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ABSTRAKT

Zapouzdiené mikrogelové Castice inspirované biologickymi systémy si v oblasti vyzkumu
biomateriall ziskavaji ¢im dal vétsi pozornost. Studium mikrogeli nabizi znacny potencial
pro dalsi vyvoj a védecké zkoumani. Tato prace se zaméfuje na piipravu a charakterizaci
kompozitnich hydrogelti na bazi alginatu (AL), které jsou navrzeny ke zmirnéni zadnétlivé
odpovédi. Usp&sna syntéza mikroskopickych hydrogelovych sfér byla dosazena pomoci
nové a inovativni metody zaloZzené na spontdnni kondenzacni reakci mezi algindtem
a pyrrolem, a to bez potfeby oxidacnich cinidel ¢i katalyzatort. Kompozitni alginatové
hydrogely s inkorporovanym polypyrrolem (PPy) byly pfipraveny fizenou metodou
enkapsulace, ktera zajiSt'ovala rovnomérnou velikost mikrogelovych kulicek diky pfesnému
nastaveni parametrii, jako je koncentrace koloidniho roztoku, frekvence vibraci, napéti
a pritok. Pro pochopeni jejich chovani byly ptipravené hydrogely hodnoceny z hlediska
protizanétlivych vlastnosti, cytotoxicity a schopnosti podporovat migraci a diferenciaci
bunck v biologickém modelu hojeni ran. Analyza dat potvrdila tvorbu mikroskopickych
hydrogelovych sfér, stejné jako jejich biokompatibilitu a protizanétlivy u¢inek. Vysledné
hydrogely by mohly pifedstavovat revolucni pfistup v prevenci komplikaci spojenych

s mokvajicimi zanicenymi ranami.

Klicova slova: alginat, polypyrrol, mikrogel, enkapsulace, hojeni ran, polysacharid,

biokompatibilita, biologické testy, protizanétlivy ucinek, nizka toxicita

ABSTRACT

Encapsulated microgels inspired by biological systems are increasingly gaining attention
in the field of biomaterials research. The study of microgels offers significant potential for
further development and scientific exploration. This thesis focuses on the preparation
and characterization of composite hydrogels based on alginate (AL) designed to mitigate
inflammatory responses. A successful synthesis of microscopic hydrogel spheres was
achieved via a novel and innovative method, based on a spontaneous condensation reaction
between alginates and pyrrole without the need for oxidizing agents or catalysts. The
composite alginate hydrogels incorporating polypyrrole (PPy) were synthesized using
a controlled encapsulation method that ensured the uniformity of the microbeads size

through precise control of parameters such as colloidal solution concentration, vibration



frequency, voltage, and flow rate. To understand their behavior, the prepared hydrogels were
evaluated for their anti-inflammatory properties, cytotoxicity, and ability to support cell
migration and differentiation in a biological wound healing model. Data analysis confirmed
the formation of microscopic hydrogel spheres, as well as their biocompatibility and anti-
inflammatory qualities. The resulting hydrogels could be revolutionary in preventing

complications associated with weeping inflamed wounds.

Keywords: alginate, polypyrrole, microgel, encapsulation, wound healing, polysaccharide,
biocompatibility, biological tests, anti-inflammatory effect, low toxicity
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UvoD

Polysacharidy, rozmanitd skupina pfirodnich biopolymerd, hraji zasadni roli
v mediciné jiz po staleti. Tyto biomakromolekuly vykazuji mimofadnou strukturalni
a funkéni rozmanitost. Jejich hojnost v piirodé a kompatibilita s biologickymi systémy
ucinily z polysacharidii nepostradatelné soucasti vyvoje medicinskych materialt dlouho

pfed tim, neZ byla pochopena jejich chemicka struktura.

Historicky byly latky bohaté na polysacharidy odvozené z rostlin, fas a hub nedilnou
soudasti tradiénich 1éebnych praktik nap#i¢ kulturami. Jiz starovéci Citané, Indové
a Egyptané i pfes jejich empirické znalosti tradicné piipravovali a uzivali bylinné
extrakty, gumy a pryskyfice pro jejich terapeutické ucinky, a to od hojeni ran az po ulevu
pti zazivacich potizich.

S pokrokem v analytické chemii a molekularni biologii se jedine¢né vlastnosti
polysacharidii zacaly postupné fadné¢ studovat. Nové nabyté poznani o jejich
nenahraditelnosti jakozto strukturalnich slozek, zasobaren energie a medidtort bunééné
komunikace v biologickych systémech poskytly dilezité informace 0 jejich biomedicinském
potencialu. Mezi Sirokou $kalou polysacharidi se jako obzvlasté zajimavym univerzalnim
materialem ukazal byt alginat diky schopnosti tvofit hydrogely v ptitomnosti dvojmocnych
kationtti. Jedna se o biomedicinsky velice atraktivni polysacharid nejen z divodu skvélé
biokompatibility s biologickym prostfedim, ale pfedev§im diky své jedine¢né
hemokompatibilité. Hemokompatibilita je zasadni vlastnosti materialt, které piichazi
do styku s krvi. Zajist'uje tedy, ze po vystaveni materidlu organismu nedojde ke srazeni krve,
imunitni reakci nebo zanétu. Neinvazivni a Setrné interakce alginatu s krvi z néj ¢ini idealni
material pro aplikace, jako jsou obvazy na oteviené rany ¢i injektovatelné hydrogely. Dalsi
latkou, ktera se dostala do popiedi vyzkumu poslednich letech, je vodivy polymer
polypyrrol. Diky své jedine¢né schopnosti podporovat elektrickou stimulaci bunék je velmi
cennym materialem pro vyuziti v tkafiovém inZzenyrstvi nebo pro biosenzory. Zaroven neni
toxicky pro zivy organismus, coz byva u vétsiny dalsich vodivych polymeri ziidkavé. Nove
nabyté znalosti o jeho protizanétlivych wcincich ¢ini polypyrrol o to atraktivngjSim

materialem ke zkoumani.

Kompozity alginatu a polypyrrolu piedstavuji revoluéni materidly pro pokrodilé

biomedicinské aplikace.
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TEORETICKA CAST
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1 POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou biomakromolekuly sestavajici se obvykle zvice nez deseti
monosacharidovych jednotek spojenych glykosidovymi vazbami. Biomakromolekula,
neboli biopolymer, je forma polymeru, ktery ptirozené vznika v zivém organismu spojenim
malych organickym molekul, tzv. monomert, kondenzaci za odStépeni vody [1]. Tyto
vysokomolekularni latky hraji klicovou roli ve struktuie a metabolismu zivych organismii.
Jejich molekulovd hmotnost dosahuje c¢asto az nckolika miliontt Daltonti (Da).
Polysacharidy obvykle zaujimaji slozitou strukturu, a to bud’ linearni (napt. celul6za) nebo
rozvétvenou (napt. glykogen) [2]. Diky své slozité a komplexni struktufe byvaji obvykle

nerozpustné ve vod¢, pricemz nékteré mohou tvofit koloidni roztoky.

Jejich strukturdlni variabilita vychazi z rozdill v typu monosacharidi, povaze
glykosidickych vazeb, mife vétveni a pfitomnosti funkénich skupin. Tato pfirozena
variabilita pfindsi Sirokou Skalu vlastnosti, které lze ptizplsobit konkrétnim uceliim,
od ukladani energie az po pokrocilé terapeutické systémy. Diky svym fyzikalné-chemickym
vlastnostem jsou take vhodné k modifikaci a zlepSeni jejich vlastnosti, jako je rozpustnost,
gelace, mechanicka pevnost nebo bioaktivita, coz je zakladni princip jejich rozmanitych

aplikaci v biomedicing a farmaceutickém pramyslu [3].

V piirod¢ se polysacharidy bézn¢ vyskytuji ve formée Skrobu, jelikoZ se jedna o zasobni
homopolysacharid rostlin a hub. Jedna se o nejhojné&;jsi ptirodni biopolymer ziskany z mnoha
piirodnich zdroju, jako jsou rostliny, zvifata, bakterie, houby, fasy, ¢lenovci atd. [4].
V houbach se mize dale vyskytovat napiiklad strukturni polysacharid ve form¢ chitinu,
Ktery se nachazi v buné¢nych sténach. Dal§im zajimavym piikladem polysacharidu v pfirodé
je dextran, homopolysacharid produkovany bakteriemi mlééného kvaseni [5]. U zivocicht
se nachazi polysacharidy ve formé glykogenu vyskytujiciho se v jatrech a svalech ¢i chitinu

ve schrankach korysu a hmyzim exoskeletu [6].

Nejzastoupenéj$im polysacharidem na Zemi je celul6za (Obr. 1). Lze ji naleznout
vV bunéénych sténach rostlin, ve kterych poskytuje mechanickou podporu a reguluje vnitini
tlak burky, nebo jako produkt nékterych druhti bakterii s jedine€nymi vlastnostmi, jako je
vysoka ¢istota a schopnost zadrzovat vodu. Celuloza se fadi k nerozvétvenym linedrnim
polysacharidiim, jelikoz se sklada z monomernich jednotek B-D-glukdzy, které jsou spojeny
pomoci B-1,4-glykosidové vazby. Jednotlivé glukézové jednotky jsou otoceny o 180°

k dalsim sousednim monomertim a tvofi periodické disacharidové jednotky zvané celobioza.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biopolymer
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JedineCnost této struktury spocéiva ve vodikovych interakcich mezi hydroxylovymi
skupinami (-OH) v sousednich jednotkach i mezi fetézci. Dochazi tedy ke tvorbé intra-
a intermolekularnich vodikovych vazeb, coz zptsobuje jeji pevnost, nerozpustnost ve vodé
a CasteCnou krystalinitu jeji struktury. Zaroven je ale skvéle biologicky odbouratelna

(enzymaticky), coz z ni ¢ini material Setrny K zivotnimu prostiedi.

Starch

Cellulose = Glycogen
Amylose Amylopectin
Source Plant Plant Plant Animal
Subunit B-glucose a-glucose a-glucose a-glucose
Bonds 1-4 1-4 1-4 and 1-6 1-4 and 1-6
Yes Yes
Branches No No (~per 20 subunits)  (~per 10 subunits)

o e BB @-5%»@

Shape

Obr. 1: Zdstupci polysacharidii

zdroj: https://medicinalherbals.net/wp-content/uploads/2018/05/
Polysaccharides.jpg

Bylo prokazano, ze nékteré polysacharidy pochazejici z rostlin jsou biologicky aktivni
jako antivirové, protinadorové, imunostimulaéni, protizanétlivé, antikoagula¢ni latky a maji

pozitivni vliv pii 1é¢bé diabetu i viedovych chorob [7].

V posledni dobé se materidly odvozené od biopolymert dostaly do centra pozornosti
diky svému slibnému potencialu nahradit konvenéni materialy pro biomedicinské aplikace,

naptiklad pro péci o rany [6].

Polysacharidy jako celul6za, chitosan, alginat a kyselina hyaluronova se staly
pfedmétem intenzivniho vyzkumu diky své biokompatibilité, nastavitelnym vlastnostem
a funkéni vSestrannosti. Celuloza mize byt napiiklad zpracovdana do obvazi na rany
¢i scaffoldii pro tkanoveé inzenyrstvi. Chitosan, ziskdvany z chitinovych schranek koryst, se
rozsédhle vyuZzivd v systému pfenosu lé¢iv a pifi antimikrobidlnich aplikacich. Podobné
kyselina hyaluronova, podstatnd slozka extracelularni matrix, patii k nejpouzivanéj$im

kosmetickym slozkdm na svété.
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1.1 Kilasifikace polysacharidu

Polysacharidy se klasifikuji podle rtznych kritérii, jako je slozeni monosacharidd,
strukturalni konfigurace, ptivod a biologické funkce. Tyto klasifikace poskytuji ramec

pro pochopeni rozmanitosti polysacharidi a jejich specifickych roli.

1.1.1 Kilasifikace podle sloZzeni monosacharidii
Polysacharidy lze rozdélit do dvou hlavnich kategorii:

e Homopolysacharidy: Jsou slozeny pouze z jednoho typu monosacharidové
jednotky. Ptikladem je celuloza, ktera se sklada z B-D-glukézy spojené
B-1,4-glykosidovou vazbou, nebo skrob tvofeny dvéma typy polymert,
amylozou a amylopektinenem. Tyto polysacharidy Casto slouzi ke strukturalnim
nebo energetickym ucelim. Celul6za naptiklad tvofi primarni stavebni ramec

buné¢nych stén rostlin, zatimco skrob slouzi jako hlavni zasoba energie [8].

e Heteropolysacharidy: Obsahuji dvé a vice riznych monosacharidi. Prikladem je
alginat, slozeny z kyseliny mannuronové a guluronové, nebo hyaluronova
kyselina, ktera obsahuje sttidavé jednotky N-acetylglukosaminu a glukuronové
kyseliny. Heteropolysacharidy Casto plni slozitéjsi funkce, napiiklad v bunécné

signalizaci nebo strukturalnim zpevnéni [8].

1.1.2 Kilasifikace podle strukturalni konfigurace

Polysacharidy se mohou ¢lenit podle jejich strukturdlniho uspotadani (Obr. 2), které
vyznamné ovliviiuje jejich fyzikélni a chemické vlastnosti.

e Linearni polysacharidy: Maji jednoduchou, nerozvétvenou strukturu. Prikladem jsou
celuloza a amyloza (soucast Skrobu). Linearni uspotfadani umoziuje rozsahlé
vodikové vazby, coz ptispiva k vysoké pevnosti materiall, jako je celuldza [9, 10].
Vétvené polysacharidy: Maji postranni fetézce pripojené k patefi fetézce. Mezi
piiklady patiti amylopektin (dal$i slozka Skrobu) a glykogen. Vétvena struktura
zvySuje rozpustnost a usnadiiuje enzymaticky rozklad, coz €ini tyto polysacharidy

uc¢innymi zasobniky energie [9].
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Obr. 2: Klasifikace polysacharidii podle strukturdlni konfigurace

zdroj:vlastni

1.1.3 Klasifikace podle funkce

Z funk¢niho hlediska Ize polysacharidy délit podle jejich primarniho tcelu:
e Strukturdlni polysacharidy: Napiiklad celul6za, chitin a alginat poskytuji

mechanickou oporu a ochranu buiikkdm a organismim.

e Zasobni polysacharidy: Jako $krob a glykogen slouZi jako energetické zasoby, které

lze mobilizovat podle potieby [11].

e Bioaktivni polysacharidy: Patii sem kyselina hyaluronova a 3-glukany, které aktivné
interaguji s biologickymi systémy a ovliviiuji procesy, jako je imunitni odpoved’,

kontrola zanét nebo oprava tkani.

1.1.4 Klasifikace podle piivodu

Polysacharidy lze kategorizovat také na zéklad€ jejich zdroje, coZz Casto urcuje jejich
dostupnost, cenu a moznosti vyuZiti.
e Polysacharidy rostlinného plvodu: Naptiklad celuléza, Skrob a pektin. Tyto
polysacharidy nachézeji Siroké uplatnéni v potravinarstvi, farmacii a primyslu.
e Polysacharidy ZzivociSného piivodu: Patii sem naptiklad chitin, nachdzejici se
v exoskeletech korySti a hmyzu, a jeho derivat chitosan. Tyto materidly jsou

intenzivné zkoumany pro aplikace v dodavani Ié¢iv a hojeni ran.
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e Polysacharidy mikrobidlniho piivodu: Ptikladem jsou xantanovd guma a dextran,
produkované bakteriemi. Tyto polysacharidy jsou cenény pro své jedineéné
reologické vlastnosti a bioaktivitu.

e Polysacharidy z fas: Zahrnuji alginat, agar a karagenan, ziskavané z motskych fas.

Jejich schopnost tvofit gely je zvlasté dalezita v biomedicing.

1.2 Vlastnosti polysacharidi

Siroké spektrum aplikaci polysacharidéi v biomedicingé je z velké &asti dano jejich
jedineénymi fyzikdlné-chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Tyto atributy, ovlivnéné
jejich molekuldrni strukturou a funkénimi skupinami, ¢ini polysacharidy vysoce

ptizplsobivymi pro riizné biomedicinské ucely.
1.2.1 Biokompatibilita

Polysacharidy jsou obecné biokompatibilni, coz je ¢ini vhodnymi pro interakci se Zivymi
tkanémi. Jejich hydrofilni povaha a nizka imunogenicita pfispivaji k biokompatibilité, coz
umoziuje jejich pouziti v nosiC¢ich 1éCiv, lesenich pro tkanové inzenyrstvi a obvazech

na rany [3].

1.2.2 Bioaktivita

Nekteré polysacharidy vykazuji vlastni bioaktivni vlastnosti. Naptiklad chitosan ma
antimikrobialni aktivitu diky své kationtove povaze, kdy interaguje se zaporné nabitymi

membranami mikroorganismu [12].

1.2.3 Biodegradibilita

Polysacharidy jsou pfirozené biodegradabilni, coZ znamena, Ze je lze enzymaticky nebo
chemicky rozlozit na jejich zakladni monosacharidy. Tato vlastnost je klicova
v biomedicinskych aplikacich, protoze zajiStuje, Ze materialy na bazi polysacharidit mohou
byt pfirozené vstiebany nebo vylouceny z téla bez toxicity. Rychlost degradace 1ze upravit

modifikaci struktury polysacharidi, naptiklad zesitovanim [3].

1.2.4 Interakce s biologickymi molekulami

Polysacharidy mohou interagovat s proteiny, nukleovymi kyselinami a dal§imi biologickymi

makromolekulami  prostfednictvim  elektrostatickych  sil,  vodikovych  vazeb
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nebo hydrofobnich interakci. Naptiklad polysacharidy na bazi glukézy, jako jsou B-glukany,

mohou zvysit celkovou reakci imunitniho systému aktivaci makrofagt [13].

1.2.5 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti polysacharidt sahaji od tuhosti celulozy po viskoelasticitu alginatu a
kyseliny hyaluronové. Tyto vlastnosti jsou dulezité pro navrhovani vhodnych materiald,
které napodobuji ptirozené prostiedi tkdni. Naptiklad tuhost celulozy ji €ini idealni
pro vytvareni odolnych leSeni, zatimco viskoelasticita alginatovych hydrogelii je vhodna

pro replikaci dynamickych mékkych tkani.

1.2.6 Chemicka modifikovatelnost a schopnost gelace

Polysacharidy Ize snadno chemicky modifikovat, coZ umoZiiuje zavadét nové funkce nebo
zlepSovat stavajici vlastnosti. Funkcionalizace alginatu karboxylovymi
nebo aminoskupinami, napfiklad zlepSuje jeho bioadhezivni vlastnosti.

Schopnost tvofit hydrogely je jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti polysacharida.
Hydrogely, coz jsou trojrozmérné sité polymernich fetézcl se schopnosti navazat zna¢né
mnozstvi tekutin bez jejich rozpadnuti. Polysacharidy, jako je alginat a agardza, tvofi
hydrogely za specifickych podminek, napfiklad v ptitomnosti dvojmocnych kationtti, jako

je naptiklad vapenaty kationt (Ca?*).
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2 ALGINAT SODNY

Alginat sodny (AS) je netoxicky ve vodé rozpustny piirodni aniontovy polysacharid,
extrahovany z hnédych fas ¢i vyprodukovany pti bakterialni biosyntéze [14, 15]. Jedné se
0 linearni polymerni fetézec sestavajici se ze dvou typli ndhodn¢ distribuovanych blokt
monomernich jednotek, kyseliny B-D-mannuronové (M) a kyseliny a-L-guluronové (G),
spojenych 1,4-glykosidovymi vazbami (Obr. 3). Tvofi tzv. blokovy kopolymer [15, 16].
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Obr. 3: Molekularni struktura alginatu sodného
zdroj: http://dx.doi.org/10.1080/19443994.2015.1071685 [17]

Ve vodnych roztocich mohou karboxylové skupiny (-COOH) AS ionizovat za vzniku
zapornych naboju (-COQ"), coz zpusobuje odpuzovani mezi molekulami v fetézci, ¢imz se
snizuje Viskozita roztoku. Kromé toho mohou karboxylové skupiny AS tvoftit také pficné
vazby, tzv. crosslinky, s multivalentnimi kationty [18]. Tvorba stabilni struktury hydrogela
je mozna diky piitomnosti G-bloku, které se propojuji pomoci vicemocnych kationti

(Obr. 4), jako jsou Ca?*, Ba%*, Sr?*, prostfednictvim modelu ,,vajicka* [15].
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Obr. 4: Gelova struktura algindtového zesiténi pomoci Ca®*
zdroj: https://doi.org/10.1038/nature11409 [19]

Diky schopnosti gelovat je alginat hojn€ vyuZzivan pti zapouzdfovani v potravinaiském
a farmaceutickém pramyslu [16].
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interakce s dvoumocnymi kationty. MG-bloky zlepSuji pfizpisobivost gelu. Rozlozeni
téchto blokii ovlivituje taktéz kinetiku gelace. Nejrychleji tuhnou alginatové gely s vysSim
tuhnouci jsou alginatové gely s vy$sim obsahem M-blokd. M-bloky taktéz lépe interaguji

s vodou, coz zvySuje viskozitu roztoku [18].

Vlastnosti alginatovych kulicek vytvotenych ionotropni gelaci jsou vyrazné ovlivnény
molekulovou hmotnosti (Mw) a pomérem M/G v polymernim fetézci alginatu [15, 16].
Alginaty jsou atraktivni v biomedicinskych aplikacich diky své nizké toxicité

a dobrému imunogennim profilu [20].
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3 POLYPYRROL

Polypyrrol je polymer tvofeny péticlennym aromatickym heterocyklickym monomerem
pyrrolem [21, 22]. Polypyrrol (PPy) je tedy synteticky organicky polymer piipraveny
polymeraci pyrrolu pomoci oxida¢ni metody. Byl poprvé popsan jako vodivy polymer v roce
1968 Dall'Olliem, ktery ziskaval pyrrolové cerné elektrochemickou oxidaci pyrrolu

ve vodné kyseling sirové na platinové elektrodé [22, 23].

Polypyrrol je jednim z vodivych polymert rozsahle studovanych kvili svym jednoduchym
metodam piipravy, vynikajicim redoxnim vlastnostem, schopnosti vytvaiet oxidovanou
formu, ktera poskytuje vynikajici vodivost, nerozpustnosti ve vodé, komer¢ni dostupnosti
a vybornym elektrickym a optickym vlastnostem. Jeho skute¢na struktura neni zcela jasna,
a to predevsim kvuli jeji velké slozitosti. O makromolekularni struktuie PPy je obecné
znamo, ze se sklada z vazeb a-o', které jsou postupné otoCeny o 180° a o kterych
se piedpoklada, ze vytvaieji jednorozmérny polymerni fetézec, 1 kdyz pravdépodobné
existuje fada vazeb a-f’, které vedou ke dvourozmérné polymerni struktuie. Ob¢ tyto vazby

jsou schematicky znazornény na Obr. 5 [22, 23].

(a)

(b)

Obr. 5: Schéma dvou typiit vazeb polypyrrolového retézce
zdroj: https://doi.org/10.1016/B978-012513910-6/50068-2 [22]

3.1.1 Vodivost polypyrrolu

vrwe

polymeru, které vytvaii n-konjugovany systém. Mobilitu elektront umoziuje delokalizace

n-elektrontt skrz polymerni fetézec. V neutralnim stavu je PPy izolantem (Obr. 6A).


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/polypyrrole
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Pti oxidaci neutrélni matrice PPy vznikaji polarony (Obr. 6B), radikalové kationty. Po dalsi

oxidaci patefe PPy vznikaji bipolarony (Obr. 6C), vdzané kationty nebo dikationty [24].
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Obr. 6: Struktura neutralniho (A) a oxidovaného polypyrrolu — polaronu (B)
a bipolaronu (C)

zdroj: https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2023.108585 [24]
3.1.2 Biokompatibilita polypyrrolu

Biokompatibilita PPy je vysoka, coz zdiaraziuje jeho potencialni biomedicinské
vyuziti. Vzhledem k jeho vétsi chemické stabilité na vzduchu a ve vodé byl v preklinickych

studiich Siroce studovan pro implantabilni biomedicinska zatizeni [25].

Ptestoze se jednd o biokompatibilni polymer, po jeho syntéze byvaji pfitomny
nizkomolekularni necistoty ve form& PPy oligomerti ¢i monomerd, které se mohou projevit
cytotoxicky. Proto je nesmirné dualezité tadné promyti syntetizovanych struktur
pro zachovani biokompatibility. Vzhledem k rozdiliim v syntéze PPy popsanych v literatuie
vSak neni mozné extrapolovat stavajici znalosti o biokompatibilité¢ PPy na vSechny mozné

typy bungk, tudiz je zapotiebi provedeni dalsich studii [24].


https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2023.108585

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

4 HYDROGELY

Hydrogely jsou 3D zesitované struktury majici hydrofilni povahu a tudiz jsou schopny
absorpce velkého mnozstvi vody, fyziologického roztoku ¢i vodného roztoku, aniz by doslo

K jejich rozpusténi [26].

4.1 Mikrogely

Mikrogely jsou malé Castice hydrogell o rozmérech desitek az stovek mikrometri tvofenych
trojrozmérnou siti polymert, které jsou schopny absorbovat a zadrzovat vodu, fyziologicky
roztok ¢i jiné kapaliny [27]. Tyto typy materiali nabizeji jedine¢né vyhody ve srovnani
sjinymi typy hydrogela, a to vcetné laditelnych wvelikosti od stovek nanometru
po mikrometry, velké povrchové plochy pro biokonjugaci, vysoké citlivosti na zmény

teploty a pH a nastavitelnych mechanickych vlastnosti [28].

4.2 Mikrogely a bazi alginatu

Phung et al. (2022) sumarizoval rtzné polysacharidy z riznych ptirodnich zdroju
pro piipravu mikrogeli, pfiCemz se jako nejvhodnéjsi material ukazal alginat sodny (AS).
Alginat sodny méa ve srovnani s jinymi polysacharidy dobré vlastnosti kyslikové bariéry a

také nejlepsi profil uvoliiovani nesené latky v simulované gastrointestinalni tekutiné [16].

Alginatové mikrokapsule byly po mnoho let pouzivany jako imunitni bariéry
pro transplantace bunék, kde alginatovy gel chrani transplantat pfed imunitnim systémem
hostitele. Mikroenkapsulace tak poskytuje potencidlni zptsob, jak prekonat potiebu
imunosupresivnich 1€kd. Ackoli bylo jiz navrzeno a pouzito rizné typy bunck
pro imobilizaci v gelu, hlavni zajem byl soustfedén na pouziti alginatovych mikrokapsuli

pro enkapsulaci Langerhansovych ostrivkt jako potencialni 1é¢bu cukrovky 1. typu [15].

4.2.1 Vyuziti mikrogeli na bazi alginatu
V poslednich letech si hydrogelové mikrogely ziskaly pozornost jako ucinné nastroje
pro zapouzdieni, ochranu a kontrolu uvolfiovani bioaktivnich sloucenin v potravinarském,

kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Kompozitni alginatové hydrogely nabizeji slibné
feseni problémi s rychlym uvoliiovanim zapouzdienych materiala [29].

Alginatové mikrogely lze naptiklad potencialné vyuzit pro ptenos bunééného obsahu,
coz lze pouzit v regenerativni medicin¢ tak, ze budou slouzit jako injekéni nosice

na podporu opétovného rustu tkan¢ [30]. Obecné se pouziti polymernich mikrocastic jako


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/minoxidil
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alternativa nativni extracelularni matrix (ECM) jevi jako slibny pokus o poskytnuti
trojrozmérnych templati a syntetické extracelularni matrix pro kultivaci bunék. Nativni
ECM d¢€la mnohem vice nez jen fyzickou podporu bunék. Predstavuje také substrat
se specifickymi ligandy pro bunécnou adhezi a migraci a reguluje bunécnou proliferaci
a funkci pomoci riznych ristovych faktort. Pti vyrobé odpovidajicich biomateriali nastava
tedy nejen konstrukéni vyzva pii jejim napodobeni. Mikrogelové systémy jsou obvykle
v priméru mensi nez 500 pum, a jejich povrchova plocha az 500 cm?/g. Tento jev miize
umoznit kultivaci velkého mnozstvi bunék v malych objemech. ZvySujici se vyskyt
onemocnéni souvisejicich s vékem a soucasny nedostatek darcovskych organt zvysil zajem
o vyuziti této techniky jako terapeutického nastroje. Piikladem muze byt 1é¢ba selhani
ledvin, kardiovaskularnich onemocnéni, selhani jater (dodanim enkapsulovanych
hepatocyti nebo bunék pupecnikové krve) a diabetes mellitus (mikroenkapsulaci

Langerhansovych ostruvku) [31].

4.3 Kompozity s vodivymi polymery

Vodivé polymery spolu s uhlikovymi materialy spadaji do kategorie vodivych nekovovych
materiald. Jednémi z nejvice sklofiovanych vodivych polymerd jsou polypyrrol (PPy)
a polyanilin, které diky svym aromatickym strukturdm, umoziujicim snadnou delokalizaci
elektrond a nabyvaji tak schopnost elektrické vodivosti [32]. Jejich vyuziti v biomedicing je
podminéno nejen vodivosti, ale také dalsimi biologickymi vlastnostmi, jako jsou

antioxida¢ni a imunomodula¢ni G¢inky.

Volné radikaly jsou pfirozené generovany a vnaSeny do biologického systému
v dusledku kazdodenni metabolické aktivity. Tyto radikaly poSkozuji zivé tkané a jejich
dlouhodobé plisobeni mize vést ke vzniku zadvaznych onemocnéni, jako jsou nadorova
onemocnéni, zanétlivé procesy, infekce, ischemicko-reperfuzni poranéni srde¢ni a mozkové
tkang, neurodegenerativni a kardiovaskularni choroby, ¢i k urychleni starnuti organismu.
Mezi hlavni vnéjsi faktory, které tyto patologické procesy spoustéji, patii vysokofrekvencni
zafeni, xenobiotika a oxidacni stres. Prevence fady onemocnéni souvisejicich s oxida¢nim
poskozenim je mozna prostiednictvim vnéjSiho dopliiovani antioxidantii. V této souvislosti
roste zdjem o latky s antioxida¢nim ucinkem, a to nejen pro jejich potencial chranit lidsky
organismus pied Skodlivymi u¢inky volnych radikdlt, ale také pro jejich vyuZiti

pti zpomalovani oxidace tuk a dalSich slozek potravin [33].
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Konjugované polymery vykazuji vyrazné antioxidacni vlastnosti. Pro jejich redlné
vyuziti v biomediciné je vSak nezbytné zlepsit jejich biokompatibilitu a snizit pfipadnou
toxicitu. Jako perspektivni se jevi syntéza kompozitnich materidli kombinujicich
biodegradabilni polymery s vodivymi polymery, napf. s polypyrrolem, ¢imz lze vyuzit jejich

vysoky aplika¢ni potencial [33].

Kompozitni materialy zaloZzené na dialdehydovych polysacharidech a PPy vykazuji
vyznamné imunomodula¢ni vlastnosti. Tyto materidly jsou biokompatibilni, netoxické a
schopné modulovat imunitni odpovéd’, coz je klicové pro aplikace v oblasti hojeni ran a
tkanového inzenyrstvi. Tyto kompozity maji vliv na aktivitu neutrofili a makrofagt, dvou
hlavnich typti imunitnich bun€k zapojenych do zanétlivych a hojivych procesti. Kompozity
s vodivymi polymery ptedstavuji mimofadné atraktivni biomaterialy vhodné pro cilenou
regeneraci tkani, zejména nervové, svalové a kozni, kde je Z4adouci kombinace

imunostimulace, antioxida¢nich vlastnosti a elektrické vodivosti. [34, 35]
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5 METODA PRIPRAVY KOMPOZITNiCH MIKROGELU

Polypyrrol 1ze vyrabét jako prasky, koloidni suspenze nebo filmy, avSak jeho aplikace je
limitovana Spatnou rozpustnosti a zpracovatelnosti. Koloidni disperze PPy jsou vhodné kvili
své lepsi zpracovatelnosti, uzké distribuci velikosti ¢astic a dobré stabilité [36]. Koloidni
disperze PPy jsou také vhodné k ptipravé kompozitnich mikrogelii, proto je jejich ptiprava

struéné popsana v nasledujici kapitole.

5.1 Priprava koloidi polypyrrolu

Pro ptipravu koloidnich disperzi se obecné vyuziva stabilizatort. Zékladnim pozadavkem
na stabilizator je interakce s PPy a vytvofeni stabilizaéniho obalu, ktery stericky zabrafiuje
agregaci ve vzorku. Mezi vhodné stabilizatory se fadi poly(N-vinylpyrrolidon) (PVP) diky
své biokompatibilité, dale napiiklad nanokrystalickd celul6za, polyakrylamid,
poly(vinylakohol), Zelatina nebo polysacharidy. Disperznim médiem byva voda, vzacné
se do né&j pfidavaji i alkoholy nebo kyseliny. Pokud se pracuje s vodivymi materialy, je
striktné vyzadovana ¢ista voda a necytotoxické stabilizatory. Klasicka polymerizace pyrrolu
vyzaduje k iniciaci oxidaci. Proto je pii piipravé koloidnich disperzi PPy/PVP zapotiebi
piitomnost oxida¢niho ¢inidla, jako je roztok chloridu Zelezitého FeCls [36]. Tento fakt
miiZze byt problematicky z hlediska biokompatibility, pokud by oxidant zistal v kone¢ném

produktu i po dialyze.

V nedavné dob¢ byla na Univerzit¢ Tomase Bati vynalezena metoda ptipravy PPy
koloidii bez oxidativni polymerizace. Tato metoda spocivda ve spontanni aldolové
kondenzaci slouzici ke kovalentnimu ukotveni pyrrolu k matrici dialdehydovych
polysacharidii (DAP). Tyto DAP se ptipravuji regioselektivni oxidaci za pouziti jodistanu
sodného (NalOs). Pii reakci se dvé sousedni hydroxylové skupiny polysacharidu oxiduji
na reaktivni karbonylové skupiny pfi soucasném rozstépeni vazby uhlik-uhlik. Pyrrol potom
spontanné reaguje s karbonylovymi skupinami pomoci aldolové kondenzace za vzniku
pyrrolem dekorovanych DAP (DAP-Py). Nasledné¢ dojde po mirném zahtati
ke kopolymeraci DAP-Py na DAP-PPy, kdy se jednotlivé DAP-Py spoji podél
makromolekuly polysacharidu. Tento kopolymer méa hodné€ vlastnosti shodnych s PPy,
zejména co se tyce jeho antioxida¢nich a imunostimula¢nich charakteristik. DAP-PPy také
muze slouzit k ptipravé kompoziti s kovalentné¢ vazanym PPy, pokud dojde k oxidaci

pyrrolu v pritomnosti DAP-Py (Obr. 7) [37].
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Obr. 7: Obecné schéma pripravy DAP-PPy kompoziti

zdroj: Dialdehyde Polysaccharides as Templates for Green Synthesis of Polypyrrole-
based Materials without Oxidative Polymerization [37]

Tyto materialy Ize nasledné vyuzit pro ptipravu mikrogeli pomoci enkapsulacnich

metod.

5.2 Enkapsulace

Enkapsulace je proces stabilizace u¢innych latek prostfednictvim strukturovanych
systému schopnych zachovat jejich chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti [38]. Tento
koncept zapouzdieni je inspirovan bunéénym modelem. Enkapsulace tedy jako ochrana

nestabilnich ¢i méné odolnych materialti pfed nepfiznivymi podminkami [39].

Technologie enkapsulace si v oblasti polymerni védy ziskala zna¢nou pozornost napti¢
riznymi obory a mnoha aplikacnimi oblastmi. V poslednich desetiletich pokrok
Vv technologiich zaloZenych na enkapsulaci biopolymert podnitil rozvoj v kliCovych
oblastech, jako jsou farmacie, potravinafstvi, kosmetika, zemédé&lstvi, elektronika
a molekularni diagnostika. Pomoci této technologie byly navrzeny a vytvofeny rizné nové
a inteligentni dorucovaci matrice a nosice, které reaguji na stle rostouci pozadavky
jednotlivych obort. Proces enkapsulace spociva v uzavieni urcité latky (aktivni slozky)

do nosného materialu (obalového materialu). Uzaviena latka se oznacuje jako jadro, napln,
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aktivni slozka, vnitini fize nebo ndklad. Materidl, ktery ji obklopuje, byva nazyvan obal,
membrana, skotfapka, kapsle, nosi¢, vnéjsi faze nebo matrice [40]. Obalovy material muze
byt v pevném stavu, kapalny v kapkach a v bublinkach plynu, které uvniti zapouzdiuji
kapalinu nebo plyn jako jadro. Struktura jadra a plasté¢ mize mit rizné tvary, napiiklad koule,
mikrokapsle, mikrokuli¢ky, jednojaderné, vicejaderné matrice a vicevrstvy plast’ (Obr. 8)
[38].

polymerni

obal \
\

polymerni
obal

aktivni latka
kvt lafls (jadrovy materil)
(jadrovy material)
Mikrosféry Mikrokapsle

(maticovy systém) (rezervoarovy systém)

Obr. 8: Schéma struktur mikrosfér a mikrokapsli
zdroj: https://doi.org/10.3390/app12083837 [41]

Biopolymery se pouzivaji jako hlavni slozka v riznych enkapsula¢nich systémech diky
svym skvélym vlastnostem, mezi které patii vysoka absorpéni uéinnost, vysoka odolnost
v alkalickych roztocich, vynikajici biokompatibilita a podobnost s zivymi tkanémi.
Enkapsulacni systémy pfitahuji velkou pozornost kvili své jednoduchému zplisobu
produkce, homogenité, laditelné velikosti, schopnosti enkapsulace 1é¢iv ¢i bioaktivnich
latek, minimalni toxicité a dobré stabilit¢ [42]. V této praci byl pro enkapsulace vyuzit

Enkapsulator B-390, viz nasledujici kapitola.

5.2.1 Enkapsulace pomoci Enkapsulatoru B-390

Cely mechanismus enkapsulace pomoci Enkapsulatoru B-390 popisuje Obr. 9. Jako
prvni je roztok je vytlacovan pumpou smérem k vibra¢ni trysce. Na Spicce trysky se vytvari
kapka vlivem vyrovnavani povrchového napéti, gravitace a vytlacovaci sily. Jakmile sily
gravitace a vytlaCovani pfekonaji silu povrchovou, kapka je odtrzena a pti padu prochédzi
elektrodou, kterd ji dod& povrchovy naboj. V dalsim pribéhu padu jsou pomoci
elektrostatickych sil odtrzené kapky dekomponovany na kapky menSich rozméra, které jsou

nasledné rozptyleny, protoze maji stejny naboj, a padaji do vytvrzovaciho roztoku, tzv.
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polymeriza¢ni 1l4zn€, obsahujici v piipade alginatu dvoumocné kationty, napt. roztok CaCl,.
Prave tyto kationty difunduji do kapky a iniciuji iontové zesiténi mezi alginovymi karboxyly.
Podle koncentrace vdpenatych ionti mohou byt tyto vazby trvalé nebo docasné. V této
diplomové praci byla na zakladé literatury zvolena takova koncentrace roztoku CaCl,, aby
se hydrogelové kulicky alginatu vapenatého, piipadné jeho kompozit s PPy, tvofily
v roztoku trvale, tzn. byly stabilni [43].

Ptesné rozméry a rychlost tvorby mikrokuli¢ek jsou fizeny upravou pruméru trysky,
rychlosti proudéni, frekvence vibraci a fyzikdlnimi vlastnostmi enkapsulované smési.
Pro generovani mikrokuli¢ek jsou k dispozici vibra¢ni trysky o riiznych primérech a sada
koncentrickych trysek slouzi pro generovani kuli¢ek s jadrem (viz. ptedchozi kapitola).

Obecné plati, ze se velikost kuli¢ek zmensuje, pokud:
1) se zvySuje elektrostaticky potencial;
2) se zvySuje koncentrace dvoumocnych iont;
3) se snizuje koncentrace a viskozita alginatu;

4) se zvySuje rychlost proudéni kapaliny pumpou.

Obr. 9: Mechanismus enkapsulace pomoci Enkapsulatoru B-390
zdroj: https://doi.org/10.1007/978-981-10-6035-9 2 [44]

Velikost mikrokulic¢ek a jeji distribuce zavisi na rychlosti kapaliny a vibra¢ni

frekvenci:

f =7 [HZ] 1)

>
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Kde f je oznaCeni frekvence vibraci pusobicich na trysku, v je rychlost kapalného
proudu, A znaéi vlnovou délku pertubace. Rovnovahu mezi povrchovym napétim

a setrvacnosti ur€uje optimalni vinova délka:

Aope, = V2D [14 2 [im] @)

Kde A,p:. znaci optimalni vlnovou délku, D je primér trysky, n je oznaeni

pro dynamickou viskozitu, p je hustota a o oznacuje povrchové napéti kapaliny.

Primér mikrokuli¢ek 1ze ur¢it pomoci nasledujici rovnice ¢. 3:

d = J:f [m] @3)

Kde d je primér kapky, VV znac¢i objem kapky a f frekvenci vibraci.

Pritokova rychlost je pfimo imérna rychlosti kapaliny a priméru trysky a vypocita

se pomoci rovnice €. 4:

nvD?
4

V= [m®/s] (4)

Kde V' oznacuje objemovy pritok kapaliny, v je rychlost kapaliny a D je pramér
trysky.
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6 METODY CHARAKTERIZACE MIKROGELU

Nejen chemické, ale i fyzikalni a mechanické vlastnosti mikrogeli se odviji od jejich

struktury a obsahu latek v kompozitnim materialu [45].

Mikrogely, jejichzZ struktura je tvofena zesitovanymi polymernimi fetézci hydrofilniho
¢i amfifilniho charakteru. Mikrogely maji, taktéz jako samotné hydrogely, jedine¢nou
schopnost botnani. V dasledku toho mohou byt mikrogely mékké a deformovatelné.
Studium jejich morfologie spoc¢iva ve vyuziti mikroskopické analyzy, diky niz jsme schopni
charakterizovat nejen povrch, ale i objem mikrogeli. Spole¢né S vyuzitim
spektroskopickych metod ziskdvdme dostate¢ny pichled nejen o morfologickych
vlastnostech, ale i 0 konkrétnim chemickém sloZeni. Charakterizace mikrogeli se zamétuje

taktéz na analyzu velikosti koloidnich ¢astic a jejich distribuci materialu.

6.1 Mikroskopicka analyza

Mikroskopické metody slouzi k pfimému sledovani topografie, morfologie ¢i rozmért
méfenych vzorkt na Urovni jak mikroskopické, tak i nanometrické. Vizualni obraz je ¢asto

zobrazen ve 2D nebo 3D.

Mezi tyto metody se fadi opticka mikroskopie (OM), ktera vyuziva k pozorovani
svételné zareni. Opticky mikroskop, znamy také jako svételny mikroskop, je zafizeni
vyuzivajici ke zvétSeni obrazu vzorku viditelné svétlo a soustavu Cocek. Vzorek byva
umistén na motorizovaném stolku a osvétlovan rozptylenym svételnym zdrojem. Obraz je
nasledn¢ zprostfedkovan ptes kondenzorové cocky do zobrazovaciho systému, kterym miize
byt lidské oko, fotograficky film nebo elektronické zatizeni s ndbojoveé vazanym snimanim
(napt. CCD ¢ip). Pii velkych zvétSenich a pouziti prochdzejiciho svétla se jednotlivé body
vzorku zobrazuji jako rozostiené disky obklopené difrakénimi prstenci, znamymi jako
Airyho disky. RozliSovaci schopnost mikroskopu se pak definuje jako schopnost odlisit dva

tésne sousedici Airyho disky. Podle Abbeho kritéria je mezni rozliSeni uréeno vztahem:

d = 0,612'/1' (5)

NA

kde d je rozliSovaci mez, A znaci vlnovou délku pouzitého svétla a NA je Ciselna
apertura objektivu. Pti bézné€ pouzivané referencni vinové délce 550 nm, odpovidajici vinové
délce zeleného svétla, tedy €ini teoreticka hranice rozliSeni optického mikroskopu pfiblizné
200 nm. Ve srovnani s jinymi typy mikroskopie pro povrchové zobrazovani, jako jsou SEM

a TEM, je optick& mikroskopie omezena difrakénim limitem viditelného svétla na zvétSeni
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1 000x a rozlisenim 200 nm [46]. Pro dosazeni vyS$iho rozliseni k analyze povrcha
se vyuzivaji metody jako je skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM), nebo vnitini

struktury, transmisni elektronova mikroskopie (TEM).

Technika rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) se Siroce vyuziva pro vizualizaci
a charakterizaci povrchti. Povrch vzorku je sniman hustym elektronovym svazkem, pticemz
prijaty signal je pireveden do stupni Sedi a zobrazen na monitoru. Jelikoz ma elektronovy
svazek mnohem krat$i vlnovou délku nez viditelné svétlo, nabizi elektronovy mikroskop
vyrazné vysSi rozliSeni nez mikroskop opticky. Zatimco opticky mikroskop dosahuje
maximalniho zvétSeni ptiblizné 1 500X, rastrovaci elektronovy mikroskop mize zvétSovat
vice nez 10 000X. Vakuovy systém uvnitf pfistroje zajiStuje, aby nedochazelo k interakci

elektront s vnéjsi atmosférou a zaroven chrani vzorek pred kontaminaci [47].

Z divodu vyuziti urychleného elektronového paprsku musi byt analyzovany vzorek
dostate¢né elektricky vodivy, nebo je zapotiebi nevodivy vzorek pied analyzou upravit.
U nevodivych materiali je nutné jejich povrch pokryt vodivym filmem, naptiklad kovovou
nebo uhlikovou vrstvou, kterd zajisti potiebny odvod elektronti. NejCastéji pouzivanymi

materialy pro naprasovani jsou zlato, palladium nebo grafit [47].

Pfi zobrazovani vzorkd pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) dochéazi k
interakci elektronového svazku s povrchem materialu, pficemz elektrony pronikaji
do hloubky ptiblizné 1 um a generuji detekovatelny signal. Vznik obrazu je vysledkem sbéru
jak sekundarnich elektronti uvolnénych z atomovych oballi, tak elektroni zpétné
odrazenych. Nastavenim kladného nebo zdporného napéti na detekénim stinitku
Ize selektivné ovlivnit typ zachycenych elektrontl. Samotny obraz je poté konstruovan bod
po bodu na zakladé piesného Fizeni sméru svazku pomoci elektromagnetickych civek, které

jej vedou po povrchu vzorku ve formé rastru [48].

6.2 DLS

Analyza pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) je metoda pro méfeni primérné
velikosti ¢astic a distribuci téchto velikosti v roztoku, suspenzi nebo koloidu. Lze ji vyuzit
zejména pro charakterizaci PPy koloidd. Jejimi vyhodami je jeji relativni rychlost méteni,
neinvazivnost a ve srovnani s napiiklad s elektronovou mikroskopii vyzaduje minimalni
ptipravu vzorku. VSechny typy spektrofotometrt DLS vyuzivaji ke svému méfeni laser jako
zdroj koherentniho svétla. Koherentni svétlo je tvofeno synchronizovanymi vlnami.

Vsechny svételné viny maji stejnou vinovou délku i stejnou frekvenci vinéni a jejich extrémy
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se prekryvaji, tzn. jsou ve fazi. Faze vin se s¢itd na zakladé jejich piekryvani, naptiklad mize
dojit ke konstruktivni (zesileni) ¢i destruktivni (vyruSeni) interferenci. OvSem rozptylené
Castice se v roztoku neustale nahodné pohybuji diky Brownovu tepelnému pohybu, coz vede
k vytvoteni Dopplerova jevu, ktery ovlivituje chovani vin laserového paprsku po interakci
s analyzovanymi casticemi. Proto se i rozptyl svétla neustale méni (je dynamicky) a neni
staly (staticky). V kratkém casovém useku si budou naméiené udaje podobné a koreluji
spolu a k jejich vyznamnému odliseni dochazi az po delSim ¢asovém useku a korelace
zanikd. V dusledku toho kolisa vysledné elektrické pole detekované ptistrojem. Analyzou
tohoto kolisani lze vypocitat velikost kulovych ¢astic pomoci DLS, ktera vyuziva

matematicky model zalozeny na Stokes-Einsteinové rovnici (6):

__ kpT
o 6nnr

: (6)

kde D znaéi diftizni koeficient (urceny z korela¢nich dat), kg je Boltzmannova konstanta,
T znamena absolutni teplotu, 1 je viskozita kapaliny a r oznacuje hydrodynamicky polomér

(velikost castic) [49].

Mensi cCastice se pohybuji rychleji a zptisobuji vétsi kolisani (rychlejsi pokles
korelace). Kdezto vétsi Castice veEtsi Castice maji za nasledek nizs$i kolisani, protoze

se pohybuji pomaleji.

6.3 Spektroskopické metody

Spektroskopické metody poskytuji neptimé informace o chemickém slozeni, elektronové
nebo krystalické struktuie ¢i vazbach v fetézcich analyzovaného vzorku. Pracuji na principu
interakce  vzorku s elektromagnetickym zafeném, jako je svétlo, rentgenové
nebo infracervené zatreni apod. Tato interakce je reprezentovana namétenymi daty ve formé

spekter, které jsou sekundarné analyzovany k uréeni pottebnych informaci.

Ultrafialova viditelna (UV-vis) spektrofotometrie je predevsim kvantitativni analyticka
technika, ktera se zabyva absorpci blizkého ultrafialového zafeni (180-390 nm)
nebo viditelného zateni (390—780 nm) chemickymi latkami rozpusténymi v roztoku. Tyto
oblasti elektromagnetického spektra (viz tabulka 1) poskytuji energii, kterd zplsobuje
elektronové prechody. Rlzné barvy viditelného svétla a doplikové barvy roztoki
absorbujicich pii konkrétnich vinovych délkach jsou uvedeny v tabulce. Protoze dochazi
k prekryvani vibracnich a rota¢nich prechodl vykazuje UV—vis spektrum analytd v roztoku

jen malo jemnych struktur. Z tohoto divodu se tato technika bézné nepouziva k identifikaci
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konkrétnich organickych ¢i anorganickych latek, ale patfi mezi nejcastéji pouzivané metody
kvantitativni analyzy. MnozZstvi absorbovaného zafeni Ize pfimo vztahnout ke koncentraci
analytu v roztoku (pomoci tzv. Beerova zdkona) pti kontrolovanych experimentalnich
podminek [50].
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7 BIOLOGICKE TESTOVANI

Biologické testovani je klicové pro hodnoceni bezpecnosti a biologické kompatibility nové

ptipravenych materialt.

7.1 Bunécné kultury vyuzivané p¥i biologickych testech

Bunécnou kulturou se rozumi proces odebrani bunék ze zvifete nebo rostliny a jejich
nasledny rast ve vhodném umélém prostredi. Zasluhou zavedeni novych technologii
se bunééné kultury staly dostupnéj$imi, coz umoziiuje jejich velkovyrobu, ¢imz se zvySuje

ucinnost [51].

Kultivace zivocisnych bunck se stala b&znou laboratorni technikou v poloviné
20. stoleti, ovsem prvni koncept udrzovani zivych bunéénych linii oddélenych od jejich
puvodniho tkanového zdroje pochazi jiz z 19. stoleti. V souc¢asné dobé je kultura Zivo¢isnych
bunék jednim z hlavnich nastroji v biologickych védach, zejména v oblastech vyzkumu,
které maji potencial pro ekonomickou hodnotu a komerc¢ni vyuziti. Vyvoj zékladnich
kultivaénich médii umoznil védclim pracovat s riaznymi typy bunék za kontrolovanych
podminek, coz zasadné prispélo k pochopeni bunééného rustu, diferenciaci a identifikaci
rustovych faktorii a pochopeni mechanismti, které jsou zakladem normalnich funkei riznych
typt bun¢k. Moderni technologie dale umoznily vyzkum v oblasti bioreaktorti a kultivace

s vysokou hustotou bunék [52].

Kultura zivoc¢isSnych bunék ma Siroké uplatnéni, od zdkladniho vyzkumu az
po pokrocilé aplikace. Poskytuje modelovy systém pro rtizné oblasti védy a technologie,

véetné: [52]

1. Studium zékladni bunécné biologie, mechanismii bunééného cyklu,

specializovanych bunéénych funkci, interakci mezi buiikami a matrici.
2. Testovani toxicity za u¢elem hodnoceni u¢inkti novych 1é¢iv.

3. Genova terapie zaméfené na nahrazeni nefunk¢énich geni funkénimi bunkami

nesoucimi geny.

4. Charakterizace nddorovych bunék, role riznych chemickych latek, viri a zafeni

vV nadorovych buikach.

5. Vyroba vakcin, monoklondlnich protilatek a farmaceutickych léciv.
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6. Kultivace virt pro pouziti pii vyrob¢é vakcin, jako jsou plané nestovice, détska

obrna, vzteklina, hepatitida B a spalnicky.

Kultura sav¢ich bun¢k je dnes nezbytnym piedpokladem pro vyrobu biologickych

1é¢iv, jako jsou hormony, protilatky, interferony, srazeci faktory a vakciny [52].

7.2 Test viability bunék (MTT)

MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-difenylterazoliumbromid) test je citlivy a spolehlivy
ukazatel bunééné metabolické aktivity a je preferovan pred jinymi metodami meticimi tento
parametr, jako jsou ATP test nebo test inkorporace 3H-thymidinu, ktery navic zahrnuje
pouziti radioaktivity. Tato metoda je zalozena na redukci MTT, Zlutého ve vodé rozpustného
tetrazoliového barviva, které je primarné redukovano mitochondridlnimi dehydrogenazami
na purpurove formazanové krystaly (Obr. 10). Vysledny formazan se analyzuje
spektrofotometricky p¥i vinové délce 550 nm po rozpusténi v DMSO (dimethylsulfoxid) [53,
54].

s n—N Mitochondridlni S N— N
| Reduktaza A\
N‘\ é
r
MTT Formazan

Obr. 10: Bunécna aktivita — preména MTT na formazan
zdroj: vlastni

Mnozstvi produkovaného formazanu je ptimo umérné poctu Zivotaschopnych bunék
ptitomnych ve vzorku. Uroven aktivity je méfitkem Zivotaschopnosti bunék.[55] Porovnani
spekter bunék nevystavenych a vystavenych mikrogely poskytuje odhad miry

cytotoxicity [53].

Mikrogely byly podrobeny MTT testu dle smérnice CSN EN ISO 10993, ktera zahrnuje
zkousku piimého kontaktu. Dana smérnice vymezuje pojem inhibi¢ni koncentrace IC50,

jako koncentraci latky, pfiniz dochazi k 50 % zabranéni ristu ¢i umrti organismd. Vysledky
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inhibi¢ni koncentrace jsou taktéz vyhodnocovany dle zminéné smérnice CSN EN ISO

10993 [56].

7.3 Test stanoveni aktivity makrofaga (NO production assay)

Oxid dusnaty (NO) je volny radikal produkovany z L-argininu pisobenim enzymu
NO-syntazy (NOS). NO, prozanétlivy mediator hraje dulezitou roli v regulaci imunitnich
funkci, neurotransmisi a vazodilataci. Za abnormalnich fyziologickych podminek vSak muze
dojit k nadprodukci NO, coz vede Kk riznym zanétlivym ¢i neurodegenerativnim chorobam.
Proto je inhibice produkce této molekuly zasadni v prevenci nebo 1é¢by zanétlivych
onemocnéni [57]. Regulaéni schopnost této molekuly na imunitni systém spociva ve zméné
¢innosti makrofagti, kteti mohou reagovat na rtizné podnéty véetné zanétu a infekce. Oxid
dusnaty ovliviiuje nejen fagocytdzu, ale i produkci prozanétlivych molekul a cytokint, coz je
zasadni v regulaci zanétlivych procest. Bunky makrofagi dokazou likvidovat intracelularni

1 extracelularni bakterie, proto se fadi k bunkam imunitni soustavy.

Test stanoveni aktivity makrofagh (NO production assay) je laboratorni metoda
pouzivana kK ur¢eni miry tvorby NO ¢innosti makrofagt. Jak uz bylo zminéno, NO je vysoce
reaktivni molekula s kratkou Zivotnosti, a proto neni méfena piimo, nybrz nepiimo
kvantifikaci stabilnich produktii jejich reakci. K t€émto stabilnim produktiim fadime dusitany
(NO2) a dusi¢nany (NO3’). Vzniklé dusi¢nany byvaji nejprve pievedeny na dusitany
bud’ enzymaticky pomoci nitratreduktazy, nebo chemickou redukci s pouzitim kadmia

nebo vanadovych ¢inidel. Poté jsou tyto dusitany detekovany Griessovou reakci.

Pti Griessové reakci dochéazi ke vzniku €ervenofialového azobarviva vzniklého reakei
dusitani s dvéma ¢inidly. V prvnim kroku reakce reaguje se sulfanilamidem v kyselém
prostiedi za vzniku diazonove soli. Néasledna reakce diazonové suli s druhym cinidlem
N-(1-naftyl)-ethylendiaminem (NED) vede ke vzniku ruzové zbarvené azoslouceniny.
Vzniklé azobarvivo absorbuje zatfeni pii 550 nm a jeho koncentrace je méfena pomoci

spektrofotometrie [58].
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IL.

PRAKTICKA CAST
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8 METODY PRIPRAVY A CHARAKTERIZACE KOMPOZITNICH
ALGINATOVYCH MIKROGELU

8.1 Pouzité materialy

Pro testy cytotoxicity byly pouzity mySi makrofagy bunééné linie RAW 264.7. Pro kultivaci
téchto bunek bylo pouzito médium Dulbecco's Modified Eagle's Medium (PAA Laboratories
GmbH, Rakousko), pfitemz bylo do média ptiddano 100 Uml? Penicillin/Streptomycin
(Biosera, France). Pti analyze testi bylo pouzito médium Dulbecco's Modified Eagle's
Medium s vysokym obsahem glukozy (4,5 g. I'') bez fenolové ¢ervené (Capricorn Scientific,
Rakousko). Do bezbarvého média bylo ptidano Fetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich, USA),
Gibco Sodium Pyruvate 100 mM (Thermo Fisher Scientific, USA), L-glutamine a taktéz 100
Uml? Penicillin/Streptomycin (Biosera, France). Dale byl pouzit fyziologicky roztok (PBS,
Invitrogen, USA) uréeny k promyvani bunék. Plastik Techno (TPP, Svycarsko) byl vyuzit
pii kultivaci bunéénych kultur. Ke stanoveni cytotoxicity byl pouzit MTT (thiazolyl blue)
(Duchefa Biochemie, Nizozemsko). Pro stanoveni produkce NO bylo aplikovano Griess
reagent (Sigma-Aldrich, USA). V experimentalni ¢asti byl vyuzit taktéz ELISA kit (Thermo
Fisher Scientific, USA) pro stanoveni imunoenzymatickych vlastnosti mikrokuli¢ek
a Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Biosera, France) s Tween 20 (Sigma-Aldrich,
USA) jako promyvaci pufr.

8.1.1 Chemikalie

Alginat sodny LF 200S; dialdehy alginatu ptipraveny podle literatury [34]; pyrrol 99% extra
pure (Thermo Fisher Scientific, USA); dihydrat chloridu vapenatého (Sigma-Aldrich, USA);
ptipravené vzorky alginatovych enkapsulovanych mikrokuli¢ek s inkorporovanym pyrrolem

o riznych koncentracich.

8.2 Priprava roztoku polypyrrolu

Dialdehyd algindtu (DAAL) byl rozpoustén na michacce 0 koncentraci 5 mg/ml v ultracisté
vod¢ (UPW) vobjemu 12 ml po dobu 24 h. Nasledné¢ bylo upraveno pH roztoku
na hodnotu 3. K pfipravenému roztoku DAAL byl napipetovan takovy objem extra Cistého
pyrrolu, aby molarni koncentrace pyrrolu ¢inila 0,5 M. Nasledné se dal tento roztok
DAAL_PPy zahtivat ve vodni lazni (viz. Obr. 11) na 50 °C po dobu 48 h. Zména zbarveni

roztoku v pribéhu ¢asu je zaznamenana na Obr. 12. Vznikly koloid polypyrrolu byl
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dialyzovan celkem 72 h pomoci membran s molecular weight cut-off (MWCO) 50 kDa,
pticemz prvnich 48 h dialyza probihala v dialyzaénim roztoku 0,05 M NaCl a zbylych 24 h
Vv demineralizované vodé (DEMI vod¢). Presné mnozstvi polypyrrolu v koloidu bylo
stanoveno gravimetrii na (2,28 + 0,13) mg/ml. Po provedeni gravimetrie byl roztok
zkoncentrovan pomoci ptistroje Centrifuge 5702 R (Eppendorf, Némecko) za 4,4 RPM
po dobu 5 min s vyuzitim filtru Ultra Centrifugal 100 kDa MWCO (Amicon, Ceska
republika). Findlni koncentrace ¢inila 26,18 mg/ml. Doplnéni na piesny objem V ptipravé

kompozitnich alginatovych mikrogeh probéhlo dle nasledujici kapitoly 8.3.

Obr. 12: Zména zbarveni pri reakci vzniku roztoku DAAL_PPy v pribéhu casu
(0; 5; 15; 20 min)
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8.3 Priprava a charakterizace kompozitnich alginatovych mikrogeli

Nejprve byl pfipraven Eisty roztok alginatu sodného LF 200S (AL LF 200S), ktery byl
nasledné filtrovan pies polyethersulfonovy (PES) filtr 0,45 um, viz Tab. 1. Dle vysledk
gravimetrie a zkoncentrovani roztoku DAAL_PPy bylo vypo¢itdno potiebné mnozstvi
koloidu nutné ke smichani s roztokem AL LF 200S o koncentraci 14,9 mg/ml. Piipravené
roztoky byly smichany do objemu 10 ml v danych pomérech k ziskdni 10 mg/ml
AL_LF _200S a5, 10, 15, 20 hm. % DAAL_PPy (vztazené k mnozstvi alginatu). Aby byla
zachovana celkova finalni koncentrace AL LF 200S, bylo dané mnozstvi pfidavaného
koloidu vzdy doplnéno UPW na objem 10 ml, viz Tab. 2. Tato smés byla michana

na michacce minimalné po dobu 2 h pted zavére¢nou enkapsulaci.

Tab. 1: Koncentrace AL LF200S a molarni zlomek DAAL_PPYy v pripravenych vzorcich

Koncentrace | Hmotnostni Finalni
« . roztoku AL zlomek | koncentrace
Znaceni vzorki AL WoAAL PPy

ma/ml] | [hm. o] | CA-[mo/ml]
AL_LF200S 14,9 0 10
Al DAAL PPy 5 14,9 5 10
AL _DAAL PPy 10 14,9 10 10
AL DAAL PPy 15 14,9 15 10
AL _DAAL PPy 20 14,9 20 10

Tab. 2: Objemy roztoku AL LF200S a DAAL-PPy potiebné K priprave vzorkii

Znaceni vzorkit | VaL [pl] | VoaaL pey (1] | Vupw [pl]
AL_LF200S 8700 0 1300
Al DAAL_PPy 5 8700 191 1109
AL _DAAL PPy 10| 8700 382 918
AL _DAAL PPy 15| 8700 764 536
AL _DAAL PPy 20| 8700 573 727
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K enkapsulaci alginatovych hydrogel byl pouzit piistroj Encapsulator B-390 (Bichi
AG, Svycarsko) (viz. Obr. 13). Parametry enkapsulace jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).

Mikrogely byly ndsledné opakované promyvany demineralizovanou vodou a ethanolem.

Tab. 3: Parametry enkapsulace

Primér trysky 200 [pm]
Amplituda 3]
Frekvence 1200 [Hz]

Napéti na elektrodé 2500 [V]
Priitok 5,5 [ml/min]
Michacka 350 [RPM]

Obr. 13: Pristroj Encapsulator B-390, pumpa a polymerizacni lazen CaCls

Koloidni roztok DAAL_PPy a vzorky mikrogelt byly charakterizovany pomoci

nasledujicich metod a pfistroji zminénych v kapitole 8.4.
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8.4 Pristroje a metody

8.4.1 Analyza dynamického rozptylu svétla alginatovych roztoku s inkorporovanym
PPy

Metoda analyzy dynamického rozptylu svétla (DLS) vyuzivajici interakce laserového
paprsku s ¢asticemi v pohybu nachazejicimi se v roztoku, suspenzi nebo koloidu je vhodna
k analyze velikosti ¢astic DAAL_PPy koloidi. Pro analyzu byl pouZit piistroj Zetasizer
Nano ZS (Malvern Panalytical, UK) (viz. Obr. 14).

Obr. 14: Pristroj Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, UK)

8.4.2 UV-Vis spektrofotometrie

Meéteni UV-Vis spektrofotometrie bylo zaznamenavano pomoci UV-Vis spektrometru
PerkinElmer LAMBDA 1050 (Shelton, USA) (Obr. 15) a kiemenné kyveté s délkou drahy

10 mm pii vinové délce v rozsahu 200-800 nm a bylo vztazeno k deionizované UPW.

Obr. 15: UV-Vis spektrometr PerkinElmer LAMBDA 1050 (Shelton, USA)
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8.4.3 SEM analyza

Lyofilizované mikrokulicky byly analyzovany pomoci rastrové elektronové mikroskopie
(SEM) za pouziti mikroskopu Nova NanoSEM 450 (FEI,Ceska republika) za 5 kV
urychlovaciho napéti. I pres jejich vodivy charakter bylo zapotiebi mikrokulicky pied

analyzou poprasit kovovym praskem zlato-palladium.

8.4.4 Opticka mikroskopie

Velikosti enkapsulovanych mikrokuli¢ek byly analyzovany optickou mikroskopii pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu Olympus 1X-81 (Tokio, Japonsko) (Obr. 16) pii zvétseni 40X.

~&,

Obr. 16: Mikroskop Olympus IX-81 (Tokio, Japonsko)

8.5 Biologické testy

8.5.1 Bunééna linie

Pii testovani biologickych vlastnosti mikrogeld in vitro byly vyuzity bunééné linie mysich
makrofagi RAW 264.7. Vysledky vlivu vzorkt mikrokuli¢ek na viabilitu bunék a produkeci
NO a IL-6 byly ziskany po 24 h po aktivaci 25 ng/ml LPS. Bunky byly vystaveny pfitomnosti
¢yt koncentracim vzorki AL_DAAL_PPy (5; 10; 15 a 20 hm. %) a vzorku AL_LF_200S
ve tiech davkach, konkrétné 100, 50 a 5 mg mikrokuli¢ek v 1 ml bezbarvého média DMEM.

Nézvy vzorki byly sestaveny ve forméatu typ_koncentrace_davka, napft.
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AL_DAAL_PPy 5 100 predstavuje vzorek AL DAAL PPy o koncentraci 5 hm. % a davce
100 mg/ml.

Bunky makrofagti byly kultivovany v kultivaénim médiu DMEM s vysokym
obsahem gluk6zy bez fenolové Cervené s piidavkem roztoka 10 % FBS, 1 % pyruvatu
sodného, 1 % L-glutaminu a 1 % roztokem Penicillin/Streptomycin na kultivaénich
nadobéch T-75 (TPP, Svycarsko). Jejich kultivace probihala za stalych podminek pi¥i 37 °C
S fizenou atmosférou o obsahu 5 % CO3 a relativni vihkosti 90 %.

Pii vyhodnocovani viability bunék, produkce NO a IL-6 byla zavedena negativni
a pozitivni kontrola. Negativni kontrolu pfedstavovaly buiiky makrofagi bez stimulace.
Slouzila k uréeni bazalni miry viability a hladiny produkce NO a IL-6, kterd se bézné
vyskytuje bez zanétlivého podnétu a vystaveni piitomnosti vzorkt. Jako pozitivni kontrola
slouzila skupina makrofagu, kterd byla stimulovana lipopolysacharidem (LPS) v koncentraci
25 ng/ml. Lipopolysacharid je endotoxin bakterialniho pivodu a je taktéz silny aktivator
zanétlivé odpovédi na jeho pritomnost. Pozitivni kontrola slouzila jako referenéni hodnota

maximalni ocekavané aktivaci bunék. Vysledky byly normalizovany vuéi této referenci.

8.5.2 Testovani cytotoxicity

Cytotoxicita byla testovana v piimém kontaktu bun¢k a enkapsulovanych mikrokuli¢ek
podle normy CSN EN ISO 10993-5 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedktl — ast
5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro. Metoda byla analyzovana na bunééné linii mySich
makrofagt RAW 264.7 pti vinové délce 570 nm. Vysledky biologickych testi byly
analyzovany pomoci pfistroje multifunk¢niho modularniho readeru Infinite 200 Pro (Tecan
Group Ltd., Svycarsko) (Obr. 17). Bun&éna suspenze byla napipetovana do 24-jamkové
mikrotitraéni desticky v koncentraci 2,5-10° bunék na 1 ml bezbarvého DMEM média. Poté
byly bunky kultivovany po dobu 24 h pii 37 °C. Po této dobé byly buiky vystaveny
mikrokulickam v bezbarvém médiu DMEM v ptislusnych davkach 100, 50, 5 mg/ml.
Finalni analyza byla provedena po 24 h pomoci testu MTT. Test MTT se provadi
odpipetovanim média se vzorkem s naslednym proplachem PBS a jeho odsatim. Nasledné
se k bunkam ptida 500 pl roztoku MTT o koncentraci 0,5 mg/ml, ktery byl po 6 h
v inkubatoru odsat. Na zavér bylo k butikam pfidano 500 pul roztoku DMSO a po 15 min
byla zméfena absorbance. Jako referen¢ni hodnota pro srovnani byla vyuZzita naméfena

absorbance zivotaschopnosti makrofagli bez vystaveni kontaktu s mikrogely.
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Obr. 17: Pristroj spektrofotometr Infinite 200 Pro (Tecan Group Ltd., Svycarsko)
8.5.3 Test stanoveni aktivity makrofagu

Aktivita makrofagh RAW 264.7 byla stanovena pomoci relativni kvantifikace produkce
kli¢ové signalni molekuly imunitnich bunék, oxidu dusnatého (NO). Pro stanoveni produkce
NO byla vyuzita Griessova metoda, ktera neptimo méti koncentraci nitriti (NO2"), stabilnich
produkti degradace NO v bunééném supernatantu. Méfeni produkce NO makrofagy bylo
provadéno spektrofotometricky pii vinové délce 470 nm pomoci Infinite 200 Pro (Tecan
Group Ltd., Svycarsko). Jako reference byla pouzita spontanni produkce NO a pro ziskani
pozitivni kontroly, byly bunky makrofagt byly aktivovany pomoci lipopolysacharidu (LPS),
ktery zapti¢inuje jejich zanétlivy stav. Naméfené hodnoty byly normalizovany na produkci
NO s pozitivni kontrolou, coz umoznilo piimé porovnani imunomodula¢niho Géinku vSech

vzorku enkapsulovanych mikrokuli¢ek.

8.5.4 Testovani imunoenzymatické reakce (Metoda sandwich ELISA)

Produkce interleukinu-6 (IL-6), ktery je dulezity prozanétlivy cytokin, byla kvantifikovana
pomoci metody sandwich ELISA. Tento test imunoenzymatické reakce vyuziva specifické
zachycujici a detekéni protilatky K pfesnému méfeni koncentrace IL-6 Vv bunééném
supernatantu. VVzorky byly analyzovany po 24 hodindch kultivace bunék RAW 264.7
Vv piitomnosti mikrokuli¢ek a LPS v mnozstvi 25 ng/ml. Absorbance byla métena pii vinové

délce 450 nm a referenci 570 nm pomoci téhoz piistroje jako v piedeslé kapitole 8.5.4.
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9 VYSLEDKY A DISKUSE

9.1 Charakterizace AL_PPy mikrogeli

9.1.1 Charakterizace DAAL-PPy koloidi

Koloidni roztok DAAL_PPy o koncentraci 0,2 mg/ml byl podroben analyze DLS (Tab. 4).

Castice dosahovaly rozméri 54 nm hydrodynamického priméru, pticemz polydisperzni

index ¢inil 0,267, coz zna¢i nizkou polydisperzitu velikosti ¢astic. Zeta potencial byl

stanoven na -36,1 mV. Lze tedy tvrdit, Ze se jedna o stabilni systém.

Tab. 4: Hydrodynamické primery velikosti ¢astic koloidniho roztoku DAAL PPy

Vzorek

Velikost ¢astic [nm]

DAAL_PPy

50,76

54,50

54,38

54,13

54,11

prumér

(53,6 + 1,6)

Vzorek DAAL_PPy o koncentraci 0,02 mg/ml byl dale charakterizovdn pomoci

UV-Vis spektroskopie a byl porovnan s roztoky pyrrolu (Py) o koncentraci 0,05 mM a
DAAL o koncentraci 1,5 mg/ml (Obr. 19). Na obrazku 18 se ve spektru vyskytuji dva

zietelné absorpéni pasy, z nichz jeden je kolem 290 nm a druhy je kolem 470 nm. v dtsledku

prechodu elektront v konjugované vazbe. Spektrum vzorku DAAL_PPy vykazuje typickou

absorbanci konjugovanych pyrrolovych cykli mezi 450-500 nm, ktera odpovidd m-m*

piechodu z valen¢niho do protivazebného pasu v disledku pfitomnosti polaronu. Absence

tohoto absorpéniho pasu u spekter ¢istych roztoki DAAL i Py dokazuje vznik

konjugovaného systému az pomoci samovolné aldolové kondenzace. Na Obr. 20 Ize

pozorovat absorp¢ni pas charakteristicky pro monomerni pyrrol v oblasti 210 nm, ktery

odpovida prechodiim m-elektronll v jeho cyklické struktufe.
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Obr. 18:UV-Vis spektrum koloidniho roztoku DAAL_PPy (0,02 mg/ml)
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Obr. 19: UV-Vis spektrum roztoku DAAL (1,5 mg/ml)
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Obr. 20: UV-Vis spektrum roztoku Py (0,05 mM)

9.1.2 Optickéd mikroskopie

Pfipravené enkapsulované mikrokulicky byly studovany pomoci optické mikroskopie
Kk urceni velikosti jejich praiméru. Na obrazcich 21-25 jsou snimky z mikroskopu dokladajici
velikosti jednotlivych typu mikrokuli¢ek. Jejich pruméry jsou potom uvedeny v tabulce
(Tab. 5). Mikrokulicky AL LF200S vykazovaly pramérnou velikost (403 +7) pm.
Mikrokulicky jsou tedy vysoce homogenni, odchylka jejich velikosti je niz§i 3 %.
Enkapsulované kulicky AL_DAAL_PPy 5 zaujimaly pramér (415 £ 13) um, tedy podobné
jako u AL_LF200S. U mikrokulicek AL _DAAL PPy 10 byla pozorovan lehce
nehomogenni velikost a tvar, cozse odrazi v nejvyssi pozorované odchylce priaméru
(394 £ 26) pum. Je zajimavé, ze se zvySovanim obsahu koloidu uz nedochazelo k dalsim
deformacim a velikost mikrokulicek AL_DAAL_PPy 15 byla (419 +9) um a pramér
kulicek AL_DAAL_PPy 20 byl (425 + 13) um, tedy v ramci odchylek podobny jako u
¢istych AL_LF200S.
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Tab. 5:Hodnoty primeéru velikosti mikrokulicek AL _LF200S, AL_DAAL_PPy 5,
AL _DAAL PPy 10, AL_DAAL PPy 15aAL_DAAL_PPy 20

AL _DAAL_|AL_DAAL_|AL DAAL_|AL_DAAL_
vzorky AT PPy 5 PPy 10 PPy 15 PPy 20
d [pm] d [pum] d [um] d [pm] d [pum]
1 405 428 369 417 414
2 407 412 386 423 424
3 397 417 373 416 440
4 416 435 423 400 423
5 404 404 400 407 423
6 398 411 442 423 435
7 392 426 385 430 436
8 399 392 373 430 405
9 402 417 372 421 442
10 407 409 418 423 405
pramér|  (403+7) (415+13) | (394+26) (419+9) (425+13)

Obr. 21: Fotografie mikrokulicek AL_LF200S

AL_LF_200S
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AL_DAAL PPy 5

Obr. 22: Fotografie mikrokulicek AL_DAAL_PPy 5

AL_DAAL_PPy 10

Obr. 23: Fotografie mikrokulicek AL DAAL PPy 10
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AL_DAAL PPy 15

Obr. 24: Fotografie mikrokulicek AL_DAAL_PPy 15

AL_DAAL_PPy 20

Obr. 25: Fotografie mikrokulicek AL_DAAL_PPy_20

Vysledky ukazaly, Ze vSechny piipravené vzorky mikrokuli¢ek vykazovaly velmi
podobné velikosti v rozmezi 370-440 um. Lze tedy potvrdit, ze se jedna o kulicky
mikroskopickych rozméri. Z namétenych dat Ize usoudit, ze pridavek DAAL_PPy jen mirné

az zanedbatelné ovliviiuje velikost a tvar mikrokuli¢ek.
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9.1.3 SEM analyza

Zlyofilizované mikrokulicky vzorku AL_DAAL_PPy 10 byly analyzovany pomoci
rastrové elektronové mikroskopie (SEM) pti zvétseni 1 000x a 50 000x (Obr. 26 a 27). Byl
studovan pouze jeden vzorek z divodu podobnych rozméri vytvoienych mikrokuli¢ek
vSech vzorku. Z obrazku 26 je patrné, ze struktura mikrokuli¢ek do zna¢né miry ztratila sviij
puvodni sféricky tvar a zhroutila se, pravdépodobné v dasledku absence oSetieni
kryoptektantem pied lyofilizaci. Struktura povrchu mikrokuli¢ek je pfevazné homogenni
a bez viditelnych port. Pii vyssim rozliseni (Obr. 27) Ize nicméné pozorovat malé vyriastky
a drobné strukturdlni nerovnosti na povrchu mikrokulicek. Tyto vyrustky mohou
piedstavovat koloidni ¢astice DAAL_PPy, pti¢emz pravdépodobné nedoslo K jejich

Uplnému uzavieni do vnitini struktury mikrogel.

oy HV spot WD mag det | mode ————— 400 ym
X° | 5.00kv | 2.5 | 4.9n

Obr. 26: Mikrofotografie vzorku AL_DAAL_PPy 10 (zvétseni 1 000x)

WD mag [ | det ‘ mode —_—4um

w
5.0mm | 50000x | TLD | SE

Obr. 27: Mikrofotografie vzorku AL_DAAL_PPy 10 (zvétseni 50 000x)
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9.2 Biologické testy

9.2.1 Test cytotoxicity

Test cytotoxicity probéhl pfimym kontaktem mikrokuli¢ek v kultiva¢nim médiu
na buiiky podle normy CSN EN ISO 10993. Norma stanovuje hodnoty nad 70 % relativni
bunééné viability referenéniho vzorku je vzorek povazovan za netoxicky. Stanoveni
cytotoxicity bylo realizovdno metodou MTT a za buné&nou linii byly zvoleny mysi
makrofagy (RAW 264.7). Vzorky byly analyzovany po 24 hodinach kultivace bunék RAW
264.7 v ptitomnosti mikrokuli¢ek a LPS v mnozstvi 25 ng/ml. Bunky byly vystaveny
piitomnosti ¢tyf koncentracim vzorkt AL_DAAL_PPy (5; 10; 15 a 20 hm. %) a vzorku
AL_LF 200S ve ttech davkach, konkrétné 100, 50 a 5 mg mikrokuli¢ek v 1 ml bezbarvého
média DMEM. P#i vyhodnocovani viability bunék byla zavedena negativni a pozitivni
kontrola. Negativni kontrolu ptedstavovaly bunky makrofagii bez stimulace. Slouzila
Kk urCeni zivotaschopnosti bunék, které nebyly vystaveny zanétlivému podnétu a expozici
vzorki. Jako pozitivni kontrola slouzila skupina makrofagi, ktera byla stimulovana LPS
(25 ng/ml). Pozitivni kontrola slouzila jako referen¢ni hodnota maximalni océekavané

viability aktivovanych bungk. Vysledky byly normalizovany vuéi této referenci.
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Obr. 28: Graf relativni viability bunék RAW 264.7
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Z obrazku 28 vyplyva, Ze se vSechny vzorky mohou povazovat za netoxické. Kromé
mikrokuli¢ek Cistého algindtu AL_LF200S a AL_DAAL_PPy 0 nejvy$si davce a nejnizsi
koncentraci, které snizily viabilitu bun€k, dochazelo naopak ke zvyseni proliferace
makrofagi. Snizeni viability aZz klimitu cytotoxicity pozorované u vzorku
AL_DAAL 5% 100, tedy vzorku snejvyssim mnozstvim enkapsulovaného koloidu

moznym odtrzenim bunek od podkladu v dusledku pohybu mikrokulicek pfi manipulaci.

To je také pravdépodobnou pri¢inou vysokych odchylek pozorovanych u nekterych vzork.

9.2.2 Test stanoveni produkce NO

Test produkce NO makrofagy RAW 264.7 prob¢hl piimym kontaktem mikrokuli¢ek
Vv kultivaénim médiu na bunky. Vysledky vlivu vzorka mikrokulicek na NO produkci byly
ziskany po 24 h po aktivaci LPS o koncentraci 25 ng/ml. Buriky byly vystaveny pfitomnosti
¢yt koncentracim vzorki AL_DAAL_PPy (5; 10; 15 a 20 hm. %) a vzorku AL_LF_200S
Ve tfech davkach, konkrétné 100, 50 a 5 mg mikrokuli¢ek v 1 ml bezbarveho média DMEM.
Pii vyhodnocovani produkce NO bunék makrofagi byla zavedena negativni a pozitivni
kontrola. Negativni kontrolu ptedstavovaly bunky makrofagii bez stimulace. Slouzila
Kk urceni spontanni produkce NO bungk, které nebyly zaktivovany vystavenin zanétlivému
podnétu a expozici vzorkt. Jako pozitivni kontrola slouzila skupina makrofagt, ktera byla
stimulovana LPS (25 ng/ml). Pozitivni kontrola slouzila jako referenéni hodnota maximalni
ocekavané produkce aktivovanych bunék bez piitomnosti vzorka. Vysledky byly

normalizovany vici této referenci.
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Obr. 29: Graf produkce NO RAW 264.7
Cisty alginatovy vzorek AL LF 200S mirné snizoval produkci NO. Nejnizsi davky

vSech vzorkt a stiedni davky témet vSech vzorkii nemély vyznamny vliv na produkci NO.
Avsak pouze vzorek AL _DAAL_PPy 20 50 vykazoval jeji mirny pokles. Kdezto
pfi nejvyssich davkach vsech vzorki doslo k podstatnému snizeni produkce.

Konkrétné¢ vzorek AL_DAAL_ PPy 5 100 snizoval produkci NO, atoo 57 %.
Vzorek AL_DAAL_PPy 10 100 produkci snizil 0 33 %. Pokles produkce nastal i u vzorku
AL_DAAL_PPy 15 100, konkrétné¢ 0 52 %. Posledni vzorek AL_DAAL_PPy 20 snizil
produkci nejen v davce a 100 mg/ml, a to o 69 %, ale i v davce 50 mg/ml, a to 0 55 %.

Zavérem lze shrnout, ze vysledky testu produkce NO prokazaly mozny
imunostimula¢ni uéinek téméf u vech vzorkt o davce 100 mg/ml. Vysledky také naznacuji,

ze s rostoucim obsahem PPy miize dochézet k redukci produkce NO.

9.2.3 Test imunoenzymatické reakce — produkce IL-6

Test imunoenzymatické reakce probéhl pfimym kontaktem mikrokulicek v kultivaénim
médiu na buniky podle 8.5.1. Jako bunécna linie byly zvoleny mysi makrofagy (RAW 264.7).
Vysledky vlivu vzorkd mikrokulicek na produkci IL-6 byly ziskany po 24 h po aktivaci
LPS o koncentraci 25 ng/ml. Buniky byly vystaveny piitomnosti ¢ty koncentracim vzorki
AL_DAAL_PPy (5;10; 15 a 20 hm. %) a vzorku AL_LF_200S ve tiech davkach, konkrétné
100, 50 a 5 mg mikrokuli¢ek v 1 ml bezbarvého média DMEM. Pii vyhodnocovani IL-6

produkce bun€k makrofagii byla zavedena negativni a pozitivni kontrola. Negativni kontrolu
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predstavovaly bunky makrofagli bez stimulace. Slouzila k uréeni spontdnni produkce
cytokinu IL-6 bungk, které nebyly zaktivovany vystavenim zanétlivému podnétu a expozici
vzorkl. Jako pozitivni kontrola slouzila skupina makrofagt, kterd byla stimulovana LPS
(25 ng/ml). Pozitivni kontrola slouzila jako referenéni hodnota maximalni ocekavané
produkce aktivovanych bunék bez ptitomnosti vzorkl. Vysledky byly normalizovany vici

této referenci.

120%

100%
80%
60%
40%
20%
0% =
0%
/

IL-6 produkce RAW 264.7 [%]

X S S S S
N T N2 > S
. \?") > N o7 R <;g\e /@33)\0 o '\90\0/ }00\0 5 '\,o\o/\\ ></,)\0 oo ,‘9°\°/\\ g
@ Y T A @ @V R @V R
N ¥ VV 3 ;¥ ’ 4 7 ’ s X
XY P F N FF K
R & 7 ?}//V\S 7 ?&/V\’/ Aot v

Obr. 30: Graf produkce IL-6 RAW 264.7

Z grafu (Obr. 29) lze konstatovat, ze vyznamny vliv na snizeni produkce IL-6
vykazuji  vSechny vzorky sDAAL_PPy o0nejvyssi davce. Konkrétné vzorek
AL_DAAL_PPy 5 snizil produkci IL-6 o 67 %, AL_DAAL PPy 10 o 87 %,
AL_DAAL_PPy 15 0 94 % a AL_DAAL PPy 20 o 96 %. Davky 50 mg/ml mély
taktéz vyznamny vliv na produkci cytokinu vzhledem Kk referenéni hodnoté s LPS.

cvwvr

K mirnému snizeni produkce IL-6 piispél i samotny alginat o davce 50 a 100 mg/ml.

Lze tak konstatovat, ze mikrokulicky pusobi imunomodula¢né se zavislosti na

koncentraci vzorkd a davce mikrokuli¢ek v médiu. Zatimco ve vyssich mnozstvich dochazi

A4

mnozstvi neni jeho produkce vyznamné ovlivnéna.
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ZAVER

V této diplomoveé praci byl ptipraven koloidni roztok DAAL PPy vznikajici reakei
algiatového dialdehydu (DAAL) a pyrrolu (Py) prostiednictvim aldolové kondenzace. Dany
koloid nevyzadoval ptidavek oxida¢niho ¢inidla, coz syntézu vodivého polymeru ¢ini
environmentalné Setrnou. Koloidni c¢astice mély primérny hydrodynamicky prumér
(53,6 £1,6) nm a zeta potencidl —36,1 mV, coz potvrzuje dobrou stabilitu systému.
Polydisperzni index ¢inil 0,267, coZ znac¢i nizkou polydisperzitu velikosti ¢astic. UV-Vis
spektrum vykazovalo absorp¢ni pasy kolem 290 nm a 470 nm, které potvrzuji ptitomnost

konjugovaného polypyrrolového systému.

Z tohoto koloidu byla nasledné enkapsulaci pomoci zatizeni Buchi Encapsulator
B-390 ptipravena fada vzorkit AL DAAL PPy mikrogelti o riznych koncentracich 5, 10,
15 a 20 hm. %. Enkapsulovan byl taktéz vzorek Cistého alginatu LF 200S o koncentraci
10 mg/ml. Hydrodynamické primeéry vSech ptipravenych mikrokuli¢ek vykazovaly velmi
podobné rozméry v rozmezi 370-440 pm. CimZ bylo potvrzeno, Ze se jedna o kulicky

mikroskopickych rozméri.

Analyza struktury povrchu pomoci SEM prokéazala prevazné jeji homogenni charakter
vzorku AL_DAAL PPy 10 bez viditelnych port, nace$ odhalila pifitomnost malych
vyristkd. Tyto vy¢nélky pravdépodobné mohou souviset s nedokonale zabalenymi zbytky

koloidnich ¢&astic.

Biologickad charakterizace mikrogeli byla provedena na buné¢éné linii RAW 264.7
(mysi makrofagy). Test cytotoxicity (MTT) prokazal, ze vSechny vzorky splituji kritéria
pro necytotoxické materialy podle normy CSN EN ISO 10993-5. P¥itomnost mikrogelii méla
dokonce pozitivni vliv na proliferaci bunék. Vyjimkou byl pouze vzorek
AL DAAL PPy 5 100, u kterého doSlo ke sniZzeni viability blizko limitni hranice.
Tato odchylka vsak mohla byt pravdépodobné zpuisobena mechanickym odtrzenim bunék

od kultiva¢ni desticky.

Imunomodulaéni vlastnosti byly hodnoceny méfenim produkce oxidu dusnatého (NO)
a prozanétlivého cytokinu IL-6. Produkce oxidu dusnatého (NO) byla stanovovana
Griessovou metodou. Vysledky ukazaly, Ze nejvyssi davka (100 mg/ml) vSech testovanych
mikrogelovych vzorki vedla k vyznamnému snizeni produkce NO, pricemz nejvétsi pokles
byl pozorovan u vzorku AL DAAL PPy 20 100, kde doslo ke sniZzeni az o0 69 %.

Tyto vysledky jasné potvrzuji davkove i koncentraci zavisly imunomodulacni efekt, ktery je
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ptisuzovan ptitomnosti polypyrrolu (PPy) s potencidlné antioxida¢nimi vlastnostmi. Pokles
produkce NO, ktery je klicovym prozanétlivym mediatorem produkovanym aktivovanymi

makrofagy, zna¢i schopnost téchto mikrokulicek tlumit zdnétlivou signalizaci.

Produkce interleukinu-6 (IL-6) byla métena metodou ELISA. Nejvyraznéjsi snizeni
bylo zaznamenéano u vzorku AL_DAAL_PPy 20 100, kde IL-6 klesla 0 96 %. Vyrazné
snizeni prokazal také vzorek AL_DAAL_PPy 15 100, ato 0 94 %. Tyto hodnoty u vzorka
S nejvysSimi koncentracemi a o nejvyssi davce svédc¢i o schopnosti materidlu vyrazné tlumit
zanétlivou odpoved’, coz je zddouci vlastnost pii aplikacich ve tkaniovém inzenyrstvi a hojeni

ran.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkii lze konstatovat, ze ptipravené AL DAAL PPy
mikrokulicky  kombinuji  vyhody biokompatibilniho  polysacharidového nosice
S protizanétlivym potencialem vodivého polymeru. Tyto vlastnosti predurcuji tento material
k vyuziti v biomedicinskych aplikacich, zejména jako soucést pokrocilych systémi pro
fizené uvolnovani nebo jako funkéni slozka inteligentnich obvazii podporujicich hojeni
chronickych ¢i infikovanych ran. Bylo zjisténo, ze nejvhodnéjSimi necytotoxickymi

mikrogely s imunomodula¢nimi schopnostmi byly vzorky s vyssim obsahem DAAL_PPy.
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