskoden¢ tkaniva sa iPSCs bunky stali objektom intenzivneho zaujmu v suvislosti s ich

terapeutickym potencialom [9].
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1.2 KPucové metody regenerativnej mediciny

Na rozdiel od tradi¢nych terapeutickych pristupov, ktoré sa zameriavaji najmi na
zmiernenie symptomov, regenerativna medicina podporuje prirodzené hojivé procesy tela.
Vyuziva metddy bunkovej bioldgie, genetiky a tkanivového inzinierstva, pricom kombinuje
rozne typy buniek, biomaterialov a biologicky aktivnych molekul na podporu regeneracie.
Jednotlivé pristupy maju Specifické uplatnenie a spolocne prispievaju k efektivnemu

obnovovaniu tkaniv a organov [7].

1.2.1 Bunkova terapia

Bunkové terapia patri medzi hlavné piliere regenerativnej mediciny a zameriava sa na
obnovu poskodenych tkaniv prostrednictvom buniek s regeneraCnym potencidlom. Jej
prednost’ou je schopnost’ nahradit’ stratené alebo poskodené bunky bez potreby invazivnych

chirurgickych zakrokov ¢i transplantacii [11].
Medzi najpouzivanejSie typy buniek v tejto oblasti patria:

e  Ludské embryonalne kmenové bunky (hESCs) st pluripotentné bunky izolované
z Pudskych embryi. Maju schopnost’ diferencovat’ sa na akykol'vek typ bunky v tele,
¢o im dava vynimoc¢ny regeneracny potencial. Tieto bunky st obzvlast slubné pri
regeneracii nervového a srdcového tkaniva. hESCs sa skumaju v suvislosti
s neurodegenerativnymi ochoreniami, ako je Parkinsonova choroba, kde by mohli
pomoct’ obnovit’ stratené neurdny, a v pripadoch zlyhania srdca mézu regenerovat’

poskodené bunky myokardu [12].

e Indukované pluripotentné Kkmenové bunky (iPSCs) su ziskavané
reprogramovanim dospelych somatickych buniek na pluripotentny stav. iPSCs sa
vyuzivaji predovsetkym v personalizovanej medicine, ked’Zze umoziuji vytvarat
tkaniva Specifické pre jednotlivych pacientov, ¢im sa znizuje riziko imunitnych
reakcii. iIPSCs maju s'ubné aplikacie pri lieCbe neurodegenerativnych ochoreni, ako
je Parkinsonova a Alzheimerova choroba, ako aj pri regeneracii srdcového tkaniva
po infarkte myokardu [10]. V roku 2016 bola Gspesne vykonana klinicka Studia, kde
1PSCs pomohli regenerovat srdcové bunky u pacientov po infarkte, ¢o dokazuje ich

obrovsky potencial v kardiovaskuldrnej medicine [11].
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e Mezenchymalne kmenové bunky (MSCs) st multipotentné anachadzaju sa
v roznych tkanivach ako je kostnd dren, tukové tkanivo alebo pupocnikova krv.
Ich aplikdcia je slubnd najmd pri regeneracii muskuloskeletdlnych Struktir

a autoimunitnych ochoreniach [11].

e Hematopoetické kmenové bunky (HSCs) sa pouzivaju predovsetkym pri liecCbe
krvnych ochoreni, ako st leukémiaa lymfom. HSCs st schopné obnovit’ krvotvorné
tkaniva a st zékladom pre transplantacie kostnej drene, ktoré sa bezne pouzivaju na

liecbu hematologickych ochoreni [8].

e Neurilne kmenové bunky (NSCs) maju schopnost'ou diferencovat’ sa na neurény
a gliové bunky, ¢o z nich robi vhodny nastroj v terapii poraneni CNS
a neurodegenerativnych ochoreni [12]. Aktudlny vyskum sa zameriava na vyuzitie
NSCs pri liecbe Parkinsonovej choroby a poraneni miechy. Na podporu ich
diferenciacie a integracie do poskodené¢ho nervového tkaniva sa testuja
3D piezoelektrické nosice. Tie v reakcii na mechanicky stres vytvaraju elektrické

impulzy, a tym aktivuji bunkové mechanizmy potrebné pre regeneraciu tkaniva [ 13].

Jednou z pokrocilych metod je autolégna bunkova terapia, ktord vyuZziva bunky
pacienta [12]. Tento pristup vyrazne zniZuje riziko imunitnej reakcie a odmietnutia
transplantatu. V pripade, Ze pacientove bunky nie si dostupné alebo vhodné, mozno pouzit’
alogénnu bunkovu terapiu, ktord vyuziva bunky darcu [14]. Genetickd modifikacia buniek
navyse poskytuje nové moznosti na zvysenie ich schopnosti obnovovat’ poSkodené tkaniva

a odolavat’ nepriaznivym podmienkam [12].

Hoci bunkova terapia pontka znacny potencial, jej praktické vyuzitie sprevadzaji
viaceré vyzvy. Jednou z nich je zabezpecenie dlhodobej Zivotaschopnosti transplantovanych
buniek, ktoré musianielen prezit’, ale aj funk&ne integrovat’ do hostitel'ského tkaniva, aby sa
dosiahol pozadovany terapeuticky Gi¢inok [11]. Dalim rizikom je teratogenéza alebo tvorba
nadorovych buniek, ¢o sa moze vyskytnut najma pri pouziti pluripotentnych kmenovych
buniek. Z tohto dovodu je nevyhnutné zavadzat’ kontrolné opatrenia, ktoré minimalizuja
tieto riziké. Napriek tomu zostava vyvoj bezpe¢nych a u¢innych bunkovych stratégii jednou

z kl'icovych vyziev personalizovanej mediciny [14].

1.2.2 Tkanivové inzinierstvo

Zatial’ ¢o bunkova terapia sa zameriava na regeneraciu pomocou zivych buniek, tkanivové

inzinierstvo kombinuje tieto bunky s biomateridlmi a technol6giami na vytvaranie novych
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funkénych tkaniv. Tento pristup umoziiuje nielen opravit’, ale aj nahradit’ poskodené tkaniva.
KIacovym prvkom tkanivového inZinierstva su scaffoldy — nosné struktury, ktoré poskytuju
bunkam fyzicka podporu potrebnt na vytvorenie nového tkaniva [12]. Scaffoldy moézu byt
vyrobené z biokompatibilnych materidlov, ktoré napodobnuju prirodzenat ECM [15].
Pouzivaju sa napriklad v regeneracii kosti, chrupavky alebo koze, kde poskytuju podporu

pre bunkovt proliferaciu a organizaciu tkaniv [12].

Moderné technologie, ako je 3D biotla¢, umoziuju presné modelovanie a vytvaranie
trojrozmernych Struktar tkaniv, €o vyrazne zlepSuje priestorovil organizaciu buniek. Vd’aka
tejto technoldgii je mozné vytvarat' implantovatelné tkaniva Sité na mieru pre pacientov, ¢im
sa zvySuje uspeSnost’ regeneracie [16]. Scaffoldy mozu byt navySe obohatené o rastové
faktory, ktoré stimuluju bunkovy rast a diferencidciu, ¢im urychluju proces hojenia.
Praktické vyuzitie tkanivového inzinierstva uz prinieslo slubné vysledky, napriklad
v regeneracii koZe pri popaleninach alebo regenerécii chrupavky v kiboch. Kombinacia
bunkovej terapie a scaffoldov sa stava ¢oraz popularnejSou stratégiou, najma pri regeneracii

zlozitych tkaniv, ako st Slachy, svaly a cievy [12].

1.2.3 Imunomodulacia

Imunomodulécia je neoddelitelnou sucastou regenerativnej mediciny, pretoze kontrola
imunitnej odpovede je kI'icova pri uspeSnej transplantacii buniek alebo tkaniv. Imunitny
systém modze Casto odmietnut’ transplantované bunky alebo sposobit’ zapal, ¢o zniZuje

uspesnost’ liecby [11].

MSCs sa ukazali byt’ vel'mi efektivnym nastrojom v imunomodulécii[17]. Ich u¢innost’
spociva v produkcii imunomodula¢nych molekul, medzi ktoré patria najma protizapalové
cytokiny, ako je transformujuci rastovy faktor-beta (TGF-p, transforming growth factor
beta) a interleukin-10 (IL-10). Tieto molekuly reguluji imunitnti odpoved’ tak, Ze potlacaji
zéapal a podporuju prijatie Stepu organizmom. V ddsledku toho MSCs vytvarajl priaznivé
prostredie, ktoré znizuje riziko odmietnutia implantovaného materidlu a minimalizuje
zapalové reakcie, ktoré by mohli poskodit’ regenerované tkaniva [11]. Tento princip sa
vyuziva predovsetkym pri liecbe autoimunitnych ochoreni a zapalovych procesov, kde je
potrebné regulovat’ imunitni odpoved’ a zaroven podporit’ regeneraciu poskodenych tkaniv

[17].
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2 PIEZOELEKTRICKE MATERIALY

Piezoelektrické materialy predstavuju Specifickt skupinu latok, ktoré pri mechanickej
deformacii generuju elektricky ndboj. Ked’ze ich ¢innost’ nevyzaduje externy zdroj energie,
su slubnymi kandidatmi na rozne aplikacie v biomedicinskom inZinierstve [2].
Z tyzikalneho hladiska st mimoriadne citlivé na mechanické podnety, vratane dychania,
tlkotu srdca ¢i telesnych pohybov, pricom aj malé¢ deformécie mézu vyvolat' vyraznu
elektrickt odozvu. Tato preciznost’ ich predurcuje na vyuzitie v senzoroch a kalibrovanych
pristrojoch [18]. VicSina piezoelektrickych materidlov sa vyznacuje dobrou mechanickou
odolnost'ou. Hoci tvrdost’ a pruznost’ sa liSia v zavislosti od konkrétneho materialu,
vo vS§eobecnosti dokazu odolavat’ vysokému zat’azeniu a opakovanému pouzivaniu. Stabilita
v réznych podmienkach, vratane extrémnych tepldt, prispieva k ich spolahlivosti. Navyse,
ich nizka spotreba energie je klI'icovou vlastnost'ou pri aplikaciach v malych, energeticky
nezavislych zariadeniach, ako su nositel'né elektronické systémy alebo implantaty. Niektoré
z tychto materidlov vykazuju aj pyroelektricky efekt, o rozSiruje ich moznosti vyuZitia
v §pecifickych aplikaciach [ 19]. Tieto materialy dokazu generovat nizkouroviiové elektrické
prady v cielovom tkanive, ¢im napodobiiuju endogénne pole organizmu. Tento jav
podporuje intraceluldrnu komunikaciu, transport idbnov a prenos nervovych impulzov. Ich
aktivacia moze prebiehat’ aj prostrednictvom vibracii alebo ultrazvuku, ¢o z nich robi
udrzatel'né a autonémne rieSenie v medicine. Vd'aka citlivosti na mechanické podnety sa
vyuzivaji v terapii a stimuldcii tkaniv [20]. Ich Siroké uplatnenie zahffia biomedicinske
zariadenia, ako su senzory, kochlearne implantaty, kardiostimulatory a d’alSie technologie

podporujtice obnovu telesnych funkeii [21].

2.1 Piezoelektricky jav

Piezoelektricky jav bol objaveny v roku 1880 bratmi Jacquesom a Pierreom Curieovcami.
Zistilo sa, ze urcité kryStalické materidly, ako napriklad kremen ¢i turmalin, dokézu
generovat’ elektricky naboj, ked’ st mechanicky stlacené alebo natiahnuté [22]. Tento objav
sa povazuje za kliCovy moment vo fyzike, pretoze otvoril nové oblasti vyskumu
v materidlovych vedach. Ukazalo sa, ze piezoelektricky efekt vznika v materidloch, ktorych
krystalickd Struktira nema centrovanl symetriu. Prave tato absencia symetrie sposobuje
nerovnovahu elektrickych nabojov pri deformacii materidlu [23]. Tato fyzikalna vlastnost’
umoziuje vyuZitie piezoelektrickych materidlov v regenerativnej medicine, kde generované

elektrické polia podporujt rast a obnovu tkaniv [24].
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2.1.1 Princip

Piezoelektricky material, ako napriklad kremen, sa vo volnom stave bez podsobenia
mechanického tlaku nachadza v rovnovaznej polohe. V takejto konfiguracii sa kladné
a zaporné naboje v jeho krystalovej Struktire navzajom kompenzuju, v dosledku ¢oho je

vysledny elektricky nédboj nulovy [25].

Krystalova struktura kremena patri do trigonalnej siistavy a je tvorena tetraédrami SiOa,
ktoré st usporiadané do Spiralovitej konfiguracie. Prave tato asymetrickd Struktira je

pri¢inou piezoelektrickych vlastnosti materidlu, pretoZe neobsahuje stred symetrie [26].

Pdsobenim mechanického tlaku na krystal sa narusi rovnovazne usporiadanie nabojov
v krystalovej mriezke (Obrazok 1). Kladné ndboje sa na vrchnej strane krystalu posuntu
horizontédlne, ¢im sa stred kladného naboja presunie nahor. Sti¢asne sa zmeni poloha
zapornych nabojov, pricom ich stred sa posunie smerom nadol. Preskupenie ndbojov
vo vnutri kryStalovej Struktiry vytvara nerovnovédhu a sposobuje polarizéciu kryStalu.

Nasledne sa na povrchu materialu hromadia naboje, ¢im vznika elektrické pole [27].

: T C
Bez zat'aZenia Tahové napiitie Tlakové napitie

Obrazok 1 Posun nabojov pri mechanickom zat'aZeni na kryStél

(zdroj: [28])

Intenzita elektrického pol'a, ktoré vznika pri pdsobeni mechanickej sily, zavisi od
citlivosti materidlu na mechanické zat'azenie. Tato citlivost’ sa vyjadruje piezoelektrickym
koeficientom, ktory udava aky elektricky ndboj sa vytvori pri aplikovani mechanickej sily
alebo aka deformacia nastane pri pdsobeni elektrického pola. Materidly s vySSim

piezoelektrickym koeficientom generuju pri rovnakej sile vacsie elektrické napatie [29].
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Tento jav, pri ktorom sa mechanické napitie premiefia na elektrickd energiu, sa
oznacuje ako priamy piezoelektricky efekt. S rastlicim mechanickym zat'aZenim sa zvySuje
aj intenzita vzniknutého elektrického pol'a. Naopak, inverzny piezoelektricky efekt spoc¢iva
v tom, ze aplikované elektrické pole vyvola mechanicku deforméciu materidlu. Tento
reverzny proces je dolezity najmé pri konStrukcii akénych ¢lenov a v biomedicinskych
zariadeniach, kde sa elektricky impulz vyuziva na stimulaciu mechanickych pohybov alebo

vibracii materialov [30].

2.2 Piezoelektrickost’ v Pudskom tele

Vlastnost’ nazyvana piezoelektrickost’ je rozsirena v zivom tkanive a mé zasadny vyznam
pre mnohé fyziologické procesy. Nachadza sa predovSetkym v Struktarach ako st kosti,
Slachy, chrupavky, vézy, dentin, kolagén, elastin a DNA. Tieto Struktury vd’aka svojim
elektroaktivnym vlastnostiam podporuju dolezité bunkové procesy ako su proliferacia,

diferenciacia a migracia buniek, ktoré su nevyhnutné pre regeneraciu tkaniv [31].

2.2.1 Vyznam ECM

ECM zohrava kl'icovu ulohu v piezoelektrickych procesoch prebiehajicich v 'udskom tele.
Tato komplexnd siet’ proteinov a polysacharidov umozituje generovanie elektrickych

signadlov prostrednictvom vlastnosti svojich komponentov, predovsetkym kolagénu [3].

Mechanické sily pdsobiace na ECM vyvoldvaji naboje, ktoré prostrednictvom
integrinov sprostredkuvaji interakciu s bunkami. Tieto signaly zohravaji zasadnu tillohu pri
koordinacii bunkovych odpovedi na mechanické podnety [32]. Okrem mechanickych
vlastnosti vyznamne ovplyviiuje tento jav aj biochemické prostredie ECM. Signdlne
molekuly a rastové faktory zosiliiujt tieto impulzy, ¢im podporuju procesy ako proliferacia
a diferenciacia buniek [33]. Napriklad dynamickd mechanickd zataz medzistavcovych
platniciek preukdzatelne zvysuje produkciu proteinov ECM ako je kolagén typu II (COL II).
To naznacuje, ze mechanickd stimuldacia moéze podporit tvorbu komponentov

s piezoelektrickymi vlastnostami [34].

Jednou z vynimoc¢nych vlastnosti tohto javu je jeho nezavislost od Zivotaschopnosti
buniek. Strukturalne vlastnosti ECM, najmé jej hlavného proteinu, kolagénu, umoZiiuji
generovanie elektrickych signalov aj v tkanivach s poSkodenymi alebo nekrotickymi
bunkami. Tento fakt experimentalne potvrdili Fukada a Yasuda (1957), ktori skamali

piezoelektrické vlastnosti femuru clovekaa vola po odstraneni vSetkych bunkovych zloziek.
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Vzorky od ¢loveka boli niekol’ko rokov suSené na vzduchu a nasledne dosusené v susiarni
s pritomnost’ou chloridu vapenatého. Vzorky od vola boli bud’ ohriate na 120 °C pocas
5 hodin, alebo prevarené vo vode pocas 2 hodin a nésledne vysuSené. Napriek tymto
tepelnym upravam, si kostné vzorky zachovali piezoelektrické vlastnosti, pricom namerané
hodnoty koeficientov dosahovali priblizne 1/10 hodnoty piezoelektrického efektu
v kremennych krystaloch. Mechanické testy jednoznaéne preukazali, ze piezoelektricky jav
v kostiach nie je podmieneny metabolickou aktivitou buniek. Vznikéa v désledku Smykového

napétia pdsobiaceho na kolagénové vldkna a Specifickej Struktury kolagénovych fibril [35].

2.2.2 Piezoelektrické vlastnosti Pudskych Struktiar

Kolagén tvoriaci zaklad spojivovych tkaniv ako su kosti, §I'achy, vézy, zohrava kl'a¢ovu
ulohu v piezoelektrickych procesoch. Jeho fibrilarna Struktara a orientécia vlakien zédsadne
ovplyviiuju smer a intenzitu elektrickych signalov. Molekula kolagénu je tvorena tromi
polypeptidovymi retazcami usporiadanymi do trojitej Spirdly, ¢o jej poskytuje vysoku
pevnost’ a stabilitu. Anizotropia tejto Struktiry sposobuje, ze piezoelektricka odpoved’ zavisi

od smeru mechanického namahania [36].

Mechanizmus tohto javu spociva v posune vodikovych védzieb medzi polypeptidovymi
ret’azcami, €o vedie k zmene elektrického potencidlu a vzniku ndboja. Tento jav je zosilneny
polarnymi funkénymi skupinami (hydroxylové a aminoskupiny), ktoré pri mechanickom
napiti menia svoju orientdciu a spdsobuji posun nabojov. Simuldcie naznacuju, ze tato

reorganizacia Struktiry umoznuje kolagénu prisposobit’ sa dynamickym podmienkam [37].

Hustota a priestorova organizacia kolagénovych fibril vyznamne ovplyviiuju ich
piezoelektrické vlastnosti. VysSia hustota fibril zosilfiuje piezoelektricky efekt, pretoze
zvySuje pocet polarnych skupin, ktoré sa podielaju na tvorbe celkového dipdlového
momentu. Vyskumy naznacuju, ze piezoelektrickd odozva kolagénu nie je homogénna, ale
1i81 sa v zavislosti od mikrostrukturdlnych oblasti fibril. Kolagénové vlakna su usporiadané
do dvoch odlisnych oblasti — medzerovej zony a zony prekrytia. Medzerové zony, ktoré st
dlhé priblizne 40 nm, st menej kompaktné a obsahuju redsie usporiadané molekuly. Zony
prekrytia, dlhé okolo 27 nm, su naopak hustejSie a organizovanejSie. Tieto rozdiely
ovplyviiuju aj piezoelektrické vlastnosti. Medzerové zony vykazuju vyssi piezoelektricky
koeficient, pretoze ich menej organizované usporiadanie umoznuje vacSiu pohyblivost
molekul. Pri mechanickom zat’azeni sa tieto oblasti deformuju intenzivnejSie, ¢im generuju

viac elektrického ndboja [38]. Predpoklada sa, ze prave tieto zony zohravaju dolezittiulohu
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pri mineralizacii kosti. Elektrické signdly vznikajuce v dosledku piezoelektrického efektu
mozu ovplyvnit' rast a diferencidciu osteoblastov, ¢im prispievaju k regulécii tvorby
kostného tkaniva [39]. Tento mechanizmus suvisi aj s vysledkami Minary-Jolandan a Yu.
Ich vyskum ukazal, Ze nerovnomerné rozlozenie elektrickych nabojov v kolagénovych
fibrilach pocas mechanického zataZenia meni lokalne idnové prostredie. Tato zmena moze
ovplyvnit’ rast a remodelaciu kosti. Variacie v distribucii ndbojov st preto ddlezitym

faktorom pri regulacii buniek podiel’ajicich sa na kostnej prestavbe [40].

Dal§im faktorom, ktory vyrazne ovplyviuje piezoelektrické vlastnosti kolagénu, je
priestorova orientacia vlakien. Zarovnanie fibril v uritom smere moéZe zosilnmt
piezoelektrickti odozvu v désledku smerovej povahy elektrickych dipdlovych momentov
v ramci molekul kolagénu. Maximalny piezoelektricky signdl bol zaznamenany pri sklone
45° k fibrildrnej osi, ¢o poukazuje na zlozity vztah medzi orientdciou vlakien
a piezoelektrikou. Tento smerovo zavisly jav je obzvlast délezity v tkanivach, ako st sTachy,
kde su kolagénové fibrily usporiadané paralelne k smeru mechanického zat'azenia. Takéto
zarovnanie optimalizuje nielen mechanické, ale aj piezoelektrické vlastnosti kolagénu, ¢im

zabezpecuje jeho funként adaptabilitu [41].

Piezoelektrické koeficienty kolagénu sa menia v zavislosti od jeho Strukturnej
organizacie a stupiia mineralizacie. Studie uvadzaji, Ze piezoelektricka konstanta pre
jednotlivé molekuly kolagénu dosahuje priblizne 1,1 pC/N, zatial co pre kolagénové
mikrofibrily méze byt az 2,6 pC/N [42]. Tato variabilita zdoraziuje vyznam hierarchickej
Struktary pri modulacii jeho elektromechanickych vlastnosti. Preukazalo sa tiez, Ze
mineralizovany kolagén vykazuje zosilneni piezoelektricki odozvu, ¢o dokazuje
experiment s ukladanim nanokrystalov uhli¢itanu strontnatého do kolagénovych filmov.
Vysledky potvrdili, Ze mineralizacia vyrazne zvySuje piezoelektricky efekt v porovnani

s nemodifikovanym kolagénom [43].

Fukada a Yasuda experimentalne skumali piezoelektrické vlastnosti kolagénu na
Achillovych $lachach hovddzieho dobytka a koni. Vd’aka vysokej orientacii fibril bolo
mozné presne stanovit’ piezoelektrické konstanty. Vysledky ukdzali, Zze najvyraznejsia
piezoelektricka aktivita nastava pri Smykovych deforméaciach kolagénovych vlakien. Zistilo
sa tiez, ze efekt je najsilnejs$i v suchom stave, pricom hydratdcia ho oslabuje naruSenim
fibrilarnej organizacie. Experimenty tiez preukazali, Ze pri zahriati $lachy na 120 °C sa
piezoelektrické vlastnosti zachovali, ale pri vysSich teplotach doslo k tepelnému zmrSteniu

olagénu, ¢o znemoznilo d’al§ie merania .
kol , lo d’al 36
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Okrem kolagénu vykazuju tieto vlastnosti aj iné biomolekuly, ako napriklad DNA
a RNA. Elektrické charakteristiky tychto nukleovych kyselin méZu zohravat ulohu
v bunkovej signalizacii a ovplyviiovat’ expresiu génov ako odpoved’ na mechanické podnety
[44]. Tento fenomén je nevyhnutny pre procesy, ako su regenerdcia, remodelacia
a komunikacia na bunkovej urovni, ¢im prispieva k udrzaniu homeostazy tkaniv

a organizmu [45].

2.3 Klasifikacia piezoelektrickych materialov

Piezoelektrické materialy sa na zéklade chemického zlozenia deliana keramické, polyméme
a kompozitné. Kazdd skupina ma Specifické vlastnosti, ktoré urCujii ich vyuzitie
v technickych aj biomedicinskych aplikacidch. V tkanivovom inzinierstve sa vyuzivaji ako
nosné Struktury, ktoré pri mechanickom naméhani generuju elektrické impulzy. Tento efekt
umoziuje stimuldciu buniek bez potreby externé¢ho zdroja energie, ¢im sa eliminuje riziko
akumulacie produktov elektrolyzy a zvySuje bezpecnost’ implantatov. Elektricka aktivita
vznikd pri prechodnych deforméciach spdosobenych migraciou buniek, ich adhéziou alebo
pohybom tela. Napriek tymto vyhoddm, ich biomedicinske vyuzitie zéavisi od
biokompatibility, mechanickej stability a schopnosti dlhodobej integracie do biologického
prostredia [46].

2.3.1 Piezoelektricka keramika

Piezoelektricka keramika je polykryStalicky materiél, v ktorom kazdé zrno tvori elektricka
doménu so spontannou polarizaciou. Vd'aka tejto Struktire dosahuje vyssi piezoelektricky
koeficient nez kremen a zaroven vynika pevnostou a tepelnou stabilitou. Je citliva na
mechanické podnety a efektivne premiefia mechanicku energiu na elektrickl, ¢o ju
predurCuje na vyuzitie v senzoroch, aktudtoroch a ultrazvukovych zariadeniach [47].
Napriek tymto vyhodam, je jej pouzitie ako biomateridlového scaffoldu obmedzené kvoli
neodburatelnosti, cytotoxicite a nestladu tuhosti s biologickymi tkanivami. Preto sa
sktimaju alternativy s lepSou biokompatibilitou, ktoré zachovavaju piezoelektrické vlastnosti

a zaroven sa mechanicky prispdsobuju biologickému prostrediu [48].

Titanic¢itan olovnato-zirkonicity (PZT) je jednym =z najpouzivanejSich
piezokeramickych materidlov vd’aka vysokému piezoelektrickému koeficientu (360 pC/N)
a stabilite pri vysokych teplotach. Vyuziva sa v ultrazvukovych sondach, tlakovych

snimacoch a piezoaktuatoroch. Napriek vyhodam, ma zdsadné nevyhody — vysoky Youngov
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modul a vel’kd hustota zvySujti jeho krehkost’ a znizuju citlivost’ na nizkofrekvencné vibrécie
[49]. Obsahuje tiez 60 hm. % olova, ktoré je toxické a spaja sa s neurotoxicitou, prenatalnymi
poruchami a spomalenim rastu u deti. Z dovodu jeho toxicity a sprisiiujucich sa regulécii sa
intenzivne skumaju bezolovnaté alternativy, ako titaniCitan barnaty, oxid zinocnaty,

niobi¢nan draselny, litium-sodno-draselny niobi¢nan a nanorurky nitridu boru [46].

Titanic¢itan barnaty (BTO) patri medzi prvé objavené piezokeramiky a vyznacuje sa
vysokym piezoelektrickym koeficientom, dostupnostou a jednoduchou vyrobou.
Makroskopicky BTO je biokompatibilny, no jeho nanocastice mézu vyvolavat’ oxidacny
stres, ktory mozno zmiernit’ bioaktivnymi povlakmi, ako je hydroxyapatit (HAp) alebo
kolagén [50]. Tieto povlaky zaroven podporuji bunkovy rast a vizbu na kostné tkanivo [51].
BTO sa skiima aj v onkoldgii pre schopnost’ reagovat’ na kyslé mikroprostredie nadoru.
V tychto podmienkach sa jeho nanocastice agreguju, ¢im zvysuju katalyticku aktivitu. Pri
ultrazvukovej stimulécii generuji reaktivne formy kyslika (ROS), ktoré poskodzuju
membrany nadorovych buniek a spustaju apoptozu. In vivo Studie na mySom modeli
potvrdili, ze tato kombindcia vyznamne inhibuje rast nadoru bez poSkodenia zdravych

buniek [52].

Niobi¢nan draselny (KNN) a niobi¢nan sodno-litiovy (LNKN) st perspektivne
bezolovnaté piezokeramické alternativy s piezoelektrickymi koeficientmi o dva rady
vys8imi ako pri prirodzenej kostnej Struktire. Vyskumy preukazali, ze KNN vykazuje 84 %
zivotaschopnost’ mySich fibroblastov po 24 hodinach, zatial ¢o LNKN dosahuje 58 %,
pricom optimalizaciou pH mozno hodnotu zvysit' az na 72 %. VysSia toxicita LNKN
pravdepodobne stvisi s uvolfiovanim Li* i6onov do kultiva¢ného média [53]. Oba materidly
maju potencial pri regeneracii kosti a tkaniv. LNKN stimuluje proliferaciu osteoblastov, ¢im
podporuje rychlejSiu obnovu kostného tkaniva [54]. KNN sa skuma aj pre riadené

uvolnovanie lieCiv a opravu kosti, chrupaviek, koze a nervového tkaniva [3].

Oxid zino¢naty (ZnO) sa vyuziva v piezoelektrickych nanogeneratoroch, ktoré
premiefiaji mechanickl energiu na elektrickli. Nachadza uplatnenie v biomedicinskych
senzoroch a implantovateI'nych zariadeniach na monitorovanie vitalnych funkcii a napajanie
implantatov [55]. Pri mikrometrovych velkostiach je biokompatibilny, no v nanoforme
moze indukovat’ tvorbu ROS a vykazovat’ cytotoxicitu [3]. Napriek tomu sa ZnO skiima aj
v tkanivovom inZinierstve, kde jeho nanocastice dispergované v polymérnych scaffoldoch

spolu s hypoxiou podporujui syntézu chrupavkového tkaniva [56].
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Nanorurky nitridu béru (BNNT) maju lepSie piezoelektrické vlastnosti ako bezné
piezopolyméry. Stidie preukédzali, ze biodegradovatelné polymérne scaffoldy s BNNT
podporuju osteoblasty, no moézu znizovat’ adhéziu chondrocytov, fibroblastov a buniek
hladkého svalstva, ¢o naznacuje ich potencial v ortopedickych aplikaciach [3]. Ciofani et al.
preukazali, Ze BNNT implantované do buniek PC-12 a aktivované ultrazvukom stimulovali
rast a diferenciaciu neuritov. Blokovanie vapnikovych kandlov tento efekt oslabilo, ¢o
poukazuje na ulohu vapnikovych signalnych drah pri diferenciacii neurénov. Tento

mechanizmus méze byt vyuZzitel'ny pri regenerdcii nervového tkaniva [57].

Vicsina piezokeramik sa v biologickych tekutinach Ciastocne rozpusta. Zatial' ¢o
uvolnovanie olova z PZT predstavuje toxické riziko, materidly ako BTO, KNN a BNNT
vykazujii nizsiu toxicitu a pri kontrolovanej biodegraddcii mdzu pozitivne ovplyvnit
regenerdciu tkaniv. Na minimalizaciu rizik sa piezoelektrické ¢astice Casto enkapsuluju do
polymérnych matric alebo sa kombinuju s keramickymi kompozitmi na kontrolu ionového

uvolnovania [46].

2.3.2 Piezoelektrické polyméry

Obmedzenia piezokeramiky podnietili vyvoj piezoelektrickych polymérov, ktoré maja
niz8iu hustotu, vyssiu flexibilitu a su biokompatibilne modifikovateI'né. Oproti keramike su
odolnejSie vo¢i narazom a maja nizsiu tuhost, ¢o ulahcuje ich integraciu s mikkymi
tkanivami. VyuZzivaju sa v senzoroch, aktuatoroch a generatoroch energie. Piezoelektricita
polymérov je dosledkom orientovanych molekulovych dipolov, ktoré pri mechanickom

namahani menia svoju polarizaciu, ¢im generuju elektrické napétie [48].

Polyvinylidénfluorid (PVDF) je jednym z najStudovanejSich piezoelektrickych
polymérov vd’aka vysokému piezoelektrickému koeficientu (~20 pC/N), chemicke;j stabilite
a mechanickej pevnosti. Jeho piezoelektrické vlastnosti st uzko spojené s obsahom B-fazy,
ktord ma najsilnej$i polarny moment. Pri elektrostatickom zvldknovani sa nepolarna o -faza
premiena na B-fazu, ¢im sa zlepSuju piezoelektrické a mechanické vlastnosti materialu.
Nachadza uplatnenie v biosenzoroch, generatoroch energie a aktuatoroch. V regenerativnej
medicine sa skima jeho schopnost’ podporovat’ osteogenézu a regeneraciu svalov [46].
Martins et al. preukéazali, ze PVDF scaffoldy vystavené koronarnej polarizacii ziskali
negativny povrchovy néaboj, ktory zlepsil adhéziu a proliferaciu myoblastov [58]. Okrem
toho bolo dokazané, Zze PVDF moze stimulovat’ rast kosti na rozhrani kost’ -implantat

prostrednictvom inverzného piezoelektrického efektu [59].
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Poly(vinylidénfluorid-trifluéretylén) P(VDF-TrFE) je  kopolymér PVDF
s trifludretylénom, pricom dodatoéné atémy fluoru stabilizuju B-fazu a zvysuju
piezoelektricky koeficient (~30 pC/N) [46]. Vynikd vysokou flexibilitou a vybornymi
piezoelektrickymi vlastnostami, vd’aka Comu sa vyuziva v senzoroch, aktuatoroch
a tkanivovom inzinierstve. Nanodrotoveé senzory z P(VDF-TrFE) sa pouzivaju v nositelnych
zdravotnickych zariadeniach a intravaskuldrnych katétroch na monitorovanie
fyziologickych parametrov, ako su pulz a tlak [60]. Damaraju et al. preukazali, ze
elektrostaticky zvlakiované scaffoldy z P(VDF-TrFE) podporuju diferenciaciu MSCs na

chondrocyty, ¢im mozu prispiet’ k regeneracii chrupavky [61].

Poly-L-mlie¢na kyselina (PLLA) je biokompatibilny a biodegradovatelny polymér
so Spirdlovitou Struktirou, ktora umoziuje generovanie piezoelektrického efektu bez
nutnosti poélovania [46]. Fukada et al. preukazali, Ze implantacia PLLA podporuje tvorbu
kostného kalusu, pricom vyssi stupen molekuldrnej orientacie zvySuje piezoelektricky naboj
a moze tak stimulovat’ regeneraciu kosti [62]. V ortopédii sa vyuziva na vyrobu
degradovatel'nych implantatov, ako st skrutky a koliky, priCom je schvéleny uradom pre
kontrolu potravin a lie¢iv. Degraduje sa hydrolyticky na kyselinu mlie¢nu, ktora je netoxicka
a rozpustnd vo vode, ¢im sa minimalizuje zapalova reakcia. V tkanivovom inzinierstve sa
sktima ako scaffold pre regeneraciu kostného a nervového tkaniva. Barroca et al. preukazali,
ze polarizovany povrch PLLA ovplyviiuje adsorpciu proteinov, o moze zlepsit’ bunkovu

adhéziu a podporit’ regeneraciu tkaniva [46].

Piezopolyméry su perspektivne materialy pre biomedicinske aplikécie, avSak ich
vyuzitie limituje nizka piezoelektrickd konsStanta, mechanicka a tepelna odolnost, ako aj
hydrofébnost’, ktord méze zhorSovat’ bunkova adhéziu. Dlhodobé mechanické namahanie
moze navyse viest’ k zniZeniu stability a Zivotnosti materialu. Tieto nedostatky je mozné
Ciasto¢ne eliminovat’ upravou Struktiry, napriklad orientaciouret’azcov alebo polarizéciou,
pripadne kombindciou s biokompatibilnymi materidlmi. Takéto modifikéacie zlepSuja
mechanické vlastnosti, piezoelektricku aktivitu a biokompatibilitu, ¢im rozSiruji moznosti

ich vyuzitia v regenerativnej medicine [48].
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2.3.3 Piezoelektrické kompozity

Piezokompozity kombinuju vysoky piezoelektricky koeficient anorganickych zloZiek
s flexibilitou a biokompatibilitou polymérov. Vysledkom su materidly s lepSimi
mechanickymi a elektrickymi vlastnost’ami, ktoré sa vyuzivaji v tkanivovom inzinierstve

a senzorike [63].

Elektrostatické zvladknovanie sice podporuje tvorbu B-fazy v PVDF, no c¢asom
dochadza k relaxacii ret'azcov, ¢o znizuje piezoelektricki odozvu. Tento problém sa riesi
zavedenim plniv, ako je grafénovy oxid alebo piezoelektrické keramické nanocastice
(napr. PZT), ktoré¢ stabilizuji B-fazu a zvySuju vystupné napéatie. PZT/PVDF kompozity tak
spajaju vysoku piezoelektricka aktivitu PZT s flexibilitou PVDF, vd’aka comu st vhodné

pre senzory a aktuatory [64].

Okrem PVDF sa skiimaju aj d’alSie polymérne matrice, napriklad polymetylmetakrylat
(PMMA), kde inkorporacia BTO nanocastic umozituje vznik piezoelektrického efektu
vyuzitelného pri kostnych implantatoch. Pridanie grafénu do PMMA/BTO kompozitu d’alej
zlepSuje mechanické a piezoelektrické vlastnosti, ¢im sa zvySuje osteoinduktivita a adhézia

buniek na povrchu materialu [65].

Zaujimavym rieSenim je aj PLLA/BTO kompozit, ktory spaja elektroaktivitu
s topografickymi podnetmi pre stimuldciu osteogenézy. Elektrostaticky zvlaknené PLLA
vldkna s BTO nanocasticami maju dielektrické vlastnosti podobné kostnému tkanivu.
Néahodna orientéacia vladkien podporuje diferenciaciu MSCs na osteoblasty. Tento material

ma vysoky potencial v kostnom tkanivovom inZinierstve [66].

Piezokompozity sa tiez uplatiiuju v implantovatelnych senzoroch na monitorovanie
fyziologickych signdlov, inteligentnych tkanivovych scaffoldoch a systémoch na riadené
dodavanie lieCiv. Napriek ich vyhoddm, je vyroba narocnd a vyzaduje optimalizéiciu
interakcii medzi polymérnou matricou a plnivom na zabezpecenie dlhodobej stability

v biomedicinskych aplikéaciach [48].
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3 PIEZOELEKTRICKE MATERIALY V REGENERATIVNEJ
MEDICINE

Piezoelektrické materialy sa v poslednych rokoch ukazuju ako perspektivne nastroje
v oblasti regenerativnej mediciny. Viaceré studie potvrdzuju, Zze moézu podporit’ kI'aicové
bunkové procesy, ako je proliferdcia, migracia ¢i syntéza zloziek ECM, Co zohrava
vyznamnu ulohu pri obnove poskodenych tkaniv [67]. Ich G¢innost’ v§ak zavisi od viacerych
faktorov. Pri pouziti v in vivo aj in vitro podmienkach je potrebné zohladnit
biokompatibilitu taktiez vhodnost’ Struktirneho dizajnu pre nepravidelné alebo obmedzené
anatomické priestory. Rovnako dolezita je citlivost’ systému a schopnost’ generovat
elektrické stimuly s dostato¢nou intenzitou, ktoré vSak zostavaju biologicky prijatelné.
Vykonnost’ materidlu zavisi aj od jeho schopnosti napodobnit’ prirodzené mikroprostredie
a poskytovat’ podnety, ktoré aktivujui bunkovi odozvu. Tento princip bol potvrdeny pri

viacerych piezoelektrickych systémoch [63].

3.1 Kostné tkanivo

Kost’ je dynamické tkanivo s vysokou hiZzevnatostou, ktoré sa neustale remodeluje v reakcii
na mechanické podnety. Jej Struktaru tvori ECM, kde dominuje COL I, zabezpecujici
tahovu pevnost’ a pruznost’, a mineralna zlozka tvorena HAp, ktora jej dodava tvrdost
a tlakova pevnost’. Na jej prestavbe sa podiel’aju osteoblasty syntetizujuce kostni matrix,

osteoklasty zodpovedné za jej odburavanie a osteocyty regulujuce remodelaciu kosti [3].

Kost’ je anizotropny piezoelektricky materidl s vlastnym elektrickym mikroprostredim.
Elektrické signdly v nej zohravaju kl'aicovl ulohu pri regeneracii. Piezoelektrické vlastnosti
kosti st sposobené najmé necentrosymetrickou Struktirou kolagénu. Pri mechanickom
namahani, napriklad po€as chddze, dochadza v kolagénovych vlaknach k redistribucii
elektrickych nabojov. Polarita ndboja zavisi od typu zatazenia — kompresia vedie k tvorbe
zaporného naboja, zatial ¢o trakcia vyvolava kladny naboj. Okrem kolagénu sa v poslednych
rokoch skiimaju aj piezoelektrické vlastnosti HAp. Pocitatové simulacie naznacuju, Ze jeho
krystalova Struktura nie je dokonale centrosymetrickd, ¢o moze prispievat k jeho
piezoelektrickej aktivite. Experimentalne S§tudie preukazali, ze HAp okrem
piezoelektrickych vlastnosti vykazuje aj feroelektrické a pyroelektrické spravanie. Ukazalo
sa, ze tepelne upravené vrstvy HAp moézu dosahovat piezoelektricky koeficient

porovnatelny s kolagénom [67].
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Prirodzend obnova kosti zavisi od koordinovanej signalizicie buniek s okolim, pricom
kl'aicova tlohu zohravaju mechanické, biologické a elektrické podnety. Ak je vSak kostny
defekt rozsiahly alebo st signdlne drahy narusené, regeneracia moze byt spomalend alebo

neuplna. V takych pripadoch je potrebny externy zdsah pomocou biomaterialov [67].

Implantacia piezoelektrickych scaffoldov do miesta poskodenia vytvara lokéalnu
elektricktl stimulaciu vyvolani mechanickym naméhanim pri fyziologickych aktivitach.
Tato stimuladcia ovplyviiuje mechanosenzitivne receptory, ako su integriny, a otvara
napédtovo riadené vapnikové kandly. Vysledkom je zvySenie intracelularnej koncentrécie
Ca*', ¢o aktivuje signalne drahy podporujuce regenerdciu. Tento proces zvySuje expresiu
rastovych faktorov, ako su TGF-B, kostny morfogeneticky protein (BMP, bone
morphogenetic protein) a vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGF, vascular
endothelial growth factor). Tieto faktory podporuju diferenciaciu MSCs na osteoblasty,
ktoré produkuju ECM a zabezpecuju mineralizaciu. Usadzovanie krystalov HAp v mieste
poskodenia moze byt elektrickym polom usmernované a urychlené. Okrem stimulacie
osteoblastov elektrickd aktivita podporuje aj angiogenézu, ¢im zlepSuje prekrvenie
regenerujucej kosti. Zvysena produkcia VEGF stimuluje rast kapilar v mieste poskodenia
a zabezpecuje dostato¢ny prisun zivin. V zaverecnej faze sa osteoblasty diferencuji na
osteocyty, ktoré zabezpecuju dlhodobu stabilitu a remodelaciu kosti. Piezoelektrické
implantaty predstavuju perspektivny nastroj na opravu kostnych defektov. Ich schopnost’
generovat’ elektricky potencial bez potreby vonkajSieho zdroja napétia umoznuje dlhodobu

stimulaciu regeneracie. To prispieva k stabilite a funk¢énosti novotvorenej kosti [3].

Jednou zo stratégii na podporu regeneracie kostného tkaniva je riadend kostna
regenerdcia (GBR, guided bone regeneration), ktord vyuziva bariérové membrany na
ochranu Stepu a zabranenie prerastaniu mikkého tkaniva do defektu. Ich osteoindukcéné

vlastnosti su vSak ¢asto nedostatocné, ¢o limituje tcinnost’ hojenia [68].

V rémci Studie Bai et al. bola vyvinuta flexibilnd nanokompozitnd membrana na baze
P(VDF-TrFE) s homogénne rozptylenymi nanocasticami BTO. Tie boli modifikované
dopaminom, ktory stabilizoval ich distribiciu v polymérnej matrici a zabranil agregacii.
Nasledne bola membrana koronovo polarizovana, ¢im ziskala stabilné piezoelektrické
vlastnosti. Analyza povrchovych vlastnosti preukdzala hydrofobny povrch s kontaktnym
uhlom v rozsahu 80°-100°. Tato vlastnost moze znizovat' pril'navost’ k novotvorenému
kostnému tkanivu a ul'ahCovat’ jej odstranenie po regeneracii. Zaroven umoznuje udrziavat

lokalne elektrické mikroprostredie bez rizika zapalu sposobeného zvySkami materidlu.
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Terapeuticka u¢innost’” membrany bola hodnotend in vivo na modeli kritického defektu
v mandibule kralika. Kostné defekty boli vyplnené deproteinizovanymi hovidzimi kostnymi
granulami (DBB, deproteinized bovine bone) a prekryté bud’ testovanym materidlom, alebo
komer¢ne dostupnou polytetrafluoretylénovou (PTFE) membranou. Po 4 tyzdnoch sa
v skupine s BTO/P(VDF-TrFE) pozorovala intenzivnejSia vaskularizacia defektu a vacsi
objem novotvorenej kosti. Vcasnd neovaskularizdcia vyznamne ovplyvnila naslednu
remodeléaciu a dozrievanie tkaniva, ked’ze tvorba cievnej siete je kliCova pre uspesnu
regenerdciu kosti. Po 12 tyzdnoch bola histologicky potvrdend vysSia mineralizacia
novotvoren¢ho tkaniva, ¢o potvrdila zvySend expresia osteokalcinu v skupine
s piezoelektrickou membranou v porovnani s PTFE membranou [68]. Vysledky Studie
naznacuju, ze kombindcia BTO/P(VDF-TrFE) membrany s DBB granulami synergicky
podporuje regeneraciu kostného tkaniva prostrednictvom vcasnej neovaskularizacie
a zlepSenej osteoindukcie. Tento materidl tak predstavuje perspektivnu alternativu

k suCasnym bariérovym membranam v terapii GBR [68].

V novej Studii boli analyzované piezoelektrické scaffoldy ako potencidlne biomaterialy
na regeneraciu kostného tkaniva. Porovnavali sa tri typy materidlov: P(VDF-TrFE),
BTO/P(VDF-TrFE) a HAp/P(VDF-TrFE), pricom sa hodnotil ich vplyv na bunkovu aktivitu
a osteogenézu. Scaffold s HAp vykazoval najvyssiu piezoelektrickt aktivitu, o sa pripisuje
pritomnosti HAp a jeho homogénnej disperzii v polymérnej matrici. Tato vlastnost’ umoznila
efektivnejSiu stimulaciu osteoblastov generovanim lokalneho elektrického pol'a. Povrchova
analyza odhalila zvySenu drsnost” scaffoldov s HAp, ¢o zlepSilo bunkovu adhéziu o 15 %
a proliferaciuo 30 % v porovnani s referenénymi materialmi. Parakrinné ti¢inky sa sktimali
meranim expresie rastovych faktorov dolezitych pre kostnll regeneraciu. Scaffoldy s HAp
vykazovali vyrazne vysSiu produkciu BMP-4, BMP-7, TGF-B1 a VEGF-A, ¢oviedlok 40 %
zvysene] mineralizacii kostnej matrix a podpore vaskularizacie tkaniva. In vivo testovanie
na mySom modeli kranialneho defektu (5 mm) potvrdilo, ze HAp/P(VDF-TrFE) vyrazne
urychl'uje tvorbu novej kosti. Mikro-CT analyza (Obrazok 2) a histologické farbenie
preukézali lepSiu integréaciu scaffoldu s okolitym tkanivom a vyS$$iu hustotu regenerovanej

kosti [69].
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Defekt P(VDF-TrFE) BTO/P(VDF-TrFE) HAp/P(VDF-TrFE)

2.tyzden

4. tyzden

6.tyzden

Obrazok 2 Mikro-CT analyza regenerdcie kalvaridlnych defektov in vivo

(zdroj: [66])

Scaffoldy zaroven vykazovali vysoku biokompatibilitu bez znamok cytotoxicity,
zapalu ¢i neziaducej imunitnej odpovede. Pocas Siestich tyzdnov zostali stabilné, bez
degradacie alebo systémovych neziaducich u¢inkov, ¢o potvrdzuje ich bezpecné vyuzitie
v kostnej regeneracii. Vdaka tymto vlastnostiam je HAp/P(VDF-TrFE) slubnym

biomateridlom vhodnym na klinické vyuzitie [69].

Hoci piezoelektrické biomaterialy vykazuji vyznamny potencial v kostnej regeneracii,
ich klinické aplikacie su stdle predmetom vyskumu. Sucasné Studie sa zameriavaji na
optimalizaciu ich fyzikalnych a biologickych vlastnosti, najmd mechanickej stability,
biokompatibility a integracie s kostnym tkanivom. Idedlny piezoelektricky material by mal
podporovat’ osteoindukciu, osteokondukciu a osteogenézu, ¢im by efektivne stimuloval
regeneraciu kosti. Napriek mnohym vyhodam, ako je prirodzend elektrickd stimulacia
a podpora vaskularizacie, zostdva vyzvou dosiahnut’ kontrolovani biodegradéciu
a minimalizovat riziko neziaducej imunitnej odpovede. Preto je potrebné d’alSie skimanie

ich dlhodobého spravania v organizme a bezpecnej implementacie v klinickej praxi [70].
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3.2 Nervové tkanivo

Poranenie periférneho nervového systému (PNI, peripheral nerve injury) predstavuje
zavazny klinicky problém, ktory moze viest’ k strate motorickych a senzorickych funkcii.
Periférne nervy st vzhl'adom na absenciu kostnej ochrany a hematoencefalickej bariéry
vyrazne nachylnejSie na mechanické posSkodenie. Medzi najcastejSie pri¢iny PNI patria
dopravné nehody, pracovné irazy, iatrogénne poskodenia a chronické kompresné syndromy.
Hoci periférne nervy maju urcitti schopnost’ regeneracie, spontanna obnova funkcie je
obmedzend vzdialenost’ou, ktorti axony dokazu prekonat’, a pri rozsiahlejSich defektoch si

vyZzaduje externu podporu [71].

Regeneracia periférnych nervov prebieha v niekol’kych fazach a zahfiia komplexné
mechanizmy. Po poskodeni dochddza k Wallerovej degeneracii, pri ktorej sa odstrani
distalny segment axénu spolu s myelinovou posvou. Tento proces sprostredkovavaji
Schwannove bunky (SC) a makrofagy, ktoré fagocytuju degenerované struktury a vytvaraji
priaznivé mikroprostredie pre regenerdciu. SC ndsledne migrujii na miesto poskodenia
a vytvaraji Bilingnerove pésy, ktoré usmeriiuji rast axonov. Zarovein produkuju
neurotrofické faktory stimulujuce axonalny rasta ECM bohatu na laminin a fibronektin, ¢im
zlepsSujt adhéziu neuritov. Ak vSak axén narazi na prekazku, ako je jazva alebo nespravne
usporiadané tkanivo, moze vzniknat’ neurom. Ten ¢asto sposobuje chronickd neuropatickl
bolest’ a dysfunkciunervu. Naopak, ak dorastie k ciel'ovému organu, vznikajii nové synapsie
a prebieha remyelinizécia, ¢im sa obnovuje prenos nervovych impulzov. MenSie defekty sa
mozu spontdnne zahojit', avSak rozsiahlejSie poSkodenia si vyzaduju chirurgicky zakrok

[72].

NajcastejSou klinickou metdédou liecby PNI je autologne Stepenie, pri ktorom sa
pacientov nerv resekuje a transplantuje do miesta poranenia. Tento pristup poskytuje
prirodzené prostredie pre rast axénov a obsahuje funkéné SC. Napriek tomu mé viaceré
nevyhody, ako st komplikdcie v mieste odberu, obmedzend dostupnost vhodného

nervového tkaniva, nesulad priemeru nervov a riziko infekcii ¢i tvorby neurému [71].

Vzhl'adom na tieto limitacie sa vyskum sustred’uje na nervové vodice (NGC, nerve
guidance conduit) ako alternativu pri rekonstrukcii poranenych nervov. Tieto konduity
preklenuju defekt, usmerfiujt rast axéonov a poskytuja Strukturdlnu oporu. Samotné pasivne
Struktury vSak neponukaju dostatocné stimuly na obnovu nervového spojenia, preto sa ich

uc¢innost’ zvySuje integraciou bioaktivnych alebo elektroaktivnych zloziek. Elektricka
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stimulécia aktivuje SC, podporuje rast axéonov a produkciu neurotrofickych faktorov, ¢im
priaznivo ovplyviiuje regeneraciu nervov. Bezne vyuzivané elektrody a externé zdroje
energie vSak zvySuju invazivnost' zdkroku, nesu riziko infekcie a vyzaduji nasledny
chirurgicky zasah na ich odstranenie. Z tohto dovodu sa Coraz vicSia pozornost’ venuje
piezoelektrickym materidlom, ktoré umoziiuju generovanie elektrickych podnetov pri
mechanickom zat'azeni bez potreby externého napdjania. Vizualizaciu jednotlivych krokov
regeneracie periférneho nervu podporenej piezoelektrickym scaffoldom poskytuje Obrazok
3, ktory sumarizuje hlavné procesy vratane mechanickej stimulacie, aktivacie SC a naslednej

myelinizacie. Ich vyuzitie v NGC predstavuje inovativny pristup, ktory moze zjednodusit’
klinicku aplikdciu a minimalizovat’ invazivne zasahy [73].
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Obrazok 3 Mechanizmus regeneracie nervu pri piezoelektrickej stimulécii.
(zdroj: [74])

Potencial piezoelektrickych materidlov pri stimulacii nervovej regeneracie potvrdzuje

Studia Hoop et al., ktora skiimala vplyv ultrazvukom aktivovaného PVDF na diferenciaciu
PC12 bunick. Vysledky ukazali, 7e¢ priemerna di’ka neuritov po stimulacii PVDF
ultrazvukom dosiahla (22,9 + 6,8) um, ¢o bolo porovnatelné s i€¢inkom nervového rastového
faktora (NGF, nerve growth factor) (34,5 + 9,5) um. Naopak, pri nepiezolektrickych
a-PVDF membrénach sa tento efekt neprejavil, o potvrdilo, Ze diferenciacia neuronov bola

vysledkom elektrickej aktivacie materialu. DalSie testy ukazali, Ze stimulacia PVDF vedie
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k aktivacii vapnikovych kanalov a naslednému spusteniu cAMP/PKA signalnej drahy, zatial
¢o NGF vyuziva MAPK/ERK mechanizmus. Inhibi¢né experimenty potvrdili nezavislost’
tychto mechanizmov, ked’ze blokovanie NGF drdhy nemalo vplyv na i¢inok PVDF, zatial
¢o inhibicia vapnikovych kanalov vyrazne potlacila diferenciaciu. Hoci NGF podporuje
neuritogenézu, jeho kratky polcas a rychla difuzia obmedzuju G€innost in vivo. Vysledky
tejto Studie naznacujui, ze PVDF stimulovany ultrazvukom modze predstavovat’ ucinni

alternativu k rastovym faktorom pri podpore diferenciacie neuréonov [75].

Napriek preukdzanym uc¢inkom PVDF na neuritogenézu, zostava vyzvou jeho aplikacia
v komplexnych Struktirach in vivo. Tento aspekt skumala Stadia Cheng et al., ktora sa
zamerala na trojrozmerny piezoelektricky scaffold z PVDF a poly(e-kaprolaktonu) (PCL)
uréeny na regeneraciu periférnych nervov. Spojenie piezoelektrickych vlastnosti PVDF
s biodegradabilitou a biokompatibilitou PCL vytvorilo materidl s vhodnou poréznou
Struktarou a mechanickymi vlastnost'ami. Scaffold podporoval adhéziu a proliferaciu SC,
priCom in vitro testy potvrdili nizku cytotoxicitu a schopnost predlzovat’ neurity. Po
implantacii do 15 mm defektu ischiatického nervu potkanov vyznamne zlepsil regeneraciu.
Rychlost’ vedenia nervového signalu dosiahla 35,5 m/s, ¢o bolo viac nez pri PCL (14,6 m/s)
a porovnatel'né s autograftom (33,7 m/s). Histologické analyzy odhalili vy$siu myelinizaciu
axonov, lepsiu vaskularizaciu a obnovu svalovej hmoty v porovnani s PCL. V priebehu
Styroch mesiacov scaffold degradoval 9,1 % svojej hmotnosti, ¢o naznacuje jeho lepSiu
odbtratelnost’ oproti Cistému PVDF. Tato $tidia naznacuje, ze PVDF/PCL scaffold moze
predstavovat’ sTubnu alternativu k autograftom pri liecbe periférnych nervovych defektov

[76].

V ramci nedavnej Stadie bol vyvinuty piezoelektricky kompozitny scaffold na baze
hodvébneho fibroinu, PVDF-HFP a MXene s cielom podporit’ obnovu periférnych nervov.
Scaffold pripraveny elektrostatickym zvldkiiovanim s obsahom 3 % MXene (SPH-0,3M)
vykazoval vylepSené piezoelektrické vlastnosti, vysSiu hydrofiliu, antibakterialnu aktivitu
a optimalne mechanické parametre vhodné na obnovu nervového tkaniva. Uginnost
materidlu sa testovala na potkanoch s 10 mm defektom sedacieho nervu. Experimentélne
zvierata boli rozdelené do troch skupin: autotransplantat (referen¢ny Standard), SPH-0,3M
bez mechanickej stimulacie a S-SPH-0,3M, kde scaffold dopiiala pohybové stimulacia na
beziacom pase. Po 12 tyzdioch scaffold S-SPH-0,3M vykazoval vyrazne vysSiu
myelinizaciu oproti SPH-0,3M, pri¢om hodnoty sa bliZili autotransplantatu. Funkéné testy

preukéazali lepSie motorické aj senzorické zotavenie v S-SPH-0,3M v porovnani
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s SPH-0,3M, pricom index funkcie sedacieho nervu dosahoval -33,3 oproti -69,0. Okrem
toho sa pozorovala zvySend prolifericia SC a vySSia expresia neurotrofinov.
Cytotoxikologické testy potvrdili biokompatibilitu materidlu, pri¢om scaffold nevykazoval
toxické uCinky na bunky a podporoval ich proliferaciu. Vysledky naznacujt, Ze
piezoelektrickd stimuldcia vytvara priaznivé mikroprostredie pre regeneraciu nervov,
podporuje adhéziu a rast SC a zaroven predstavuje perspektivnu neinvazivnu alternativu

k elektrodovym systémom [74].

Piezoelektrické materialy sa v regeneracii periférnych nervov €oraz viac ukazuju ako
perspektivna ndhrada tradiénych metod elektrickej stimulacie. Ich schopnost’ poskytovat
elektrické podnety bez potreby implantovanych elektréd otvara nové moznosti pre menej
invazivne terapeutické pristupy. Okrem podpory axonalneho rastua aktivacie SC umoziuji
aj preklenutie vacSich nervovych defektov. Napriek tomu ostavaji vyzvy spojené
s optimalizaciou ich mechanickych a piezoelektrickych vlastnosti dlhodobou stabilitou
signalov a biologickou odburatelnostou. V budicnosti mdze integracia pokrocilych
bioaktivnych prvkov a zlepSenie riadenia ich interakcie s bunkami viest’ k plnohodnotnej
alternative sucasnych invazivnych rieseni a k efektivnejSej liecbe poskodeni periférnych

nervov [72].

3.3 Koza

Koza je najvicsi organ l'udského tela a plni mnozstvo funkcii, od ochrany pred vonkaj$im
prostredim, cez regulaciu telesnej teploty az po senzoricki a imunologicku tulohu.
K naruSeniu jej celistvosti méze dojst’ v dosledku rdéznych pri€in, ako st mechanické
zranenia, popaleniny, chirurgické zakroky, infekcie alebo chronické ochorenia, napriklad
diabetické vredy. Pri vaznejSich poraneniach byva prirodzend regenerac¢na kapacita koze
obmedzend, ¢o ¢asto vedie k oneskorenému hojeniu, zvySenému riziku infekcii a vzniku

jaziev [77].

Pri poskodeni epidermy dochadza k preruseniu transepitelidlneho potencialu, ¢o vedie
k vzniku endogénneho elektrického pol'a smerujiceho z neporuseného tkaniva k centrurany.
Lateralne orientované pole zohrava dodleziti tlohu v riadeni bunkového spravania,
prostrednictvom javu znameho ako elektrotaxia, ked sa bunky pohybuju v smere
elektrického pol'a. Elektrickd stimuldcia zaroven aktivuje viaceré signalizacné drahy, ako
napriklad PI3K a ERK1/2, ktoré ovplyviiuji procesy bunkovej proliferacie, migracie,

angiogenézy a remodelacie. Je vSak zname, Ze intenzita pol’a v priebehu hojenia postupne
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klesd, najmé pri chronickych ranach, ¢o modZe spomalit’ regeneraciu. Na dosiahnutie
efektivneho uzatvorenia rany je preto nevyhnutné, aby sa elektrické pole udrziavalo pocas

celého regeneracného procesu [78].

Samotné hojenie koze prebieha vo viacerych po sebe nasledujticich fazach: hemostaze,
zapale, proliferdcii a remodelacii. V uvodnej faze sa zastavuje krvacanie a uvoliiuju sa
prozéapalové cytokiny a chemokiny, ktoré aktivuju imunitné bunky a spustaji zapalova
odpoved’. Nasledne dochddza k fagocytéze poskodeného tkaniva a patogénov
a k uvolmovaniu rastovych faktorov podporujucich bunkovu proliferaciu. V proliferativnej
faze keratinocyty migruji z okrajov rany a zabezpecuju reepitelizaciu, fibroblasty
syntetizuji najmd COL I/Ill a d’alSie komponenty ECM, zatial' ¢o stbezne prebieha
angiogenéza. Tieto procesy vedu k tvorbe granula¢ného tkaniva, ktoré docasne nahradza
poskodenu dermélnu Strukturu. V poslednej faze dochadza k reorganizacii kolagénovych
vlakien, zvySovaniu pevnosti tkaniva, zaniku nadbyto¢nych ciev a apoptdze buniek, ktoré

uz nie su potrebné [77].

Na podporu regeneracie koze sa vyuzivaju rézne biomateridly, ktoré vytvaraja
priaznivé mikroprostredie pre bunkovy rast a obnovu tkaniva. Ich hlavnou funkciou je
ochrana rany, udrziavanie vlhkého prostredia, vymena plynov a podpora bunkovych
procesov, ako je adhézia, migricia a prolifericia. U¢inné materidly musia byt
biokompatibilné, priedusné, schopné absorbovat’ exsudat, mechanicky stabilné a flexibilné.
Casto sa aplikuju vo forme hydrogélov, nanovlaknovych membran alebo poréznych
3D scaffoldov pripravenych pomocou aditivnej vyroby. Mnohé z nich st biodegradovatelné
alebo navrhnuté tak, aby sa dali po ukonceni lie¢by jednoducho odstranit’ bez poskodenia
novotvoreného tkaniva. V klinickej praxi sa ¢asto pouzivaju ako sti¢ast’ obvidzov a naplasti,

ktoré chrania ranu a podporuju hojenie udrziavanim optimalneho prostredia [79].

Kym vécsina sucasnych rieSeni funguje pasivne a vytvara iba vhodné podmienky na
hojenie, narastd zaujem o aktivne terapeutické systémy. Medzi najperspektivnejSie patria
piezoelektrické materidly, ktoré napodobiiuji alebo zosiliujii prirodzené bioelektrické
signaly a cielene stimuluju bunkové procesy. Piezoelektrickd stimulécia bola spojena
s urychlenim migracie buniek, zvySenim tvorby kolagénu, redukciou zapalu a podporou
angiogenézy. Ukazuje sa, ze modze priaznivo ovplyvnit' vSetky hlavné fazy hojenia,

a predstavuje tak nadejny nastroj v lieCbe akutnych aj chronickych ran [48].
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Jednou z prvych preukéazatelne i¢innych stratégii bola aplikécia flexibilnej dermalnej
naplasti s nanorodmi ZnO, ktora generovala elektrické signaly pri beznych pohyboch koze.
V in vivo modeli ndplast’ vyrazne urychlilareepitelizaciu, podporila syntézu COL I/III, ako
aj angiogenézu sprostredkovani VEGF. NavySe ZnO prispel k antibakterialnej ochrane,
pricom nebolo potrebné Ziadne externé napdjanie, ¢o je vyhodou najmai pri aplikacii na

pohyblivé oblasti tela [78].

Na tieto poznatky nadviazala Studia, ktora predstavila 3D tlaceny piezoelektricky
hydrogél ZPFSA kombinujuci PVDF, alginat sodny a nanocastice ZnO. Tento systém
vyuZzival dva nezavislé mechanizmy elektrickej stimulacie —vertikalne napucanie hydrogélu
v dosledku absorpcie exsudatu a horizontalne trenie medzi povrchom hydrogélu a pokozkou
pri pohybe. Takto bolo zabezpecené kontinudlne elektrické pole pocas celej doby hojenia.
V in vivo experimente na potkanoch viedla aplikacia ZPFSA ku kompletnému uzavretiuran
do 14 dni, zatial’ Co v kontrolnej skupine hojenie vyrazne zaostadvalo. Zaznamenané bolo
zvysenie expresie markerov reepitelizacie, angiogenézy, kontrakcie rany (a-SMA, alpha
smooth muscle actin) a rastovych faktorov VEGF, epidermalny rastovy faktor (EGF,
epidermal growth factor) a TGF-P. Zaroven doslo k potlaceniu zapalovych cytokinov, ako
su tumor nekrotizujuci faktor a (TNF-o, tumor necrosis factor alpha) a IL-6, ¢o svedci
o protizdpalovom uc¢inku. Vyznamnym prinosom bola aj antibakterialna ti¢innost’ voci
meticilin-rezistentnému staphylococcus aureus (MRSA), o zvySuje klinicky potencial tejto

stratégie [80].

Na rozdiel od predoslych studii, ktoré sa spoliehali na prirodzeny pohyb ako zdroj
mechanickej energie, v d’alSej praci bola aplikovana sonodynamicka aktivacia. Bol pouzity
piezoelektricky nanokompozit Au@BaTiOs, teda BTO pokryty nanocasticami zlata. Pod
ultrazvukovou stimulaciou dochédzalo ku generacii ROS, ako st hydroxylové radikaly
a singletovy kyslik. Tie u¢inne eliminovali patogény vratane MRSA a zaroven stimulovali
proliferaciu fibroblastov, angiogenézu a urychlené uzatvaranie ran. Tato technologia tak

ucinne spaja antibakterialnu terapiu s regenerativnou stimulaciou [81].

Dalsi vyznamny pristup predstavuje vyuZitie elektrostaticky zvldkiovaného scaffoldu
z PVDF a polyuretanu (PU). Proces zvlaknovania viedol k formécii piezoelektrickej B-fazy,
ktor4 generovala elektrické impulzy v reakcii na pohyb. Na takto upravenych scaffoldoch
bola zaznamenand zvySena migracia, adhézia a proliferacia fibroblastov. Molekularne
analyzy potvrdili zvySenu expresiu ECM proteinov vratane COL I/III, fibronektinu (FN)

a elastinu. /n vivo testy preukazali, Ze scaffoldy implantované do pohyblivych oblasti tela
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stimulovali hojenie aj bez potreby externého napdjania. Zaroven bolo preukazané, Ze
scaffoldy s vy$§im obsahom PU vykazovali vys§iu pevnost v tahu a predizenie pri
pretrhnuti, hoci za cenu mierneho znizenia piezoelektrického koeficientu (z 14 na 8,2 pC/N)

[82].

Najkomplexnejsi systém bol predstaveny v Studii Wang et al., kde bol vyvinuty
samonapajaci piezoelektricky hydrogél na baze polyvinylalkoholu a PVDF. Vdaka
viacstupfiovému procesu spracovania (zmrazovanie/rozmrazovanie, vymena rozpustadla,
zihanie, napucanie) sa dosiahla vysoka krystalinita, tvorba 3-fa4zy PVDF a pevna vodikova
vidzba medzi polymérmi. Vysledny hydrogél dosiahol piezoelektricky koeficient 8,4 pC/N,
stabilny elektricky vystup a vynikajice absorpéné a mechanické vlastnosti. V in vitro
podporil migraciu a proliferaciu fibroblastov aj endotelovych buniek prostrednictvom
aktivacie signalnych drah PI3K/AKT a ERKI1/2. Bola zaznamenand zvySend expresia
COL I/III, FN, a-SMA, VEGF a EGF. V modeli diabetickych potkanov hydrogél urychlil
reepitelizaciu, zvySil angiogenézu, zlepsil usporiadanie kolagénu a indukoval prechod
makrofagov z prozéapalového fenotypu na reparativny, ¢o viedlo k poklesu hladin IL-6
a TNF-a. Rany sa v tomto modeli uplne uzavreli do 14 dni (Obrazok 4), ¢o potvrdzuje
vysoky terapeuticky potencidl tohto systému v lieCbe chronickych a komplikovanych

koznych defektov [83].
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Obrazok 4 Rany u diabetickych potkanov v kontrolnej, PVA a PVA/PVDF skupine v Case

(zdroj: [83])

Piezoelektrické materidly otvaraji nové moznosti v aktivnej podpore regeneracie koze.
Dokazu kombinovat® stimuldciu tkaniva s antibakteridlnym u¢inkom a podporou
angiogenézy, ¢o z nich robi silnych kandidatov pre buduce inteligentné terapeutické
platformy. Vyzvou zostava ich optimalizacia v redlnych podmienkach a overenie dlhodobej
bezpeénosti. Dalsim krokom je vyvoj systémov s diagnosticko-terapeutickym potencialom,

ktoré umoznia personalizovanu lie¢bu koznych defektov [48].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIEL PRACE

e  KultivaciamySich embryonélnych fibroblastov a mySich embryonalnych kmenovych

buniek v podmienkach in vitro.

e  Vyhodnotenie adhézie a proliferacie buniek na substratoch PVDF-HFP s réznymi

povrchovymi Gpravami.

e  Zhodnotenie biologickej odozvy testovanych substratov.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Pouzité pristroje a pomocky

Na realizaciu experimentu boli pouZité pristroje, ako centrifiiga 5702 R (Eppendorf, CR),
fluorescencny mikroskop Olympus IX81 s fazovym kontrastom (Olympus, Japonsko),
inkubator Heracell™ 1501 (ThermoFisher Scientific, USA), inverzny mikroskop IX51
(Olympus, Japonsko), konfokalny mikroskop (Olympus, Japonsko), laminarny box
Biol130 A2 s prislusenstvom (Alpina, Pol'sko) a trepacka Vortex GENIE 2 (Scientific
Industries, USA).

5.2 Bunkové kultury a médium
Pocas experimentu bola proliferacia skiimana na dvoch bunkovych liniach.

Prvyim typom buniek boli mySie embryondlne fibroblasty NIH/3T3
(ATCC® CRL-1658™) ziskané od American Type Culture Collection, ATCC. Kultivacia
prebichala v kultivacnom médiu Dulbecco's Modified Eagle's Medium (PAA Laboratories
GmbH, Rakusko), ktoré obsahovalo 10 % telacieho séra (BioSera, Francuzsko) a antibiotik

penicilin/streptomycin (GE Healthcare HyClone, Vel'ké Britania) v koncentracii 100 pg/ml.

Druhym typom boli mySie embryonéalne kmetiové bunky ES R1, ktoré boli kultivované
v Petriho miskach na tkanivové kultry potiahnutych 0,1 % Zelatinou (Sigma Aldrich, USA).
Na kultivaciu bolo pouzité médium Dulbecco's Modified Eagle's Medium, ktoré obsahovalo:
15 % fetalneho telacieho séra, 100 U/ml penicilinu, 0,1 mg/ml streptomycinu, 100 mM
roztoku neesencialnych aminokyselin (vSetko od Thermo Fisher, Waltham, MA, USA),
0,05 mM 2-merkaptoetanolu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 1000 U-ml™" LIF (Leukemia
Inhibitory Factor, Gibco, MA, USA), ktory sa priddva na zabranenie diferenciacie a udrzanie

pluripotencie buniek.

Kultivacia oboch bunkovych linii sa uskuto¢iiovala v inkubatore Heracell 1501
(ThermoFisher Scientific, USA) pri teplote 37 °C, 95 % vlhkosti a atmosfére s obsahom
5 % CO,.
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5.3 Material PVDF-HFP

Testované folie poskytol Ing. Pfemysl Fajkus z Centra polymérnych systémov Univerzity

Tomase Bat’u v Zline.

Folie boli pripravené z 10 hm.% roztoku polyméru PVDF-HFP v rozpastadle DMF
(dimethylformamid). Do kadi¢ky sa navazilo 18 g DMF, ktory sa zohrial vo vodnom kupeli
na 60 °C. Po dosiahnuti teploty sa za stdleho miesania (120 ot./min) poc¢as 1,5-3 hodin
postupne pridavalo 2 g PVDF-HFP, aby sa zabranilo tvorbe hrudiek. Po tplnom rozpusteni
polyméru sa mieSadlo odstranilo. Roztok polyméru sa nésledne nalial do stredu PDMS
Sablony. Kadicka sa pritom neobracala dnom nahor, aby sa zabranilo pripadnému prenosu
nerozpustenych granul polyméru, ktoré mohli zostat na dne. Sabléna sa preniesla do
vakuovej susiarne predhriatej na 40 °C, kde sa suSila 20 minut pri tlaku 600 mbar. Nasledne
sa teplota zvySilana 50 °C a tlak saznizil na 50 mbar, pri¢om sa v tomto rezime pokracovalo
az do Uplného odparenia rozpustadla. Vzniknuta folia sa opatrne odlipla zo Sablony,

vystrihli sa vzorky so Strukturami a kazda sa oznacila prislusSnym ¢islom.
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6 EXPERIMENT

6.1 Kultivacia a pasdaZovanie buniek

Pasazovanie buniek je zékladnou metédou v bunkovych kultarach, ktorda umoziuje obnovu
bunkovych linii aich udrzanie v optimalnom stave pre d’alSie experimentalne pouzitie. Tento
proces sa zameriava na udrzanie zivotaschopnosti a aktivity buniek, ¢o je kIicové pre ich
nasledné pouzitie v experimentoch. Typicky protokol pasdzovania zahffia odstranenie
starého média, uvolnenie buniek zo substratu a ich prenos do nového kultivaéného

prostredia, pricom konkrétne kroky sa mozu lisit’ v zavislosti od typu bunkovej kultury.

6.1.1 MySie embryonalne fibroblasty

Pri pasdZovani NIH/3T3 sa proces uskutocnil pri dosiahnuti 80 % konfluencie buniek
pestovanych v kultivaénych nadobach, ¢im sa zabezpecilo, ze fibroblasty boli v aktivnej faze
delenia a vhodné na d’alS§iu manipuléciu. Najprv bolo potrebné odstranit’ staré kultivacné
médium, ktoré uz neobsahovalo dostatok zivin a mohlo obsahovat’ metabolity ovplyviiujtce
bunky. Povrch buniek sa nasledne oplachol sterilnym fosfatovym pufrom PBS (dulbecco's
phosphate buffered saline) v objeme 0,2 ml/cm? ¢im sa odstranili zvySky kultivaéného
média. Na uvolnenie buniek z povrchu kultivaénej nddoby sa pridalo 0,1 ml/cm?
trypsinu-EDTA, ktory narusil adhézne vizby medzi bunkami a substratom nddoby. Bunky
boli inkubované pri teplote 37 °C pocas 10—15 minut, aby trypsin mohol efektivne pdsobit’.
Po tomto Case sa k zmesi pridalo 12 ml Cerstvého média, ktoré neutralizovalo ucinok
trypsinu. Takto pripravena suspenzia bola prenesena do sterilnej skimavky a centrifugovana
pri 1100 otackach za minutu pocas 3 minut. Po centrifugéacii boli bunky usadené na dne
skimavky asupernatant (trypsin a meédium) bol opatrne odstraneny. Bunky boli
resuspendované v 1 ml ¢erstvého kultivaéného média, ¢im vznikla suspenzia s koncentraciou
priblizne 2x10” buniek/ml. Bunkovéa suspenzia bola nasledne zriedend na pozadovant
koncentraciu a pouzitd na nasadenie buniek na testovany materidl v rdmci dalSieho

experimentu zameraného na hodnotenie ich adhézie a proliferacie.

6.1.2 MySie embryonilne kmenové bunky

Pasazovanie ES R1 si vyzaduje mimoriadne jemny a Setrny pristup, pretoze tieto bunky st
citlivé na fyzicky stres a zmeny v kultivatnom prostredi. Presné a opatrné kroky su
nevyhnutné na zachovanie ich zivotaschopnosti a pluripotencie, ¢o je kI'icove pre ich d’alSie

pouzitie v experimentoch.
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Postup pasazovania bol obdobny ako pri NIH/3T3, avSak s niekol'kymi upravami
objemov a podmienok. Najprv bolo odstranené staré kultivaéné médium, aby sa eliminovali
zvySky metabolitov a zivin. Miska bola nasledne dvakrat oplachnuta 2 ml sterilného PBS,
¢o zabezpeCilo dokladné vycistenie povrchu. Na uvolnenie buniek sa pridalo 150 pl
trypsinu-EDTA, ktory bol rovnomerne rozlozeny jemnym naklananim misky. Trypsin
posobil niekol’ko minut pri izbovej teplote, ¢im narusil adhézne vdzby medzi bunkami
a povrchom misky. Po uvol'neni buniek sa pridalo ¢erstvé ES médium, ktoré neutralizovalo
ucinok trypsinu. Vyslednd bunkovéd suspenzia bola prenesena do sterilnej skumavky
a centrifugovana pri 200G pocas 4—5 minut, aby doslo k oddeleniu buniek od supernatantu.
Po opatrnom odstraneni supernatantu bol bunkovy pellet resuspendovany v ¢erstvom ES

médiu, ¢o zabezpecilo optimalnu pripravu buniek na d’alSie pouzitie.

6.2 Test cytotoxicity — MTT test

Stanovenie zivotaschopnosti buniek je klI'icové pri hodnoteni ich reakcie na rdzne latky.
Medzi najpouzivanejSie metddy patri MTT test, ktory vychddza z metabolickej aktivity
buniek. Pri tomto teste dochadza k enzymatickej redukcii ZItého MTT
(3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazéliumbromidu) na nerozpustny fialovy
formazan pomocou mitochondrialnej dehydrogenazy. Tento proces prebieha
v mitochondriach zivych buniek. Krystaly formazéanu, ktoré vzniknu sa nésledne rozpustajia
pomocou rozpustadla, najcastejSie dimetylsulfoxidu (DMSO), a absorbancia sa meria
spektrofotometricky pri vlnovej dizke 570 nm. Vyssia absorbancia nazna¢uje vyssi podet
zivotaschopnych buniek, pretoze vzniklo vic¢sie mnozstvo formazanu, €o sa prejavi silnejsim
zafarbenim roztoku. Cim vié§ie mnozstvo MTT sa premeni na formazan, tym vyssia je
absorbancia, ¢o signalizuje vys$siu zivotaschopnost’ buniek. Test tak umoznuje rychlu
kvantifikaciu cytotoxického t€inku latok a hodnotenie vplyvu na bunkova Zivotaschopnost’

[84].

V tejto praci sa pracovalo s materidlom PVDF-HFP vo forme folie. Hoci test
cytotoxicity nebol realizovany, predpokladalo sa, Ze pouzity material nie je cytotoxicky.
Tento predpoklad vychédzal z dostupnych informacii o biokompatibilite PVDF-HFP, ktory
sa Casto pouziva v biomedicinskych aplikaciach. Preto sa experimenty v tejto praci zamerali

priamo na hodnotenie adhézie a proliferacie buniek.

Ak by bolo potrebné testovat’ cytotoxicitu PVDF-HFP f{6lii, postup by bol realizovany

podla normy ISO 10993-5:2009. Tato norma stanovuje Standardizované postupy na
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hodnotenie cytotoxicity zdravotnickych materidlov. Test by zahfnal pripravu extraktu
z PVDF-HFP {0lii, ktory by bol nasledne aplikovany na bunky kultivované na
mikrotitraénych dostiCkach. Testovany material PVDF-HFP patri do kategorie ,,film, folia,
stena hadic¢ky“ podla ISO 10993-12:2021, a preto by bol zvoleny extrakény pomer 6 cm?/ml.
Folie by boli sterilizované, narezané na kusky a inkubované v kultivatnom médiu
(napr. DMEM s 10 % FBS) pri teplote 37 °C po dobu 24 hodin, aby sa pripravil extrakt.
Tento extrakt by bol prefiltrovany cez sterilny 0,22 um filter, aby sa zabezpecila jeho Cistota.
NIH/3T3 by boli nasadené na mikrotitracni dosti¢ku v primeranej koncentracii a nechali sa
adhézovat’ pocas 24 hodin. Nasledne by bol na bunky aplikovany pripraveny extrakt
v réznych koncentraciach (napr. 100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 10 % a 1 %). Po d’alSich
24 hodinach inkubécie by sa na vyhodnotenie cytotoxicity pouzil MTT test. Bunkdm by bol
pridany roztok MTT apo 4-hodinovej inkubécii by sa vytvorené krystaliky formazanu
rozpustili v DMSO. Absorbancia roztoku by sa merala spektrofotometricky pri vinovej dizke
570 nm. Cytotoxicita by sa urCovala na zaklade znizenia Zivotaschopnosti buniek
v porovnani s kontrolnou vzorkou, priCom material by sa povazoval za necytotoxicky, ak by

pokles viability nepresiahol 30 %.

6.3 Proliferacia a farbenie buniek

Proliferacia buniek je kI'icovy proces rastu a delenia buniek, nevyhnutny pre regeneraciu
tkaniv a vyuzitie biomateridlov v tkanivovom inZzinierstve. Tento proces ovplyviuji
chemické, fyzikalne a topografické vlastnosti povrchu materialu, ktoré podporuji adhéziu
arast buniek. Fluorescentnd mikroskopia predstavuje efektivnhu metodu na analyzu
bunkovej proliferacie. Pomocou Specifickych farbiv, ako ActinRed™ 555 na zobrazenie
aktinovych filamentov a Hoechst 33258 na farbenie jadrovej DNA, umoznuje detailne
sledovat’ rozloZenie a organizaciu buniek na r6znych substratoch, ¢o prispieva k hodnoteniu

biologickych vlastnosti materialov.

Ciel'om experimentu bolo hodnotit’ schopnost’ adhézie a proliferacie NIH/3T3 a ES R1
na substratoch PVDF-HFP s r6znymi povrchovymi ipravami. Substrat bol narezany na malé
kusky, sterilizovany ponorenim na 20 minut do 70 % etanolu a vlozeny do 12-jamkove;j
mikrotitracnej dosticky (Obrazok 5), pricom dve vzorky boli oSetrené¢ 1 ml Zelatiny na
podporu adhézie buniek. Na vzorky bola aplikovana bunkovd suspenzia s hustotou

2x10° buniek/ml v pripade NIH/3T3 a 1x10° buniek/cm? v pripade ES R1.
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Jamky boli rozdelené nasledovne:
e 2 jamky obsahovali PVDF-HFP fo6liu potiahnutu Zelatinou,
e 2 jamky obsahovali PVDF-HFP f6liu bez zelatinovej upravy,

e 2 jamky sluzili ako kontrolné (referencné) bez substratu.

Obrazok 5 Ukazka mikrotitra¢nej dosticky s materialom PVDF-HFP
(zdroj: vlastny)

Po nasadeni buniek bola mikrotitracna dosticka inkubovana 48 hodin v pripade
NIH/3T3 a 72 hodin pri ES R1. Po skonceni inkuba¢nej doby bolo médium z jamiek
odstranené a bunky boli fixované pridanim 1 ml 4 % formaldehydového roztoku, ktory
posobil 15 minut pri izbovej teplote. Néasledne bol formaldehyd odsavany a vzorky boli
premyté 1 ml PBS pufrom na odstranenie zvyskov fixaéného roztoku. Po fixécii sa vykonala
permeabilizacia bunkovych membran pridanim 1 ml 0,5 % Tritonu™ X-100, ktory posobil
5 minat pri izbovej teplote. Po pdsobeni Tritonu boli vzorky trikrat premyté 1 ml PBS
pufrom, aby sa odstranili zvySky permeabiliza¢ného ¢inidla. Na zvyraznenie bunkovych
Struktur boli vzorky farbené fluorescenénymi farbivami. Do PBS pufru sa pridala 1 kvapka
ActinRed™ 555, ktora sluzila na vizualizaciu aktinovych filamentov, a 20 pul Hoechst 33258,
ktoré farbilo jadrovi DNA. Farbiva posobili 30 mintt v tme, ¢im sa zniZilo riziko ich
fotodegradacie. Po tejto dobe bol PBS s farbivami odstraneny a vzorky boli premyté 1 ml
PBS pufrom na odstranenie prebytocnych farbiv. Nafarbené bunky boli nasledne pripravené

na pozorovanie pomocou konfokalneho mikroskopu (Olympus).
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7 VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto kapitole st diskutované poznatky o cytotoxicite folii PVDF-HFP na zéklade
dostupnej literatiry a nasledne spracované vysledky hodnotenia proliferacie buniek.
Pozornost’ je venovand analyze morfologie, adhézie a rastového spravania buniek

v zavislosti od povrchovej upravy materialu.

7.1 Hodnotenie cytotoxicity

Cytotoxicita PVDF-HFP nebola v ramci tejto prace priamo testovana. Dostupné literarne
udaje vSak konzistentne poukazuji na jeho biokompatibilitu a absenciu cytotoxickych
ucinkov.

Ahmed et al. hodnotili cytotoxicitu PVDF-HFP vzoriek na l'udskych endotelovych
bunkach z kostnej drene. Cytotoxicita bola hodnotena pomocou WST-1 testu, ktory sleduje
metabolicku aktivitu buniek ako ukazovatel' Zivotaschopnosti. Bunky vykazovali dobru
adhéziu a proliferaciu pocas 9 dni, ¢o potvrdzuje, Ze material nie je cytotoxicky [85].
V d’alSej stadii bol PVDF-HFP aplikovany ako povrchova vrstva na ZnO nanoStruktary
s cielom zniZit ich cytotoxicitu. Hodnotenim testom absorpcie neutralnej Cervene sa zistilo,
ze PVDF-HFP =zniZil uvolfiovanie Zn** i6nov priblizne o 50 %, ¢im sa zvysila
zivotaschopnost’ epitelovych buniek obliCky psa bez straty funkénych vlastnosti materialu
[86]. V studii Zhang et al. bol PVDF-HFP testovany ako sucast roznych variantov
kompozitného scaffoldu na SC. Vysledky MTS testu preukazali dobri biokompatibilitu
vo vSetkych testovanych vzorkach, ¢o potvrdzuje, ze PVDF-HFP nevykazuje cytotoxické
ucinky [74].

Ako poukazuju viaceré ¢lanky, PVDF-HFP nevykazuje cytotoxické ucinky. Vdaka
svojej chemickej odolnosti, tepelnej stabilite, mechanickej pevnosti a biokompatibilite je

vhodnym materidlom pre aplikécie v regenerativnej medicine [87].

7.2 Hodnotenie proliferacie buniek

Proliferacia buniek na PVDF-HFP fo6lidch predstavuje dolezity ukazovatel biokompatibility
a schopnosti materialu podporovat proces hojenia a obnovy tkaniv. V rdmci tejto prace bola
hodnotena proliferacia buniek linii NIH/3T3 a ES R1 na ¢istych folidch PVDF-HFP, foliach
so zelatinovou upravou a referenénych vzorkach. Sledovanie proliferacie prebiehalo

pomocou konfokélnej laserovej skenovacej mikroskopie, pricom na vizualizaciu boli
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bunkové jadra acytoskelet oznacené fluorescencnymi farbivami. Vyhodnocovanie bolo

zamerané na adhéziu buniek, ich morfoldgiu a distribuciuna povrchu jednotlivych vzoriek.

40x 100x

Referencia

PVDF-HFP

so zelatinou

PVDF-HFP

bez zelatiny

150 pm

v PP LA
Obrazok 6 Proliferacia mysich fibroblastov NIH/3T3 v pritomnosti folie PVDF-HFP so
zelatinou a bez Zelatiny v porovnani s referenciou (zvacsenie 40x, 100x)

(zdroj: vlastny)
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Proliferacia fibroblastov NIH/3T3 bola hodnotena na referencii a félidch PVDF-HFP
s roznou povrchovou upravou (Obrazok 6). Na referencii boli bunky distribuované
rovnomerne po celom povrchu (Obrazok 6a,6b). Morfologia buniek bola typicka pre
fibroblasty, vratane predizeného vretenovitého tvaru, dobre organizovaného aktinového
cytoskeletu a ovalneho tvaru jadier. Bunky adherovali tesne k substratu a vytvarali rozvinuté
medzibunkové spojenia, co potvrdzuje vysoku mieru proliferacie a vhodné podmienky pre

rast.

V pripade folii PVDF-HFP so Zelatinovou Gpravou (Obrazok 6¢, 6d) bola proliferacia
buniek prevazne homogénna, avSak v urcitych oblastiach boli pozorované prazdne zony bez
buniek. Tieto lokdlne nehomogenity mohli vzniknat’ v désledku nerovnosti povrchu alebo
mechanického ohybania folie po¢as manipulécie. Bunky si zachovali typicky tvar a ich jadra
boli pravidelného ovalne tvaru. Celkovo bola adhézia a rast buniek uspokojivy, aj ked’ menej

homogénny v porovnani s referenciou.

Na fo6lidch PVDF-HFP bez Zelatinovej Gpravy (Obrazok 6e, 6f) bola zaznamenana
vyraznd nehomogenita v rozlozeni buniek. Bunky sa vyskytovali najmd v klastroch
a vytvarali sustredené zhluky namiesto suvislej vrstvy. Pocet adherovanych buniek bol
v porovnani s referenciou niz§i. Morfoldgia fibroblastov bola menej charakteristicka,
v cytoskelete sa CastejSie vyskytovali stresové vlakna. Tento nepriaznivy rozptyl a zniZzena
adhézia buniek mozu suvisiet’ s hydrofobnym charakterom povrchu PVDF-HFP, ktory sa
vyznacuje kontaktnym uhlom priblizne 94,2° £ 4,1° pre folie pripravené technikou
odlievania [88]. Dalsim faktorom mohla byt aj mechanickd nestabilita folie pocas
manipulécie, ktord mohla lokdlne zhor$it podmienky pre adhéziu buniek. Tieto faktory
mohli spolo¢ne prispiet k naruseniu homogénnej proliferacie fibroblastov na tomto

materiali.
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Nasledne bola hodnotena proliferacia buniek ES R1, a to rovnakym spdsobom ako
v pripade bunkovej linie NIH/3T3. Vysledky proliferacie buniek ES R1 st zobrazené na
Obrazku 7.

40x 100x

Referencia

PVDF-HFP

so zelatinou

PVDF-HFP

bez zelatiny

Obrazok 7 Proliferacia mysich embryondlnych kmeniovych buniek ES R1 v pritomnosti
folie PVDF-HFP so zelatinou a bez Zelatiny v porovnani s referenciou (zvicsenie 40x,
100x)

(zdroj: vlastny)
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Pri hodnoteni proliferacie ES R1 bola na referen¢nych vzorkach (Obrazok 7a, 7b)
pozorovana typicka tvorba kompaktnych zhlukov tvorenych bunkami s gulovitym tvarom.
Kolonie boli dobre ohrani¢ené a distribucia buniek bola rovnomernd, ¢o sved¢i o vysokej

proliferacii.

V pripade f6lii PVDF-HFP so Zelatinovou tpravou (Obrazok 7c, 7d) bola proliferécia
buniek vel'mi nizka. Povrch folie zostaval prevazne nepokryty, ¢o naznacuje nizku mieru
adhézie buniek na tento substrat. Je pravdepodobné, ze bunky primarne adherovali na
plastové dno kultivaénej misky pod foliou. Bunky vol'ne sa vznasajuce v kultivacnom médiu

pravdepodobne podl'ahli apoptoze alebo neprezili kvoli nedostatocnému ukotveniu.

Na foliach PVDF-HFP bez zelatinovej upravy (Obrazok 7e, 7f) bola situdcia obdobna,
avSak eSte vyraznejsia. Proliferaciabuniek bola prakticky absentujica a pozorované boli len
ojedinelé bunky unaSané v kultivatnom médiu, ktoré uz boli mftve. Vysledky hodnotenia
ukazali, ze kmenové bunky ES R1 vykazovali nizku adhéziu a proliferaciu na foliach
PVDF-HFP, pricom aplikacia Zelatinovej upravy nebola schopna tieto parametre vyraznejsie
zlepsit'.

Pri porovnani proliferacie buniek NIH/3T3 a ES R1 na foliach PVDF-HFP s r6znou
povrchovou tpravou bolo pozorované, Ze fibroblasty NIH/3T3 vykazovali lepSiu adhéziu
a proliferaciu nez kmenové bunky ES R1. Tento rozdiel je pravdepodobne spdsobeny
hydrofobnym charakterom PVDF-HFP, ktory je menej vhodny pre citlivé kmenové bunky.
Fibroblasty, ako robustne;jsi typ buniek, dokazali prilnut’ aj k menej priaznivym povrchom,
zatial’ o ES R1 bunky, ktoré preferuju bioaktivne a hydrofilnejsie prostredie, vykazovali
minimalnu adhéziu a rast. Okrem hydrofébneho charakteru materidlu mohla k zniZenej
proliferacii prispiet’ aj mechanicka nestabilita folie pocas manipulécie, ktord mohla lokalne

zhor$it podmienky pre adhéziu buniek.

V porovnatel'nych podmienkach ako v tejto $tadii hodnotil Ahmed et al. proliferaciu
endotelovych buniek na foliach z PVDF-HFP pripravenych odlievanim z roztoku
a elektrostatickym zvlaknovanim. Uz na neupravenych odlievanych folidch bola pozorovana
vyznamna proliferacia, pricom mnozstvo buniek sa medzi 5. a 9. diilom zvysilo z 80 % na
98 %, podobne ako na referencii. Oproti tomu na elektrostaticky zvlakiiovanych vzorkach
bola proliferacia oneskorend (40—65%) a do 9. dna nedoslo ku konfluencii. Nasledna
adsorpcia fibrinogénu vyrazne zlepsila proliferaciu prave na elektrostaticky zvlaknovanych
povrchoch az na 98 %, Co sa pripisuje vysSej aktivnej ploche a priaznivej topografii

nanovlakien, ktoré umoznili efektivnejSiu vizbu bioaktivnych domén fibrinogénu [88].
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Podobne, Nunes-Pereira et al. skimali proliferaciu dvoch bunkovych linii na poréznych
PVDF a kopolymérnych membranach pripravenych odlievanim. V sulade s naSimi
pozorovaniami zistili, Ze membrany z PVDF-HFP vykazovali najniz$iu mieru proliferacie,
¢o pripisuju kombinécii vysokej hydrofobnosti, nizSej kryStalinite a menej vhodnej

morfologii porov [89].

Pre zlepSenie adhézie a proliferacie buniek na folidch PVDF-HFP by bolo vhodné
pouzit kombinaciu fyzikalnych a chemickych tiprav povrchu. U¢innym pristupom méze byt
povrchovd modifikdcia plazmou na zvySenie hydrofility [90], ako aj imobilizicia
bioaktivnych proteinov, napriklad kolagénu, fibrinogénu. Takto modifikovany povrch by

mohol vytvorit’ vhodnejSie podmienky pre bunkovy rast [88].
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ZAVER

Ciel'om bakalarskej prace bolo preskiimat’ vlastnosti piezoelektrickych materidlov, najma
v kontexte ich potencialneho vyuzitia v oblasti regenerativnej mediciny, a experimentalne

vyhodnotit’ biokompatibilitu f6lii PVDF-HFP.

V teoretickej Casti boli spracované poznatky o piezoelektrickych materialoch, ktoré
vd’aka schopnosti generovat’ elektricky nadboj v reakcii na mechanicku deforméaciu zohravaj
dolezitti ulohu v stimulacii buniek a regeneracii tkaniv. Piezoelektrick¢ materidly sa
vyznacuju vysokou tepelnou stabilitou, chemickou odolnostou, dobrou mechanickou
pevnost'ou a vysokou citlivostou namechanické podnety. Tieto materialy dokazu generovat
nizkouroviiové elektrické prady v cielovom tkanive, ¢im napodobniuji prirodzené
endogénne elektrické polia organizmu a podporuju bunkové procesy, ako je adhézia,

proliferacia a diferenciacia.

V experimentalnej Casti boli testované folie PVDF-HFP pripravené metodou liatia
z roztoku. Cytotoxicita materialu bola hodnotena na zaklade dostupne;j literatury, pricom
vysledky poukazuju, Ze PVDF-HFP nevykazuje vyznamni cytotoxicitu vo¢i roznym typom
buniek, vratane epitelovych a endotelovych linii. Praktickd Cast’ bola zamerana na
hodnotenie proliferacie fibroblastov NIH/3T3 a kmenovych buniek ES R1. Fibroblasty
vykazovali dobrt adhéziu a vysSiu proliferdciu na folidch v porovnani s kmenovymi
bunkami, ktoré preukdzali minimélnu adhéziu a rast, aj napriek zelatinovej Giprave povrchu.
Vysledky naznacujua, Ze hydrofobny charakter folii a mechanicka nestabilita materialu pocas

manipulécie mohli negativne ovplyvnit’ bunkové spravanie.

Z hladiska d’alsieho vyskumu by bolo vhodné zamerat’ sa na optimalizaciu technologie
pripravy folii s cielom zvysit ich mechanicka stabilitu. Rovnako je potrebné venovat
pozornost’ testovaniu roznych povrchovych modifikacii a ich vplyvu na spravanie d’alSich
typov buniek. Perspektivne by takto upravené folie mohli sluzit' ako nosi¢e buniek
v regenerativnej medicine a pri tvorbe bioaktivnych scaffoldov. Dostupné Studie zaroven
preukazuju, ze materialy na bdze PVDF-HFP sa uz UspeSne testuju aj in vivo v oblasti
regeneracie periférnych nervov, ¢o potvrdzuje ich vysoky potencial pre biomedicinske

aplikécie.
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EGF epidermal growth factor (epidermalny rastovy faktor)

FN fibronektin

GBR guided bone regeneration (riadend kostna regeneracia)

HAp hydroxyapatit

hESCs human embryonic stem cells (l'udské embryonélne kmenové bunky)
HSCs hematopoietic stem cells (hematopoetické kmenové bunky)
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P(VDF-TrFE) poly(vinylidénfluorid-trifludretylén)
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