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ABSTRAKT

Biomedicinské aplikace vyzaduji nejen biokompatibilni materidly, ale zejména materialy,
které mohou reagovat na vnéjsi podnéty jako je napft. elektricky proud. Vodivé polymery
splituji obé kritéria a fadime je mezi tzv. ,,chytré materidly*. Diplomova prace byla zamétena
na sezndmeni se s vlastnostmi vodivych polymert a jejich moznosti vyuziti v tkdniovém
inZzenyrstvi. Nejveétsi pozornost je veénovana dvéma slibnym zéastupctim polypyrrolu
a polyanilinu. Cilem praktické ¢asti pak byla ptiprava koloidnich disperzi a filml na bazi
polypyrrolu a chitosanu. Byla stanovena velikost koloidnich ¢astic a zméfena vodivost
pripravenych koloidnich filmt. Dale byla testovana biokompatibilita pfipravenych
materiald. Cytotoxicita koloidnich disperzi byla stanovena pomoci MTT testu. Kromé
cytotoxicity byla zkoumana také schopnost bunéénych linii NIH/3T3 a ES-R1 proliferovat
na pfipravenych koloidnich filmech. Vysledky ukazuji, ze ptfipravené materidly na bazi
polypyrrolu a chitosanu jsou vodivé a vykazuji dobrou biokompatibilitu u obou pouzitych

bunécnych linii.

Klic¢ova slova: chitosan, koloidni disperze, koloidni film, polypyrrol, tkanové inzenyrstvi,

vodivé polymery



ABSTRACT

Biomedical applications require not only biocompatible materials, but also materials that
react to external stimuli such as electrical currents. Conducting polymers fulfil both criteria
and are classified as “smart materials”. The focus of this thesis was to learn about the
properties of conducting polymers and their potential application in tissue engineering. Most
attention is paid to two promising representatives of polypyrrole and polyaniline. The aim
of the practical part was the preparation of colloidal dispersions and films based on
polypyrrole and chitosan. The size of the colloidal particles was determined and the
conductivity of the prepared colloidal films was measured. Furthermore, the
biocompatibility of the prepared materials was tested. The cytotoxicity of the colloidal
dispersions was determined by MTT assay. In addition to cytotoxicity, the ability of
NIH/3T3 and ES-R1 cell lines to proliferate on the prepared colloidal films was also
investigated. The results show that the materials based on polypyrrole and chitosan are

conductive and show good biocompatibility for both cell lines used.

Keywords: chitosan, conducting polymers, colloidal dispersion, colloidal film, polypyrrole,

tissue engineering
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UvVOD

Tkanové inzenyrstvi je vyvijejici se obor, ktery mé potencial poskytovat trvala feseni
poskozeni a ztraty tkané miliontim lidi kazdy rok. Zakladni ptistup k tkdnovému inzenyrstvi
zahrnuje pouziti bungk, scaffoldii a signdlnich faktorti, samotnych nebo v kombinaci. Mira
uspésnosti tkanového inzenyrstvi je zavisla na schopnostech scaffoldit napodobovat funkei
extracelularni matrix (ECM) specifické tkan¢ a poskytovat kompatibilni prostiedi pro
regeneraci tkani a transplantaci orgdnti. Dosud byly vyvinuty riizné typy biomaterialovych
scaffoldu, bud’ ptirodniho nebo syntetického ptivodu. Za ticelem vyroby elektricky vodivych
konstruktti pro regeneraci nervovych, svalovych a srdec¢nich tkdni jsou v dne$ni dobé

atraktivni vodivé polymery (Liang and Goh, 2020).

Vodivé polymery vcetné polyanilinu (PANI) a polypyrrolu (PPy) byly rozséhle
zkoumany pro kultivaci bungk citlivych na elektrické impulzy. Mezi polymery ptitahuje PPy
zvlastni pozornost pro své laditelné elektrické vlastnosti, biokompatibilitu, dobrou
environmentalni a tepelnou stabilitu, snadnou syntézu a dobré mechanické vlastnosti. Navic
implantovany PPy vykazoval regeneraci neuront a riist axontl s minimalni imunitni reakci
in vivo (Manzari-Tavakoli et al., 2020). Pii pouziti vodivych polymeri v tkanovém
inZenyrstvi vSak existuji prekazky. Jednim z omezeni pouziti je jejich vlastni neschopnost
degradovat, coz miiZze zpiisobit indukci chronického zanétu. Navic kiehkost, hydrofobnost,
Spatna rozpustnost a zpracovani ztéZuje pouZziti samotného vodivého polymeru. VétSina
studii se proto zameéfila na konstrukci vodivych polymeri na bazi kompozitd.
Biokompatibility a biodegradacnich vlastnosti vodivych polymerta se obecné dosahuje jejich
zaClenénim do pfirodnich biodegradovatelnych sloucenin, jako je napiiklad chitosan

(Ahmad Ruzaidi et al., 2021).

Chitosan, odvozeny od chitinu, je unikatni ptirodni polysacharid se strukturni podobnosti
s glykosaminoglykany extracelularni matrice. Diky vynikajicimi vlastnostem jako je
biologickéd rozlozitelnost, biokompatibilita a antimikrobidlni aktivita se aktivné pouziva
v tkdnovém inZenyrstvi a regenerativni medicingé, bud’ jako samotny biomateridl nebo

v kombinaci s jinymi polymery (Sultankulov et al., 2019).
Diplomova prace je zaméfena zejména na vlastnosti vodivych polymert a jejich mozné
vyuziti v tkdnovém inZenyrstvi. V praktické ¢asti byly ptipraveny koloidni disperze a vodivé

filmy na bazi PPy a chitosanu. Cytotoxicita pfipravenych koloidii byla vyhodnocena pomoci
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MTT testu. Déle byla sledovana proliferace mysich embryonélnich fibroblasti (NIH/3T3) a
mysich embryonalnich kmenovych bunék (ES-R1) na vodivych filmech.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANOVE INZENYRSTVIi

Tkanové inzenyrstvi (TE) lze povazovat za jednu z védeckych platforem regenerativni
mediciny. Slibuje ndhradu konvencnich zpiisobt 1écby, jako jsou transplantace organd,
umélé implantaty atd. Jednad se o tvorbu novych tkdni zdmérnou a fizenou stimulaci
vybranych cilovych bunék prostfednictvim systematické kombinace molekuldrnich
a mechanickych signall, a to zejména pro terapeutické rekonstrukce lidského téla (Langer

and Vacanti, 2016).

1.1 Od historie po soucasnost

Jedna z prvnich experimentdlnich studii tkanového inZenyrstvi tykajici se oblasti
transplantaci byla publikovana v roce 1988. V této studii védci nasadili fetalni a dosp¢lé
potkani a mys$i hepatocyty, bunky pankreatickych ostrivki a buiikky z tenkého stfeva na
syntetické leSeni. Tyto skelety — scaffoldy se skladaly z biologicky odbouratelnych polymert
organizovanych do propletenych vldknitych siti napodobujici funkéni tkané.
Zivotaschopnost bunék na polymernim scaffoldu se lisila v zavislosti na typu polymerniho
materidlu. Az 90 % zivotaschopnost bunék byla zaznamenana u polyglactinu 910. Po
4 dnech kultivace byly scaffoldy z bun¢k a polymeru implantovany myS$im a potkaniim do
riznych mist (omentum, mezilopatkovy tukovy polstar, mezenterium). Bylo zaznamenano
celkem Sest ptipadl uspésného ptihojeni hepatocyti a stievnich bun¢k v omentu (Vacanti et

al,, 1988).

B¢hem né¢kolika let po tomto uspe€Sném pokusu bylo zkonstruovano a implantovano
mnoho tkani. Jednim z nejznamé;jsich ptipadl bylo vytvoreni umélého ucha v roce 1997.
Syntetické leSeni ve tvaru vné&jSiho ucha bylo naockovano bovinnimi chondrocyty
a implantovano pod kizi mysi. Po 12 tydnech histologie ukéazala Zivotaschopné a fungujici
chondrocyty, tvorbu chrupavky a novou extracelularni matrici (ECM), kterd nakonec zcela
nahradila pivodni syntetické leSeni (Orlando et al., 2011). V roce 1991 se mlady pacient
s Polandovym syndromem, vrozenou malformaci hrudniho koSe a absenci hrudni kosti, stal
prvnim ¢lovékem, ktery dostal implantat ur¢eny k nahradé chybéjici kosti. Tento implantat
byl sloZeny z autolognich chondrocytl nasazenych na leSeni z poréznich polymernich vldken

(Vacanti, 2006).

Dnes je TE prosperujici oblasti. Témét kazda tkan lidského téla byla studovana z hlediska
moznosti nahrazeni zivymi tkanovymi strukturami. Kazdy rok vice klinickych studii ukazuje

uspech vedouci ke klinické aplikaci. Stale vSak existuji znacné technické problémy, které je
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potfeba v této oblasti ptfekonat, jako je naptiklad efektivni vyroba biokompatibilnich

materiald, neimunogenni univerzalni bunééné linie a dalsi (Langer and Vacanti, 2016).

1.2 Pristupy tkanového inzenyrstvi

Tkané se skladaji ze specifickych typt bunék, extracelularni matrix a lokalnich signalnich
molekul, které dohromady tvoii jejich vlastni komplexni mikroprostiedi. Existuje nékolik
pristupt tkanového inzenyrstvi, které se zametuji jak na reprodukci tohoto mikroprostiedi,
tak na jeho uCinnou obnovu v poskozené tkani. Zakladni strategie TE lze vSak rozdélit

na metody zalozené na leSeni a metody bez leSeni (Ahmed et al., 2018).

1.2.1 Aplikace biomaterialii jako leSeni

Scaffoldy jsou struktury fungujici jako templaty pro tvorbu tkané tim, ze umoziuji
buitkkdm adherovat, migrovat, proliferovat a produkovat extracelularni matrix. Mohou byt
vyrobeny ze syntetickych nebo absorbovatelnych, ptirozené se vyskytujicich, biologickych,
degradovatelnych nebo nedegradovatelnych polymernich materialti. Pouziti scaffoldii
umoznuje zachovat prostor a stabilizovat ranu in vivo, coz je nezbytné pro uspéSnou
a efektivni regeneraci. Navzdory vyhodam, které scaffold poskytuje, mize mit pouZiti
samotného scaffoldu neptiznivé ucinky, které se mohou projevit sniZzenim zivotaschopnosti

bun¢k v disledku zhorSené diftize zivin a biodegradaci materialu (Zurina et al., 2020).

1.2.2 Vyuziti bunék pro tvorbu umélych tkani a organu

V pfiistupech bez scaffoldu mohou byt bunky zavadény lokalné nebo dokonce
i systémove. Pfima aplikace bun¢k vsak brani jejich terapeutickému ptisobeni v dusledku
bunééné disperze a Sifeni do jinych tkani. Bunky Ize také podédvat prostfednictvim techniky
bunécnych listd nebo trojrozmérnych bunéénych mikrosfér. Techniku bunéénych listl 1ze
popsat jako dvourozmérné (2D) samoorganizované mnohobunécné ndplasti a 1ze je ve své
struktufe a kolektivnim chovani pfirovnat k bunéénym listim v embryonalnim vyvoji

(Zurina et al., 2020).

1.2.3 Aplikace leSeni a signalnich molekul

Procesy tvorby novych tkani a uklddani extracelularni matrix jsou regulovany fadou
rustovych faktori a biomolekul. Rastové faktory (RF) jsou rozpustné difuzni signélni
polypeptidy, které hraji zasadni roli v bunéném riistu, diferenciaci a proliferaci. Jejich

ptidani ke konstruktu leSeni pro regeneraci tkané byva mnohdy nezbytné. Bylo zjisténo, Ze
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RF indukuji neovaskularizaci a zajist'uji adekvatni ptisun zivin do vyvijejicich se tkani. V
dnesni dobé¢ jsou jako ristové faktory hodné pouzivané kostni morfogenni proteiny, zakladni
fibroblastové rustové faktory a vaskuldrni epitelialni rastovy faktor. Aplikace RF je
provadéna napiiklad pomoci DNA plazmida kodovanych genem pozadovaného RF nebo
zavedeni genu kédujiciho konkrétni RF do specifického bunééného typu pomoci vektoru

(Sharma et al., 2019).

1.2.4 Vyutziti scaffoldii, bunék a signalnich molekul

Pouziti leSeni, bun¢k a signalnich molekul dohromady je nejcastéji vyuzivany piistup
v tkdnovém inzenyrstvi. Tato leSeni posetd bunkami se bud kultivuji in vitro, aby se
syntetizovaly tkané, které pak mohou byt implantovany do poranéného mista, nebo jsou
implantovany piimo do poranéné¢ho mista, kde je pomoci vlastnich systémil téla indukovéana
regenerace tkani nebo organti in vivo. Tato kombinace bunck, signalll a scaffoldu je Casto

oznacovana jako tridda tkanového inzenyrstvi viz schéma na Obrazku 1 (O’Brien, 2011).
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Obrézek 1 Principy tkanového inzenyrstvi (upraveno podle O’Brien, 2011)
1.2.5 Technologie genové aktivované matrice (GAM)

Strategie dodavani leSeni a biosignalli vyzaduje také piimé piidani ristovych faktort,
které vSak maji kratky biologicky polocas. Jsou vyzadovany vysoké a opakované davky

rustovych faktorii, coz ma za nasledek vysoké ndklady a potencidlné nezadouci vedlejsi


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/repeated-drug-dose
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klinické ucinky, jako je heterotopicka osifikace, zvysené riziko rakoviny, hypotenze a edém.
Ptistupy tkanového inzenyrstvi tedy byly rozsifeny o technologii genové aktivované matrice
(GAM), kdy se jedna o ptimy pienos genil vsazenych do leseni. Jednou z vyhod je fizena
a prodlouzena exprese proteinu v priabéhu Casu bez opakovanych davek v misté opravy
tkané. GAM v podstaté slouzi jako sklad pro geny a zaroven poskytuje strukturalni podporu
a vhodné mikroprostiedi pro tvorbu nové tkan€. Vyvoj genovych vektord s nizkou
cytotoxicitou a uspokojivou ucinnosti genové transfekce, stejné¢ jako zplsoby zavedeni
genovych vektorti do vhodného leseni bezpecnym a ti¢innym zptisobem vSak vyzaduji hlubsi

prazkum (He et al., 2022).

1.3 Zdroje a typy bunék pro tkanové inzenyrstvi

Navzdory  pokroku v pfipravé biomateridli s vhodnymi  mechanickymi
a biologickymi vlastnostmi, ¢i pokroku v sestaveni bioreaktori pro generovani spravného
tkanového mikroprostiedi, zistava zdroj bunék, které tvoti tkadné, velkou vyzvou pro oblast
tkanového inzenyrstvi (Bajpai and Andreadis, 2012). Zdroj bun€k pouzivanych v TE zcela
zavisi na tkani nebo organu, ktery mé byt regenerovan, a na pfirozeném regeneracnim
potencialu konkrétniho mista. Buiiky pouzivané v tkanovém inzenyrstvi mohou byt Cerstve
1zolované buniky odebrané z jiného mista a umisténé pfimo do mista defektu, dale bunky
nasazené na leSeni sestavené in vitro nebo jednoduse lokalni buiiky, které jsou blizko mista

defektu a jsou schopny se zapojit se do regenerace tkan¢ in situ. (Laird et al., 2021).

RozliSujeme hlavni tfi typy bunéénych zdroji uvaZzovanych v tkdnovém inZenyrstvi a to
autologni (buniky pacienta), alogenni (darcovské bunky) nebo xenogenni (odvozené ze
zvitecich bunék). Za nejméné bezpecné jsou povazovany xenogenni buiiky, protoZe byly
hlaSeny ptipady vyskytu praseciho endogenniho retroviru u prasat. Piestoze se autologni

wevr

nebo tézce nemocnych (Sharma et al., 2019).

Cilem je najit idealni bunéény zdroj, ktery lze snadno izolovat, je schopen expanze a lze
jej kultivovat za ucelem exprese a syntézy molekul specifickych pro danou tkan. Somatické
buiiky, jako jsou osteoblasty a chondrocyty, byly mezi prvnimi bunéénymi zdroji, které byly
pouzity v ruznych aplikacich tkanového inzZenyrstvi. Diferencované bunky vSak maji
relativné vysokou spotiebu kysliku a nizky potencial pro expanzi (T. Brown et al., 2013).
VétSina studii v dneSni dobé se zamétuje na kmenové buiiky, které jsou multipotentni a lze

je izolovat z velkého mnozstvi tkdni (Chung and Burdick, 2009).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-expression
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1.3.1 Kmenové burky

Jedny z nejslibnéjSich bunck pro tkanové inzenyrstvi jsou kmenové bunky. Jedna se
o nediferencované bunky pfitomné v embryonalni, fetdlni a dospé€lé fazi Zzivota
a davaji vzniknout diferencovanym buiikam, které jsou stavebnimi kameny tkani a organt.
V postnatalnim a dospélém stadiu zZivota se tkdnove specifické kmenové buiniky nachazeji
v diferencovanych organech a pomadhaji pfi opravé po poranéni orgadnu. Mezi dospélé
kmenové bunky fadime naptiklad hematopoetické kmenové bunky schopné diferenciace na
vSechny krvinky a mezenchymalni kmenové buiiky MSC, ze kterych mohou vzniknout kosti,
chrupavky a tukové tkané. MSC také tvoii dilezitou ¢ast hematopoetického stromatu, ale
nemohou se diferencovat na krevni buiikky. Hematopoetické kmenové bunky byly prvni
kmenové bunky, jejichZ existence byla potvrzena funkénimi testy a zdroven prvni kmenové

buiiky, které se zaCaly uplatinovat v mediciné (Lagarkova, 2019).

Hlavni charakteristiky kmenovych bun¢k jsou sebeobnova (schopnost extenzivné se
mnozit bez ztraty diferencia¢niho potencidlu) a potence (schopnost diferencovat se na rizné
typy bunék). Kmenové bunky také vylucuji rizné druhy trofickych faktort, které mohou
regulovat imunitni odpovéd’ nebo upravovat bunécné mikroprostiedi pro regeneraci tkani,
coz jim dava vyrazné vyhody oproti termindln¢ diferencovanym buiikdm. Kromé toho
mohou byt vSechny tyto buiniky geneticky modifikovany pro ziskdni pozadovanych
vlastnosti. Kazda jednotliva dcefina butika se mize symetricky delit na dalsi kmenové buiky
nebo se diferencovat na jednu nebo vice specializovanych bunék, v zavislosti na pluripotenci
kmenové bunky, pfi zachovani populace tkanovych bunék. K asymetrickému déleni dochazi,
kdyZ kmenova bunika generuje identickou dcetfinou buiiku a druhou diferencovanou dcetfinou
buiiku. Tento proces umoziuje opravu a regeneraci organll pii zachovani populace

kmenovych bunék viz Obrazek 2 (Kolios and Moodley, 2013).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Unipotentni kmenové buriky Pluripotentni kmenové buriky
,/ (@) (@) (@
§/ 8 } ’
WL i
q

! ! ! ? ?
@ wh @'0 Sebeobnova @ =+ @ b @' Sebeobnova

Obrazek 2 Kmenové buiiky — sebeobnova a diferenciace (upraveno podle Takahashi and
Yamanaka, 2006)

1.3.1.1 Typy kmenovych bunék podle diferenciacniho potencidlu

Kmenové buiiky lze na zaklad¢ diferenciacniho potencidlu kategorizovat do 5 skupin:

totipotentni, pluripotentni, multipotentni, oligopotentni a unipotentni.

Totipotentni neboli omnipotentni buiiky jsou nejvice nediferencované buiilky a nachéazeji
se v raném vyvoji. Oplodnény oocyt a buniky prvnich dvou dé€leni jsou totipotentni buiiky,
které se dale diferencuji na embryondlni i extraembryondlni tkdné, ¢imz tvofi embryo
a placentu. Pluripotentni jsou bunky, které maji schopnost diferenciace na typy bunék
reprezentujici vSechny tfi zarodecné vrstvy. Mezi pluripotentni kmenové buniky miiZzeme
zatadit napt. embryonalni kmenové buiiky (ESC), které jsou odvozeny z kultur bunék vnitini
bunécné hmoty blastocysty. Objev a izolace lidskych ESC oteviely nové dveie ve vyzkumu
vyvoje tkdni a mnoha rlznych chorobnych stavii. MozZzné riziko imunogenicity,
tumorigenicity a také etické problémy tykajici se pouziti lidskych embryi vSak stale limituji

jejich pouziti v klinice (Shokeir, Harraz and El-Din, 2010).

Dalsi skupinou jsou multipotentni kmenové bunky, které se nachdzeji ve vétsing tkani
dospé€lého organismu a diferencuji se na bunky z jediné zarodecné vrstvy. MSC jsou nejvice
uznavanymi multipotentnimi bunikami. Tyto buiiky se mohou diferencovat na tkan
odvozenou z mezodermu, jako je tukova tkan, kostni, chrupav¢itd a svalova. Oligopotentni
kmenové bunky jsou schopné tvofit 2 nebo vice linii v ramci specifické tkane.
Hematopoetické kmenové buiiky jsou typickym piikladem oligopotentnich kmenovych

bunck (Lagarkova, 2019). Kmenové bunky schopné diferencovat se pouze do jednoho
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specifického bunécného typu a tim tvofit jedinou linii nazyvame unipotentni (Miiller,

Lemcke and David, 2018).

Ve vyzkumu Takahashi a Yamanaka v roce 2006 se podafilo vytvofit pluripotentni buiiky
preprogramovanim somatickych bunck, konkrétné mysSich fibroblasti. Tyto bunky se
nazyvaji indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC) a maji podobné vlastnosti jako
ESC (Takahashi and Yamanaka, 2006). Neomezeny expanzni potencial iPSC a absence
etickych problému z nich tak ¢ini cenny bunécny zdroj pro tkanové inzenyrstvi. Krome toho
neexistuji zadna skute¢na omezeni pro vyrobu iPSC ve velkém méftitku (Azari et al., 2022).
Zbyva vsak vyfesit mnoho dulezitych otazek, jako jsou rozdily mezi riznymi liniemi iPSC
v diferenciacnich a expanznich schopnostech a vhodné stddium diferenciace bun¢k pro

specifické aplikace tkanového inzenyrstvi (Bakhshandeh ef al., 2017).

1.3.2 Bunécné kultury

Jiz vice nez stoleti se dvourozmérné (2D) bunécné kultury pouzivaji jako in vitro modely
ke studiu bunéénych odpovédi na stimulace z biofyzikalnich a biochemickych podnéti.
Bunééné kultury jsou uchovavany ve specidlnich miskdch s médiem obsahujicim
pozadované Zziviny, rustové faktory a hormony umisténych v piisné¢ kontrolovanych
teplotnich podminkéch, obvykle pii 37 °C (Biatkowska et al., 2020). Rist bunék ve 2D
monovrstvach umoziuje piistup k podobnému mnozstvi zivin a rastovych faktort
pritomnych v médiu, coz vede k homogennimu rustu a proliferaci. Tato vlastnost ¢ini tyto
platformy atraktivni pro biology a klinické uzivatele diky jednoduchosti a G¢innosti. Za
urcitych okolnosti vSak mohou 2D systémy vést k biologickym aktivitim bunék, které se
znateln€ odchyluji od reakce in vivo, jelikoz buiiky v nasem téle provadéji bioaktivity
v reakci na stimulaci z vysoce komplexniho 3D mikroprostiedi. Dobfe navrzené
mikroprostiedi v tkdflovém a bunécném inzenyrstvi mize byt pouzito k podpoie proliferace,

migrace, produkce matrice a diferenciace kmenovych bunék (Duval et al., 2017).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

1.4 Scaffoldy a pozadované vlastnosti

LesSeni jsou umé¢lé struktury, na které mohou byt nasazeny buiiky a které jsou schopné
podporovat tvorbu trojrozmérné tkan€, dokud bunky nevytvoii adekvatni extracelularni
matrici (ECM). ECM je smés biomolekul produkovanych bunikami, které tvoti konkrétni
tkan. Obsahuje rizné proteiny a vldkna, vcetné¢ signalnich proteinii, proteoglykand,
retikularnich vldken, adheznich proteinii, kolagenovych vlaken a elastickych vlaken, z nichz
mnohé piispivaji k mife tuhosti ECM. Konkrétni slozeni ECM zavisi na mnoha parametrech
vcetné pH, genové expresi, aplikovanych mechanickych silach a kysliku pottebného pro
spravnou funkci. VSechny soucasti ECM jsou nezbytné pro udrzeni biologické, fyzikalni
a mechanické signalizace, ktera fidi zakladni bunééné funkce vcetné diferenciace, adheze,
migrace, apoptdzy, polarity, genové exprese, proliferace a morfogeneze tkani. Optimalni
leSeni by mélo napodobovat strukturalni a mechanicko-chemické vlastnosti fyziologického
ECM. Materialové vlastnosti, jako je topografie, porovitost a biokompatibilita jsou ¢asto
limitujicim faktorem pro adhezi bunck na skeletech pro tkanové inzenyrstvi (Laird ef al.,

2021).

1.4.1 Architektura leSeni

Trojrozmérna struktura s propojenou siti poérti a vhodnou povrchovou chemii je stézejni
pro bunécny rust a pritokovy transport Zivin a metabolického odpadu. Propojené pory
umoziujici migraci bunék a zlepsuji dostupnou povrchovou plochu pro vazbu mezi buitkami
a skeletem a interakci s okolnimi tkanémi. Bunky primarné interaguji se scaffoldy
prostiednictvim chemickych skupin (ligandl) na povrchu materidlu. Scaffoldy
syntetizované z ptirodnich extraceluldrnich materialti (napf. kolagenu) pfirozen& obsahuji
tyto ligandy ve formé Arg-Gly-Asp vazebnych sekvenci, zatimco leSeni vyrobené ze
syntetickych materidld mohou vyzadovat zamérné zaclenéni téchto ligandl, naptiklad
adsorpci proteind. Hustota ligandu je ovlivnéna specifickym povrchem, tj. dostupnym
povrchem v poru, ke kterému mohou buniky pfilnout. To zavisi na stfedni velikosti port
v leSeni. Pory tedy musi byt dostatecné velké, aby umoznily bunkdm migrovat do struktury,
kde se nakonec navdzou na ligandy ve skeletu, ale dostate¢né malé, aby vytvofily vysoky
specificky povrch, coz vede k minimalni hustoté ligandu, ktera umozni u¢innou vazbu
kritického poctu bun€k na scaffold. Proto pro jakékoli leSeni existuje kriticky rozsah
velikosti por, které se mohou lisit v zavislosti na pouzitém bunécném typu a tkani (O’Brien,

2011). Naptiklad bylo dokdzano, Ze leSeni s velikosti pori blizkou 300 um podporuji



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

osteogenezi diky vyssi permeabilité a potencialu pro vaskularizaci, zatimco mensi velikosti
p6rt blizici se 100 um jsou piiznivejsi pro chondrogenezi. Ukazalo se také, ze zvySena
makroporozita leSeni zlepSuje angiogenezi in vivo, zatimco mikroporozita (pory s pramérem
mensim nez 10 um) mize zlepsit interakce mezi buitkami a skeletem, coZ ma za nasledek

osteogenni U¢inky (Karageorgiou and Kaplan, 2005).

1.4.2 Mechanické vlastnosti

LeSeni by mélo slouzit jako doCasna mechanicka opora a vlastnosti by mély odpovidat
tkdnim v misté implantace. Pokud leSeni neni schopno replikovat mechanické sily prenasené
na bunky za fyziologickych podminek, mohou byt buiky stimulovany k diferenciaci
od pozadované linie smérem k nezddoucimu fenotypu. Mechanickd vlastnost, kterd je
dualezitd pro udrzeni strukturalni stability biomateridlu, je vSak Casto ohroZena v disledku
zvySené poréznosti a nedostate¢né kapacité pro vaskularizaci (Malafaya et al., 2008). Nelze
také opomenout elasticitu leSeni a odolavani cyklickému mechanickému namahani bez
jakéhokoli poruseni nebo jakékoli jiné trvalé deformace pro aplikace elastickych tkani, jako
jsou krevni cévy, kize, srde¢ni chlopné, chrupavka, Slacha a mocovy méchyt (Croisier and

Jérome, 2013).

1.4.3 Biokompatibilita, bioaktivita a rozloZitelnost

Scaffoldy a produkty vznikajici pti jejich degradaci musi byt predev§im biokompatibilni.
To vyzaduje, aby materialy skeletu byly netoxické pro buiiky, snadno byly odbourdny, a aby
svou pfitomnosti vyvolaly zanedbatelnou imunitni odpovéd. Musi se vSak jednat
o materialy, které mohou interagovat s hostitelskou tkani a vazat se na ni. Dulezité také je
zahrnuti biologickych podnéti a ristovych faktort ke stimulaci bunééného vrastani, adheze
a diferenciace. Cilem tkanového inzenyrstvi je umoznit télu vlastnim buiikdm produkovat
vlastni extracelularni matrix, aby ¢asem nahradily implantované leSeni nebo konstrukt
tkanového inZenyrstvi. Scaffoldy nejsou urcéeny jako trvalé implantaty, proto musi byt
biologicky odbouratelné napiiklad enzymatickymi procesy s fizenou rychlosti degradace
a resorpce, aby odpovidala rastu bunck/tkané in vitro a in vivo. Degradacni produkty by

mély byt netoxické (Alegret, Dominguez-Alfaro and Mecerreyes, 2019).

Kone¢nym kritériem pro leSeni v tkdflovém inZenyrstvi, na kterém zavisi vSechna vysSe

uvedena kritéria, je vybér biomateridlu, ze kterého by leSeni mélo byt vyrobeno.
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2 BIOMATERIALY

Biomaterial je definovan jako material ur¢eny k propojeni s biologickymi systémy
k hodnoceni, 1é¢b¢, rozsiteni nebo nahrazeni jakékoli tkané, organu nebo funkce téla. Navrh
a vybér biomateridlu je kritickym krokem ve vyvoji scaffoldi pro tkanové
inzenyrstvi. Obecné by idedlni biomateridl mél byt netoxicky, biokompatibilni, schopny
podporovat piiznivé bunécné interakce a vyvoj tkani, pficemz by mél mit odpovidajici
mechanické a fyzikalni vlastnosti (Mano et al., 2007). Rizné biomateridly maji rizné
fyzikélni a chemické vlastnosti a mohou byt zpracovany do riznych tvarti (napft. filmy, pény,
gely a castice). Mohou byt pouzity samostatné nebo jako soucast kompoziti/hybridd za
ucelem vylepSeni jejich vlastnosti. Typicky se pfi vyrobé leSeni pro tkanové inzenyrstvi
pouzivaji skupiny biomateriali jako jsou kovy, keramika, syntetické polymery a ptirodni

polymery (Municoy et al., 2020).

2.1 Kovy

Kovové scaffoldy jsou studovany zejména pro TE tvrdych tkéni kvili jejich vhodnym
mechanickym vlastnostem ve srovnani s biologicky odbouratelnymi polymernimi materialy.
Nékolik biologicky kompatibilnich kovovych materialt, jako jsou nerezové oceli, slitiny
kobaltu, titanu a hofciku se bézné pouzivaji jako implantdty pii ortopedické
a zubni 16¢b&. Casto se pouzivaji k ndhradé a regeneraci poskozenych kosti nebo k zajisténi
strukturalni podpory hojeni kostnich defekti. Z béznych kovovych biomaterialti je hotcik
atada jeho slitin G¢innych diky svym mechanickym vlastnostem blizkym lidské kosti, jejich
pfirozenému iontovému obsahu, ktery miize mit dulezitou funkcni roli ve fyziologickych
systémech, a jejich in vivo biodegrada¢ni vlastnosti v télesnych tekutinach. Diky tomu
mohou byt slitiny na bazi hoi¢iku pouzity jako biokompatibilni, bioaktivni a biodegradabilni

leSeni pro nosné aplikace (Yazdimamaghani et al., 2017).

2.2 Keramika

Keramicka leSeni, jako je hydroxyapatit a fosforeCnan vapenaty, se pouZzivaji naptiklad
pro aplikace regenerace kosti. Vykazuji vynikajici biokompatibilitu diky své chemické
a strukturni podobnosti s mineralni fazi ptirozené kosti. Keramika také podporuje
diferenciaci a proliferaci osteoblastii. Ac¢koli je hydroxyapatit primarni slozkou kosti a mtze
se zdat jako ideédlni nahrada kostniho Stépu, neni kontrola nad rychlosti jeho degradace

(O’Brien, 2011). Existuje fada komer¢né dostupnych syntetickych ndhrad kostnich $tépt na
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bazi kompozitu pievazné kolagenu a fosfore¢nanu vapenatého, vétSinou pouzivané pro
dentalni aplikace a pro opravy kloubli a zlomenych kosti. Tyto kompozity maji slozeni
podobné piirozené kostni tkani a maji potencial dosdhnout zlepsenych mechanickych

vlastnosti kombinujici pevnost keramiky s flexibilitou polymera. (Vukajlovic et al., 2019).

2.3 Syntetické polymery

Polystyren, kyselina polymlécna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA), kopolymer
kyseliny mlécné a glykolové (PLGA) a polykaprolakton (PCL) jsou piiklady syntetickych
polymert, které byly pouzity na vyrobu scaffoldi. Vyhodami téchto materidli jsou
predvidatelné a reprodukovatelné, mechanické a fyzikalni vlastnosti, jako je pevnost, modul
pruznosti ¢i rychlost degradace. Vyroba je vzhledem k funkcim levna. Naopak nevyhodami
jsou snizena bioaktivita a vétsi riziko nezddouci imunologické odpovédi. Existuji také
obavy z procesu degradace PLGA a PGA, pfi které je produkovan oxid uhli¢ity a tim
snizovano pH v misté aplikace scaffoldu, coz mtize vést k nekroze bunék a tkani. Syntetické
polymerni scaffoldy jsou Siroce kombinovany s pfirodnimi polymery, pfirozen¢ izolovanymi
proteiny nebo peptidy, aby se zlepSila naptiklad hydrofobnost, pfichyceni bun€k a biologicka

odbouratelnost (Janouskova, 2018).

V mnoha studiich bylo prokazano, Ze malé elektrické proudy stimuluji tkanové reakce,
jako je opétovny rist a hojeni ran. Téch bylo dosaZeno pomoci kovovych elektrod, které jsou
inherentné nekompatibilni s biologickymi tkanémi. Existuje vSak zajimavéa skupina
organickych vodivych polymerli, které poskytuji elektrickou stimulaci a zéaroven
biokompatibilitu (Ateh, Navsaria and Vadgama, 2006). Této skupin€¢ polymert bude

vénovana zvlastni kapitola.

2.4 Prirodni polymery

Pfirodni polymery jsou polymery produkované biologickymi systémy, jako jsou
mikroorganismy, rostliny a zvifata. Lze je klasifikovat jako proteiny (hedvabi, kolagen,
Zelatina, fibrinogen, elastin, keratin, aktin a myosin), polysacharidy (celuloza, amyloza,
dextran, chitin a glykosaminoglykany) nebo polynukleotidy (DNA, RNA)
(Dhandayuthapani et al., 2011). Jednim z oblibenych pfirodnich polymert pouzivanych

v TE je chitosan, derivat chitinu, kterému bude vénovana zvlastni kapitola.

Na rozdil od syntetickych polymernich leSeni jsou pfirodni polymery biologicky aktivni

a typicky podporuji vynikajici adhezi a rist bunék. Kromé toho jsou také biologicky
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odbouratelné a umoziuji hostitelskym buiikdm v pribéhu casu produkovat vlastni
extracelularni matrici a nahradit degradované leseni. Vyroba leSeni z biologickych materialii
s homogennimi a reprodukovatelnymi strukturami vSak pifedstavuje vyzvu. Struktura
prirodnich polymert je slozitd a stézuje jejich zpracovani v duasledku teplotni citlivosti
a degradaci jeste pred dosahem bodu tani. Kromé toho maji leSeni obecné Spatné mechanické
vlastnosti, coz omezuje jejich pouziti napiiklad v nosnych ortopedickych aplikacich

(O’Brien, 2011).

Vyse popsané vyhody a nevyhody leseni vyrobenych z jednofazového biomaterialu vedly
k vyzkumu vyvoje kompozitnich scaffoldd obsahujicich vice fazi. Rada studii se napiiklad
zaméfila na zavedeni keramiky do leSeni na bazi polymert, zatimco jiné kombinuji
syntetické polymery s pfirodnimi polymery (O’Brien, 2011). Jeden z vyzkumu se zaméfil
na pfipravu nanokompozitu kombinovaného z PGA a kolagenu. Vysledky na zvifecich
modelech ukézaly, ze PGA-kolagenové nanokompozity byly zcela prorosteny buikami
a vaskularizovany do 5 dnti po implantaci. Dobré vysledky také ptinesli studie pro obnovu
chrupavky, kdy bylo sestaveno leSeni z PGA a kyseliny hyaluronové naockované

mezenchymalnimi kmenovymi butikami (Asghari et al., 2017).
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3 CHITOSAN

Chitin je piirodni polymer piirozené se vyskytujici v exoskeletu koryst, hmyzu
a bunécnych sténach hub a je co do mnozstvi hned na druhém misté za celuldozou
nejrozsitenéjsi polysacharid na Zemi. Jedna se o polysacharid slozeny z molekul N-acetyl-
D-glukosaminu, které jsou spojeny 1,4-B-glykosidickou vazbou. Hlavnim derivatem chitinu
je chitosan, ziskany obvykle alkalickou deacetylaci chitinu. Diky stabilni krystalové
struktufe je chitosan rozpustny pouze v kyselych roztocich pod pH 5 (Rinaudo, 2006).
Vzhledem k jeho zanedbatelné toxicité a biologické rozlozitelnosti, naSel chitosan zna¢né
uplatnéni ve farmaceutickém prumyslu. Uvadi se, Ze samotny chitosan ma piiznivé
farmakologické vlastnosti, jako jsou napiiklad hojivé, protinddorové, protiviedové
a hemostatick¢ ucinky, dale mulze také ovliviiovat spermicidni aktivitu, ¢i hladinu
cholesterolu. V posledni dob¢ se pouziva ve farmaceutickém primyslu jako matricova

molekula pro aplikace 1éCiv a v tkanovém inzenyrstvi (Ahsan ef al., 2018).

Chitosan mtZe byt tvarovan do poréznich leSeni pomoci rtiznych jednoduchych postupt,
jako je napftiklad lyofilizace a elektrostatické zvlaknovani. Muze také tvofit smési s fadou
ptirodnich a syntetickych polymert, ¢imz vznikaji leSeni s pozadovanymi vlastnostmi jako
je ptizpusobitelna velikost porti a chemie povrchu. Kationtovéa povaha chitosanu napomaha
tvorb& komplexi s aniontovymi glykosaminoglykany (GAG), v¢etné heparinu a chondroitin
sulfatu. Tyto chitosan-GAG komplexy mohou modulovat aktivitu nckolika rastovych
faktori a cytokinti naptiklad pti regeneraci kosti a chrupavek. Dalsi vyhodou chitosanu je
jeho biologicka odbouratelnost a rychlost jeho degradace lze snadno modulovat stupném
deacetylace. Protoze scaffoldy pouZivané pro rizné tkané vyZzaduji rtzné rychlosti
degradace, tato vlastnost ¢ini chitosan pouzitelny pro téméft vSechny typy tkani. Dostupnost
funk¢nich skupin na chitosanu poskytuje ptilezitost pro konjugaci biologicky aktivnich

molekul, ¢imz podporuje bunécny rist, proliferaci a diferenciaci (Ahsan ef al., 2018).
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4 VODIVE POLYMERY (CP)

Mnoho funkci lidského t€la je regulovano elektrickymi signaly, od nervové soustavy,
srdecniho tepu az po embryonalni vyvoj a opravy tkdni po zranéni. Nervovy systém je
nejvetsi elektricky aktivni infrastrukturou v nasem téle. Vyuziva elektfinu k pienosu
informaci z neuronu na neuron prostfednictvim synapsi, zatimco svalové bunky srdce
produkuji elektrické impulsy, které prochdzeji celym orgdnem, coz vede ke svalové
kontrakci a rytmickym srdecnim tepim. Nekteré tkané, jako je kostni dfen, vyuzivaji
vodivost k regeneraci nové tkané. Proto materidly, které se spojuji s elektricky aktivnimi
tkanémi pro ucely tkanového inzenyrstvi, musi byt také vodivé, aby se zlepsila biologicka
odpovéd’ na vnéj$i podnéty (Alegret, Dominguez-Alfaro and Mecerreyes, 2019). Rozséhlé
experimentalni studie na Sirokém spektru bunék, jako jsou mezenchymalni kmenové, kostni
a chrupavkové, nervové a srdeCni buiky, dokazaly, ze elektrickd stimulace ovliviiuje
zakladni chovani buné¢k (tj. bunéénou adhezi, proliferaci, diferenciaci a migraci) (Zarei et

al., 2021).

Elektroaktivni biomaterialy jsou soucésti nové generace ,,chytrych® biomaterili, které
umoziuji pfimou dodavku elektrické, elektrochemické a elektromechanické stimulace do
bunék. Do této skupiny jsou zahrnuty vodivé polymery, elektrety, piezoelektrické
a fotovoltaické materialy. Elektrety a piezoelektrické materidly umoziuji dodéni
elektrického stimulu bez potieby externiho zdroje energie, ale kontrola nad stimulem je
omezend. Na druhé stran€ vodivé polymery umoziuji vynikajici kontrolu nad elektrickym
stimulem, maji velmi dobré elektrick¢é a optické vlastnosti, maji vysoky pomér
vodivosti/hmotnosti a na rozdil od béZnych anorganickych a kovovych vodivych materialt
mohou byt biokompatibilni, hydrofilni (40-70° kontaktni thel s vodou podporuje adhezi
bunék) biologicky odbourateln¢ a porézni (Balint, Cassidy and Cartmell, 2014).
Kombinovana elektrickd a iontova vodivost CP je jednou z jejich nejatraktivnéjSich
vlastnosti pro biologické aplikace. Diky iontové vodivosti mize byt elektricky signal
pfeveden na iontovy signal, ktery je pfirozenym komunika¢nim systémem v burnikach. Timto
CP ptekonavaji dalsi dualezité omezeni anorganickych materidld, a to iontovou
nepropustnost. Kromé toho maji CP schopnost zachycovat a fizené¢ uvoliiovat biologické
molekuly (tj. reverzibilni doping). Vyhodou je také snadna syntéza a ptizptisobeni fyzikalné-
chemickych vlastnosti CP konkrétnim potfebam, a to jednoduchou zménou podminek

polymerace nebo jejich redoxniho stavu (Guo and Ma, 2018).
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Vzhledem k vySe popsanym vlastnostem byly CP oznaceny jako materidly s velkym
potencidlem v mnoha biomedicinskych aplikacich, v¢etné biosenzord, systémii dodavani
1€k, technologii elektrické stimulace a tkanového inzZenyrstvi (Guimard, Gomez and
Schmidt, 2007). K naplnéni skutecného potencidlu CP je vsak tieba Celit nékolika vyzvam,
zejména tém, které jsou spojeny s elektrochemickou stabilitou CP, a které jim umoziuji
pracovat za fyziologickych podminek pii zachovani jejich vynikajicich fyzikalné-

chemickych vlastnosti (Imae and Krukiewicz, 2022).

4.1 Mechanismus elektrické vodivosti CP

Pocatecni prace na vodivych polymerech byly vyvolany pozorovanim vodivosti
polyacetylenu. Tento polymer, ktery je za normdlnich okolnosti pouze polovodié, je pfi
oxidaci pomoci par jodu schopen zvysit svoji vodivost az 10 milionkrat. ProtoZe je obtizné
polyacetylen syntetizovat a na vzduchu je nestdly, pfesunula se pozornost na
polyheterocykly, vodivé polymery s dobrou stabilitou a vysokou vodivosti, a to zejména
polypyrrol (PPy), polyanilin (PANI) a polythiofeny (PT), jejich derivaty a kompozity.
Celkem dnes existuje vice nez 25 vodivych polymernich systémi. BéZné CP, jejich zkratka

a vodivost jsou uvedeny v Tabulce 1 (Balint, Cassidy and Cartmell, 2014).

Tabulka 1 Vodivost vybranych CP (upraveno podle (Guimard, Gomez and Schmidt,

2007)
Vodivy polymer Maximalni vodivost [S-cm™] Druh dopingu
Polyacetylen (PA) 200-1000 n,p
Polyparafenylen (PPP) 500 n,p
Polyparafenylensulfid (PPS) 3-300 p
Polyparavinylen (PPv) 1-1000 p
Polypyrrol (PPy) 40-200 p
Polythiofen (PT) 10-100 p
Polyanilin (PANI) 5 n,p

Obecna struktura CP se skldda z konjugované patefe se stfidajicimi se jednoduchymi
a dvojnymi vazbami. Dvojné vazby zahrnuji m-vazby, které jsou charakterizovany
prekryvajicimi se p-orbitaly. To znamena, Ze neparové elektrony spojené s kazdym atomem

v pateii ve skuteCnosti nepatii zaddnému jednotlivému atomu, ale spiSe se vzajemné
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prekryvaji v orbitalech, a proto se mohou voln¢ pohybovat. Pravé tato delokalizace n-
elektroni a pohyb aniontl nebo kationtd v materidlu poskytuje zaklad pro elektrickou
1 iontovou vodivost. Nejslibnéjsi varianty pro bioelektronické aplikace jsou PPy stejné jako
PT a jejich derivaty. Obrazek 3 (nahote) ukazuje polyacetylenovy fetézec jako piiklad
jednoduchého konjugovaného m-systému a poly(3,4-ethylendixoythiofen) (PEDOT) jako
vazebné struktury. I kdyZ je konjugovana struktura charakteristickd pro vSechny systémy
CP, neni to jediny faktor, ktery urcuje tepelné, mechanické a chemické vlastnosti CP (Heck

etal.,2022).
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Obrézek 3 Struktura polyacetylenu (nahote), poly(ethylendioxythiofenu) (dole)
(Ptevzato podle Heck et al., 2022)

4.1.1 Doping

Doping CP je kritickym aspektem, ktery urcuje elektrochemickou funkénost. Dopanty
jsou nabité molekuly, které jsou elektrostaticky spojeny s pateti CP. Dopovani nastava
v disledku castecné oxidace (p-doping) nebo redukce (n-doping) polymerniho fetézce
prostfednictvim pfidani aniontovych, respektive kationtovych molekul. Vysledkem ¢aste¢né
oxidace (redukce) je vytvofeni nabité ¢astice zvané polaron. Dva polarony v tésné blizkosti
mohou vést k vytvofeni bipolaronu. Tvorba stabilnich polaronovych a bipolaronovych
jednotek je kritickd pro mechanismus vodivosti CP, a proto je vybér dopantu a ucinnost
dopovaciho procesu rozhodujici pro vykon materialti na bazi CP. V praxi je vétSina CP
obvykle modifikovana p-dopingem, protoZe typické n-dopingové molekuly maji Spatnou

stabilitu v atmosférickych podminkach a také nizkou vodivost ve srovnani s dopanty typu p.
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K dopingovému procesu dochazi béhem syntézy a muze byt provadén chemicky,
elektrochemicky nebo fotodopovanim. CP mohou byt dopovany fadou molekul, jako jsou
malé ionty soli, peptidy nebo polymery, vcetné polysacharida a proteinti. Chloridové anionty
se bézn¢ pouzivaji k dopovani CP kvuli jejich biologické kompatibilité. Chemickéd povaha
dopantu neovlivitluje pouze elektroaktivitu, ale ovliviiuje také povrchové a objemové
strukturni vlastnosti. Vétsi biomolekuly jako je kyselina hyaluronova (HA), mohou zménit
hustotu polymeru a vyraznégji ovlivnit vlastnosti, jako je povrchova topografie a fyzikalni
manipulacni vlastnosti. Malé dopanty naopak mohou snadnéji difundovat z CP a mohou byt
vymeénény s jinymi ionty v okolnim prostfedi. Vlastnosti CP (napt. objem) Ize tedy regulovat
prostfednictvim procesu dynamického dopovani a dedopingu, ke kterému dochazi béhem
oxidace a redukce CP (Alegret, Dominguez-Alfaro and Mecerreyes, 2019). Pro zaclenéni
molekul, které nejsou schopné redoxni reakce, jako je vétsina biologickych dopantt, je nutné

syntetizovat/dopovat CP elektrochemicky (Talikowska, Fu and Lisak, 2019).
4.1.2 Self-dopingovy efekt

Dlouhodobé testy elektrochemické stability poukazaly na nestabilitu elektrickych
vlastnosti CP. Napfiiklad vyznamné (95 %) sniZeni vodivosti bylo zaznamenano, kdyz byl
PPy vystaven dlouhodobé (16 h) polarizaci. I kdyz se ukazalo, ze PEDOT je stabilnéjsi nez
PPy, doSlo k vyznamnému sniZzeni nosnosti naboje (30 %) a vodivosti (11 %).
Elektrochemicka nestabilita CP by méla byt spojena se ztratou dopingové molekuly. Toto
omezeni bylo pfekondno ve vyzkumu Yue a Epstein, ktefi syntetizovali samo-dopovany CP,
PANI reakei anilinu s kyselinou sirovou. Jako vysledek byla pozorovana tvorba CP, ve které
byl dopant (sulfonova skupina) kovalentné navazan na kostru PANI. Vodivost tohoto PANI
substituovaného skupinou sulfonové kyseliny byla az 0,1 S-cm™! a jeho elektroaktivita byla
zachovana i v zasaditém prostiedi (Yue and Epstein, 1990). Déle bylo zjisténo, Ze pfitomnost
sulfonovych skupin v hlavnim fetézci CP zlepSuje jeho rozpustnost bez ovlivnéni jeho
vodivosti. Kovalentni vazba mezi PANI a jeho dopantem také omezila riziko vyluhovani
dopantu s ¢asem a jeho migraci, ¢imz se zabranilo potencidlnim cytotoxickym u¢inkiim. Od
té doby je uprava CP tak, aby vykazovala samodopingovy efekt, atraktivnim pfedmétem

vyzkumu (Imae and Krukiewicz, 2022).
4.2 Polymerizacni pristupy

Prvni CP byl syntetizovan pomoci chemické oxidacni polymerace polyacetylenu

v poloviné 70. let. Od té doby bylo vyvinuto nékolik technik pro syntézu CP, vcCetné
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fotochemie, metateze, pyrolyzy a plazmové polymerace. Chemickd a elektrochemické
polymerace vSak zlstdvaji nejcastéji pouzivanymi pfistupy. Jednoduchost téchto technik
umoziiuje kontrolu béhem syntézy CP a prizpisobeni vyslednych vlastnosti.
Nejvyznamnéj$im rozdilem mezi elektrochemickymi a chemickymi metodami syntézy CP
je to, ze tenké CP filmy v fadu 20 nm lze vyrabét pomoci elektrochemickych technik,
zatimco prasky nebo silngjsi filmy se typicky vyrabéji chemickou polymeraci (Balint,

Cassidy and Cartmell, 2014).

4.2.1 Chemicka syntéza

Chemickéd polymerace umoziuje hromadnou syntézu smichanim roztoku monomeru
a oxidacéniho cinidla, jako je chlorid Zelezity (FeCls) a persiran amonny (Liang and Goh,
2020). Tento proces vede k tvorbé praSku nebo filmu polymeru. Zpiisoby chemické syntézy
jsou napftiklad kondenza¢ni polymerace (tj. krokova polymerace) nebo adicni polymerace
(4. polymeraci s ristem fetézce). Kondenzaéni polymerace probiha ztratou malych molekul,
jako  je  kyselina  chlorovodikovd nebo  voda. Radikadlové,  kationtové
a aniontové polymerace jsou piiklady adi¢ni polymerace, které se vyznacuji piisluSnym
radikdlovym, kationtovym nebo aniontovym meziproduktem na reaktivnim konci
polymerniho fetézce béhem syntézy. Chemickd polymerace CP ma tu vyhodu, Ze je
nezavisld na substrdtu a vhodna pro vyrobu vSech CP ve srovnani s elektrochemickymi
technikami. Chemické techniky vSak vedou k tvorb¢ filmu, které po vyrob¢€ ¢asto vyzaduji

dopovani ke zvyseni vodivosti (Green et al., 2008).

4.2.2 Elektrochemicka syntéza

Elektrochemicka syntéza je béZnou alternativou pro vyrobu CP, zejména proto, ze tento
synteticky postup je relativné pifimocary. Elektrochemicka polymerace se provadi pomoci
tiielektrodové konfigurace (pracovni, protilehld a referencni elektroda) v roztoku
monomeru, vhodného rozpoustédla a elektrolytu (dopantu). Proud prochézi roztokem a na
kladné nabité pracovni elektrodé nebo anodé dochdzi k elektrodepozici. Monomery na
povrchu pracovni elektrody podléhaji oxidaci za vzniku radikélovych kationtt, které reaguji
s jinymi monomery nebo radikdlovymi kationty a vytvareji nerozpustné polymerni fetézce
na povrchu elektrody. Je tfeba vzit v Gvahu tadu dulezitych proménnych, véetné doby
depozice a teploty, systému rozpoustédla (obsah vody), elektrolytu, systému elektrod
a depozicniho nédboje. Kazdy z téchto parametri ma vliv na morfologii filmu (tloustku

a topografii), mechaniku a vodivost (Guimard, Gomez and Schmidt, 2007).
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4.3 Polyanilin (PANI)

Jako jeden z prvnich objevenych a nejslibnéjsich konjugovanych CP je PANI, znamy také
jako anilinova ¢ert. K jeho snadné syntéze dochézi prostfednictvim oxidacniho procesu.
PANI existuje v riznych formach podle stupné jeho oxidace, s riznou elektrickou vodivosti.
Casteéné oxidovana struktura zvana smaragdin je zobrazena na Obrazku 4, kde m a n jsou v
poméru 1:1. Tato forma je nejstabilnéjsi a pouziva se hlavné pro senzorové materialy na
bazi PANI. Pernigranilin, plné oxidovana forma, a leukoemeraldin, naopak pln¢ redukovana
forma, jsou nestabilni a existuji pouze za ur¢itych podminek. Pti fyziologickém pH existuje
PANI v dedopovaném, nevodivém stavu, ktery ma omezenou pouzitelnost pro vétSinu
biomedicinskych aplikaci (Imae and Krukiewicz, 2022). Elektricka vodivost zavisi na
podminkach prostiedi, zejména pH, dale na plose povrchu a porovitosti, teplot¢ béhem

polymerace a dopujicich aniontech, jako je chlorid, sulfat, polystyrensulfonat atd (Capakova

et al., 2020).
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Obrazek 4 Chemicka struktura PANI (pfevzato podle Nezakati et al., 2018)

Podle povahy podminek mutze probehnout syntéza PANI v riznych morfologickych
formach, jako jsou nanovrstvy, nanovldkna nebo nanoty€inky. Reakéni doba je klicovym
parametrem pro piipravu materiald PANI. Naptiklad role michani po dobu 48 hodin a déle
vedla k vytvofeni vysoce aglomerovanych jednotek, jako jsou nanovrstvy a nanokvéty.
Nekteré strukturni formy maji vysokou krystalinitu s vysokou vodivosti, coZ umoznuje jejich

vyuziti pro elektronickd zatizeni, véetn¢ senzort vlhkosti (Anisimov et al., 2021).

PANI muze tvofit hybridni kompozity s riznymi biopolymery, které obsahuji kyslikové
a dusikové heteroatomy, jako je celuldza, chitosan, Skrob a alginat, které mohou zvysit
hydrofilitu a vodivost materialu. PANI ma také mnoho vyhod, jako je snadna syntéza, nizka
cena, dobrd environmentalni stabilita a schopnost elektricky pfepinat mezi stavem vodivym
a izolantem. Bohuzel jeho pouziti v biologickych aplikacich je omezeno jeho nedostate¢nou
flexibilitou a Spatnou biologickou odbouratelnosti. Po implantaci PANI byly zaznamenany
pfipady chronického zanétu. PANI byl zkoumdan pro biosenzory, neuralni sondy a fizené

dodavani 1é¢iv. Zkoumani PANI pro aplikace tkanového inzenyrstvi postupovalo pomaleji
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nez vyvoj PPy pro podobné aplikace. V posledni dobé vsak ptibylo vice diikazli o schopnosti
PANI podporovat bunéény rast. Bunécnd kompatibilita je vSak nejspiS specifickd pro

konkrétni bunky a zalezi také na modifikaci PANI (Guimard, Gomez and Schmidt, 2007).

4.4 Polypyrol (PPy)

Pravdépodobné nejvice studovanym vodivym polymerem je konjugovany polymer
polypyrrol. Chemicka struktura PPy se sklada z opakujicich se jednotek monomeru pyrrolu,
aromatického kruhu obsahujiciho dusik. Mechanismus polymerace je pfedmétem diskuse.
Proces dopingu PPy je p-doping, kdy je polymer oxidovan a bude mit kladny néboj. Jedna
ze dvou hlavnich teorii je, ze monomery pyrolu jsou nejprve oxidovany, aby se uvolnil
radikalovy kation, poté nasleduje spojeni dvou kationtll a vyroba bipyrrolu. Jak oxidace
pokracuje, fetézec stale roste (Liang and Goh, 2020). Chemicka syntéza PPy se pouziva pfi
velkovyrobé a zahrnuje smichani silného oxidac¢niho €inidla (typicky FeCl3) s roztokem
monomeru, viz Obrazek 5. Syntéza muze probihat pfi pokojové teploté v Siroké Skale
rozpoustédel, vcetné vody. Naopak elektrochemickd syntéza je uptfednostiiovdna pro
vyzkumné ucely kvuli jednoduchosti techniky, kontrole tloustky materidlu, geometrie a
umisténi, moznosti dopingu béhem syntézy, Sirokému vybéru dostupnych dopujicich ionti
a vytvareni kvalitnich filmt (Ateh, Navsaria and Vadgama, 2006). Podobné jako u PANI,
vyslednd vodivost PPy zavisi na podminkach prostiedi a teplotach aplikovanych bé¢hem

syntézy PPy (Capakova et al., 2020).

7 \\ ., /N

N Polymerizace N n
H H
Pyrrol Polypyrrol

Obrazek 5 Polymerace PPy z pyrrolovych monomerti za pouziti FeCls jako oxidantu
(upraveno podle Liang and Goh, 2020)

PPy ma mnoho vynikajicich vlastnosti, které¢ z ng& ¢ini velmi slibny biomaterial.
Vsestrannost PPy lze pficist jeho dobré elektrické vodivosti, environmentalni stabilité¢ na
vzduchu a ve vodg¢, relativné snadné syntéze elektrochemickymi i chemickymi metodami
a potencidlu pro kopolymerizaci, aniz by byla ohrozena jeho elektroaktivita (Lee et al.,

2006). Muze byt vyroben s velkym povrchem a také s rtiznou porovitosti. Kromé toho
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vykazuje vybornou biokompatibilitu in vivo. Dosud bylo hlaseno, ze PPy podporuje
bunécnou adhezi a rist fady riznych typad bunék, vcetné endotelidlnich bun€k, neuronii
a podpurnych buné¢k (tj. glia, fibroblasty), primarnich neuronii a mezenchymalnich
kmenovych buné€k. Jeho pouziti proto muze byt pro neurdlni implantaty, biosenzory,
molekularni pamétova zafizeni, mikrochirurgické nastroje atd (Guimard, Gomez and

Schmidt, 2007).

I pfes mnoho vyhod ma PPy nékteré vlastnosti, které komplikuji jeho pouziti v tkanovém
inzenyrstvi. Za prvé, jeho kiehkost ho ¢ini nevhodnym pro aplikace v mékkych tkanich. Za
druhé, nemtize byt snadno pouzit v nékterych tradicnich metodach vyroby leseni, jako je
elektrostatické zvlaknovani, kvili jeho Spatné rozpustnosti. A nakonec, protoze je vétSinou
nedegradovatelny, je narocné ho pouZit k vyrobé rozlozitelnych leSeni. K odstranéni téchto
nedostatkli byly provedeny studie zaclenovani PPy do pfirodnich i syntetickych
biomateriali. Kompozitni materidly maji vyhodu pfizptisobeni materidlovych vlastnosti

upravou poméru mezi materialy (Liang and Goh, 2020).
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5 VYROBA VODIVYCH BIOMATEIRALU PRO TKANOVE
INZENYRSTVIi

Vodivé biomateridly pouzivané v tkaniovém inZenyrstvi se vyrdbi ve formé vodivych
kompozitnich filmti, vodivych nanovlaken, vodivych hydrogelii a vodivych kompozitnich
scaffoldli. Aplikace téchto biomateriali mize byt napiiklad v inzZenyrstvi kostni tkane,
inzenyrstvi svalové tkané€, inzenyrstvi nervové tkané, inzenyrstvi srdecni tkané a aplikace

hojeni ran (viz Obrazek 6).
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Obrazek 6 Formy vodivych biomateriall a jejich aplikace v tkdtiovém inZenyrstvi
(upraveno podle Guo and Ma, 2018)

5.1 Vodivé smési nebo kompozitni filmy

CP jsou velmi kiehké a je velmi obtizné z nich vyrobit ¢isty vodivy polymerni film.
Jednim ze zplsobi, jak kompenzovat nedostatky vodivého polymeru, je jeho pouZziti
spolecné s jinym degradovatelnym polymerem, ktery kombinuje pozitivni vlastnosti obou
materiali. Syntetické a pfirodni polymery vcetné PLA, PLGA, chitosanu a hedvabného
fibroinu byly pouZity pro smichani s CP, jako jsou PANI a PPy. Napftiklad vodivy PPy/PCL
film byl vytvofen nejprve ponofenim PCL filmu do smési z polystyrensulfonové kyseliny
(PSS) a pyrrolu. Potom byl ke smési pfidan FeCls jako oxidacni €inidlo, coZ vedlo k tvorbé
PCL vodivého filmu potazen¢ho PPy. Film vykazoval mérny odpor podobny pfirozené

srde¢ni tkdni (Guo and Ma, 2018).

V jedné ze studii byly syntetizovany vodivé kompozity PPy s pouZitim biologicky aktivni
polysacharidové kyseliny hyaluronové (HA) jako dopantu za ucelem vytvoieni biomateriali
pro aplikace TE a hojeni ran. Tyto vodivé PPy filmy zadrzovaly HA na svych povrsich

nekolik dni in vitro a podporovaly vaskularizaci in vivo, proto byly prohlaseny za slibné
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biomateridly. Nicméné, PPy/HA filmy byly kieh¢i, méné vodivé oproti filmu PPy/PSS,
pravdépodobné kviili nehomogennimu riistu filmt PPy/HA (Collier et al., 2000).

5.2 Vodiva nanovlakna

Biomaterialy by mély napodobovat strukturu extracelularni matrix. Kolagen jako hlavni
protein ECM ma formu nanovlaken. K napodobeni pfirozeného ECM byly vyvinuty
nanovlakenné polymerni leSeni pomoci né¢kolika raznych technik, jako je naptiklad
elektrostatické zvlaknovani, separace fazi a molekularni montaz. Elektrostatické
zvlaknovani neboli elektrospinning je nejrozsifenéjsi technika vyroby nanovlaken, ktera
vyuziva vysokonapét'ové elektrostatické pole. Proces je relativné jednoduchy a spoléhd na
elektrostatické odpuzovéni roztoku polymeru za vzniku dlouhych, souvislych polymernich
vldken. VIdkno vyrobené elektrostatickym zvladkinovadnim vykazuje velkou povrchovou
plochu a poérovitost a jeho pramér je nastavitelny mezi nékolika nanometry az nékolika
mikrometry. Dal§imi vlastnostmi jsou dobra elektroaktivita, tepelna stabilita a biologicka

rozlozitelnost (Dahlin, Kasper and Mikos, 2011).

Jednim =z pfiklad je syntéza rozloZitelného elektroaktivniho chitosan-anilinovy
tetrameru pro piipravu elektroaktivnich nanovldken. Chitosan-anilinovy tetramer byl
rozpustén ve smési kyseliny trifluoroctové a dichlormethanu a poté elektrostaticky
zvlaknovan do elektroaktivnich nanovldken (Guo and Ma, 2018). Bylo prokéazano, Ze
fibroinova vldkna potazena PPy podporuji adherenci a proliferaci mezenchymalnich
kmenovych bun¢k a fibroblasti. PPy byl také syntetizovan na PLGA vlaknech a bylo
prokazano, ze umoziuje rust a diferenciaci hipokampalnich neuront (Balint, Cassidy and

Cartmell, 2014).

5.3 Vodivé hydrogely

Polymeraci CP uvnitf hydrogelovych siti vznikaji elektroaktivni hydrogely, které
kombinuji redoxni spinaci schopnosti vodivych polymerti s rychlou iontovou mobilitou
a biokompatibilitou hydrogelt. Diky vodnému prostfedi hydrogeld, které je pfiznivé pro
biologické molekuly, jako jsou peptidové sekvence, enzymové protilaitky a DNA, jsou

elektroaktivni hydrogely schopné velmi dobie napodobovat extracelularni matrici.

Tyto vlastnosti ¢ini hydrogely idealni pro implantabilni biosenzory, zafizeni pro
uvoliovani 1é¢iv a hluboké mozkové stimulatory. Priklady elektroaktivnich hydrogell jsou

PANI-polyakrylamidové a PPy/PANI—polyakrylamidové hydrogely. V mnoha studiich byl
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také uspésné imobilizovan PPy v chitosanu vétSinou prostiednictvim oxidativni chemické
polymerace. Nejprve byl smichdn monomer pyrrolu s chitosanem rozpusténym v kyseling
octové. Poté byl ptfidan FeCls k zahdjeni polymerace. Volné aminoskupiny ve smési byly
zesitovany pridanim glutaraldehydu, tim byl ziskan Chitosan/PPy hydrogel, viz schéma na
Obrazku 7. Pokud jde o vodivost, primarnim trendem je, ze vodivost se zvySuje s mnozstvim

PPy v kompozitu (Liang and Goh, 2020).
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Obrazek 7 Proces tvorby PPy-Chitosan hydrogelu (upraveno podle (Liang and Goh,
2020)

5.4 Vodivé kompozitni 3D scaffoldy

Kromé¢ hydrogell jsou vySe uvedené vodivé smési, kompozity nebo nanovldkna obvykle
ve formé filmu nebo membrany a nevykazuji 3D struktury dileZité pro regeneraci tkani.
Proto byly vyrobeny 3D vodivé kompozitni leSeni pro aplikace TE. Pokrocilé

nanokompozitni materialy na bazi polymert si ziskaly oblibu pro Siroké inzenyrské aplikace.

Jednou ze slibnych technik pro vyrobu nanovldkennych skeletti je tepeln¢ indukovana
fazova separace. Piikladem je vodivé a biologicky odbouratelné nanokompozitni
nanovldkenné leSeni PLA/PANI. Tyto scaffoldy s dobfe distribuovanym
nanostrukturovanym PANI zvysily osteogenni diferenciaci mesenchymalnich bun€k z kostni
dfené. Navrhovani leSeni, které miize napodobovat strukturu nativnich tkani a vést k riistu
bunck ve 3D struktuie, vSak zistava trvalou vyzvou pro kosterni sval nebo srdecni sval (Guo

and Ma, 2018).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

37

II. PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE
e Piiprava a charakterizace koloidnich disperzi na bazi polypyrrolu a chitosanu.
e Piiprava a charakterizace koloidnich filml na bazi polypyrrolu a chitosanu.

e Testovani biologickych vlastnosti ptipravenych filmt a koloida.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

7 MATERIAL A METODY

7.1 Pouzité chemikalie

o ActinRedTM 555 (kat. ¢.: R37112, Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, USA)
e (alf Serum (kat. ¢.: CA-115/500, Biosera, Francie)

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

e Formaldehyd 36-38 % (kat. &.: 14150-11000, Penta s. . 0., Ceska republika)

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

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

e Chitosan oznaceny dodavatelem jako ,,priméma molekulova hmotnost* (CH-A;
molekulova hmotnost ~ 400 000, stupen deacetylace 75—85 %) (kat. ¢.: 448877-
50G, Sigma Aldrich, USA)

e Chlorid zelezity (kat. ¢. 157740-1KG, Sigma Aldrich, USA)

e  Médium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, PAA Laboratories GmbH,
Rakousko)

e M¢édium DMEM (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)

e MTT (Invitrogen Corporation, USA)

e Pyrrol (kat. ¢.:131709-100ML, Sigma Aldrich, USA)

e Triton™ X-100 (kat. ¢.: X100-100ML, Sigma Aldrich, USA)
e Trypsin (kat. ¢.: XC-T1717/100, Biosera, Francie)

e Spectra Por 2 (mezni molekulovd hmotnost 12 000—14 000; Spectrum
Laboratories Inc., USA)
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7.2 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
e Centrifuga 5702 R chlazeny model pro vzorky zavislé na teplots (Eppendorf, CR)

e Elektromér Keithley 6517 B, zdrojovy méfic Keithley 2410 a spina¢ Keithley
7002 (USA)

e Fluorescentni mikroskop Olympus IX81 s fazovym kontrastem (Olympus,

Japonsko)
e Inkubdator Heracell™ 150i (ThermoFisher Scientific, USA)
e Inverzni mikroskop IX51 (Olympus, Japonsko)
e Laminarni box Biol130 A2 s pfislusenstvim (Alpina, Polsko)
e Spektrofotometr INFINITE M200 PRO NanoQuant (Tecan, Svycarsko)
e Tiepacka Vortex GENIE 2 (Scientific Industries, USA)

e Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK)
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7.3 Vodivé koloidni disperze a filmy

Vodivé polymery jsou flexibilni organické vodivé materialy, které se daji piipravit
v mnoha riznych forméch lisicich se svymi biologickymi vlastnostmi. PPy se v soucasnosti
nejcastéji pfipravuje oxidaci monomeru pyrrolu chloridem Zelezitym. Oxidace probiha ve
vodném prostiedi a jakykoli ptedmét, ktery je v kontaktu s reakéni smési, je potaZzen tenkym
polymernim filmem. Poté, co je rozhrani potazeno a reaktanty jsou stale pfitomny v reakcni
smési, pokracuje srazeci polymerace ve vodném prostiedi a vznikaji makroskopické
polymerni agregaty, které se vysrazi jako prasek. Takovy praSek je vSak vétSinou
nerozpustny a obtizné zpracovatelny. Jednim ze zptisobu, jak se témto komplikacim

vyhnout, je ptiprava vodivych polymert v koloidni formé& (Stejskal et al., 2021).

Pro aplikace v biologickych systémech jsou zajimavou formou vodné koloidni disperze
CP. Syntetizuji se disperzni polymeraci pyrrolu v piitomnosti sterického stabilizatoru.
(Kasparkova et al., 2019). Obvykle Ize jako stabilizatory pouzit ve vodé rozpustné syntetické
polymery nebo povrchové aktivni latky, avSak pro materidly pfichazejici do kontaktu
s buikami a tkdnémi jsou lepSimi kandidaty polysacharidy, jako je napiiklad chitosan.
Pribéh reakce probihd ve tfech fazich, a to adsorpce, nukleace a rist ¢astic. Nejprve je
oligomer adsorbovan na fetézec stabilizatoru. Adsorbované oligomery stimuluji rist
polymerniho fetézce a vznik4 jadro. Vysledkem reakce je vznik koloidné stabilnich disperzi
s Casticemi chranénymi pied dalSi agregaci povrchovou vrstvou sterického stabilizatoru

(Stejskal and Sapurina, 2005).

Stejn¢ jako u disperzni polymerace vedouci ke vzniku koloidnich astic obsahuje
filmotvorna smés monomer, oxidant a stericky stabilizator. Proces tvorby filmu zacina
oxidaci, kdy se PPy pfeméni na sviij radikalovy kation. Poté dva takové radikaly vytvofi
pyrrolovy dimer. Velké mnozstvi pyrrolovych dimernich kationtii interaguje s radikalovymi
kationty za vzniku polymerniho fetézce PPy. Filmy z PPy vyrobené disperzni polymeraci ve
spojeni s ptipravou koloidnich disperzi jsou vSak dosud popsany jen ziidka (Jasenska et al.,

2021).
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7.3.1 Priprava koloidi

Prvnim krokem pro piipravu koloidnich disperzi a filmt bylo rozpusténi chitosanu v
0,5 % kyselin€ octové. Rozpousténi probihalo na tfepacce v Incucellu pii 55 °C po dobu 24
hodin. Byly pfipraveny vzorky koloidnich disperzi a filma PPy/Chitosan s riznym
mnozstvim stabilizatoru (chitosanu) viz tabulka 2.

Tabulka 2 Slozeni reakénich smési pouzivanych pro ptfipravu koloidl stabilizovanych
chitosanem prostiednictvim oxidace pyrrolu chloridem Zelezitym

Vzorek Chitosan [wt. %] PPy [mmol] FeCl3 [mmol]
PPy/Chitosan_0,5 % 0.5 5 5
PPy/Chitosan_1 % 1 5 5

7.3.1.1 Priprava vodivé koloidni disperze PPy/Chitosan

Pro ptipravu kolodiu disperzni polymeraci byl rozpustén 5 mM pyrrol v 60 ml roztoku
chitosanu. Polymerace byla zahajena pii teploté¢ 23 + 2 °C pfidanim 0,486 g chloridu
zelezitého (5 mM) k reakéni smési. Smes se michala 10 minut a poté se ponechala v klidu
polymerovat. Polymerace byla dokoncena béhem 24 hodin. Za ucelem odstranéni
zbytkovych monomerti a nizkomolekularnich necistot, byly koloidni disperze vycistény
dialyzou s pouzitim dialyzacni membrany Spectra Por 2 (mezni molekulovd hmotnost
12 000—14 000; Spectrum Laboratories Inc., USA). Pfed dialyzou byla membrana namocena
v demineralizované vod¢ po dobu 30 minut, aby se odstranily membranové konzervacni
latky, a poté diikladné oplachnuta ve vod¢. Koloid PPy/Chitosan (25 ml) byl napipetovan do
membrany a pfenesen do kadinky obsahujici 11 0,5 % roztok kyseliny octové, ktery byl
denné vymeénovan po dobu 14 dnt. Dialyzaéni proces pak pokracoval dalSich 14 dni, kdy
byla misto roztoku kyseliny octové pouzita ultracista voda. Ukazka ptipravenych koloidnich

disperzi je na Obréazku 8.
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Obrazek 8 Ukazka vzorkt ptipravenych koloidnich disperzi
7.3.1.2 Priprava vodivého filmu PPy/Chitosan

Kompozitni filmy byly pfipraveny in situ béhem ptipravy koloidnich disperzi PPy na
tkatiovych polystyrenovych kultivaénich miskach (TPP; Svycarsko). V roztoku chitosanu
byl rozpustén 5 mM pyrrol a reakce zahdjena pomoci 5 mM chloridu Zelezitého (Sigma
Aldrich, USA). Oxidace pyrrolu probihala 24 hodin (viz obrazek 9, A). Kultiva¢ni misky
potazen¢ filmem (PPy/Chitosan) byly oplachnuty methanolem (viz obrazek 9, B).

Obrazek 9 Ukazka vzorka filmi pted oplachem (A), Ukazka ptipravenych vzorka filma
(B), PPy/Chitosan_0,5 % a PPy/Chitosan_1 %
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7.4 Biologicky material

7.4.1 Kultura mySich embryonalnich fibroblasti NIH/3T3

Pro testovani cytotoxicity a proliferace byla pouzita adherentni bunécna linie NIH/3T3
odvozena od mySich embryondlnich fibroblastovych bunék (ATCC® CRL-1658™,
American Type Culture Collection, ATCC). Jako kultivaéni médium bylo pouzito médium
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, PAA Laboratories GmbH, Rakousko)
obsahujici 10 % Calf séra (BCS, Biosera, Francie) a 100 U-ml™! penicillin/streptomycin (GE
Healthcare HyClone, Velka Britanie).

7.4.2 Kultura mySich embryonalnich kmenovych bunék ES-R1

Pro testovani proliferace byla dale pouzita linie pluripotentnich kmenovych bunck
Embryonalni kmenové buiiky (linie ES-R1) v nediferencovaném stavu byly kultivovany na
miskach pro tkanové kultury. Aby se dokazaly kmenové bunky lépe prichytit a rast jako
adherentni kultura, byl povrch tkanového plastiku potazen 0,1 % zelatinou. Pro kultivaci
bylo pouzito kompletni médium s néasledujicim sloZzenim: DMEM, 15 % fetélni teleci sérum,
100 U-ml! penicilin, 0,1 mgml! streptomycin, 100 mM roztok neesencidlnich
aminokyselin (vS8e od Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), 0,05 mM 2-merkaptoethanolu
(Sigma, St. Louis, MO, USA) a 1000 U ml"! LIF (Gibco, MA, USA).

7.4.3 Péstovani bunéénych kultur

Bunécné linie byly péstovany v biologickém inkubatoru s fizenou atmosférou CO; pii
37 °C (HERAcell 150i) v polystyrenovych kultiva¢nich nadobach (TPP, Svycarsko). Pro
udrzovani vysoké Zivotnosti byla provadéna pravidelna pasaz bunécnych linii. Nejprve byla
vyloucena kontaminace pod inverznim svételnym mikroskopem (IX51, Olympus,
Japonsko). Nasledné bylo médium odsato z kultivaéni nadoby a buiky byly promyty
fosfatovym pufrem (0,2 mL-cm™) (PBS, Biosera, Francie). Po diikladném proplachnuti
bunék byl ptidan trypsin (0,1 mL-cm) (Biosera, Francie). Trypsin byl v nidobé& ponechan,
dokud se buiiky neoddélily od povrchu. Nasledné bylo pfidano kompletni kultiva¢ni médium
pro inaktivaci trypsinu. Vznikld bunéfnd suspenze byla vloZena do falkony a stoc¢ena
v centrifuze na 3 min a 1100 rpm. Ziskana buné¢né suspenze byla pouZita pro testovani

biologickych vlastnosti materialu a na novou bunéénou pasaz.
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7.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

7.5.1 Charakterizace koloidi pomoci méieni velikosti ¢astic

Velikosti koloidnich ¢astic byly stanoveny dynamickym rozptylem svétla (DLS) za
pouziti pfistroje Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Tato metoda ptedstavuje
rychlou a pfimou techniku pro snadnou kontrolu velikosti ¢astic a distribuce koloidnich
¢astic. Méfeni hydrodynamickych polomérii koloidnich Castic, vyjadienych jako z — priimér
soucinitelt (D) bylo provedeno pii teploté 25 °C. Intenzita rozptyleného svétla (A= 633 nm)
byla pozorovana pii thlu rozptylu 173°. Byl také stanoven index polydisperzity (PDI)
popisujici $itku distribuce velikosti ¢astic. Vzorky pro analyzu byly pfipraveny ziedénim
20 ul koloidni disperze v 3 ml 1 M kyseliny chlorovodikové. VSechny vzorky byly testovany

ve tiech opakovanich.

7.5.2 Vodivost koloidnich filmu

Vodivost je intenzivni elektrickd charakteristika materialu, ktera nezéavisi na velikosti
a tvaru vzorkl. Vodivost filmi byla stanovena ¢tytbodovou van der Pauwovou metodou, pfi
které jsou Ctyfi platinové/rhodiové elektrody zapustény do okrajli méfené¢ho vzorku. Byl
pouzit programovatelny elektromér Keithley 6517 B, zdrojovy méfic Keithley 2410 a spinac
Keithley 7002 (USA). M¢teni byla provadéna pii teploté 25 °C. VSechny vzorky byly

testovany ve tfech opakovanich.

7.5.3 Biokompatibilita

Pro vyuziti materidlu v tkdnovém inzenyrstvi je jednim z dutlezitych faktort jeho
biokompatibilita. Materidl, ktery pfijde do kontaktu s tkani nesmi byt cytotoxicky,
mutagenni ¢i zplUsobovat alergické reakce. Aby bylo mozZné zjistit, zda jsou builky po
vystaveni riznym latkdm schopny zlstat naZivu, je dilezité kvantifikovat jejich
Zivotaschopnost. Zivotaschopnost bunék se vztahuje k podtu zdravych bundk ve vztahu
k referencnim (neoSetfenym buitkkam). K tomuto ucelu lze pouZzit nékolik test. Tyto testy
mohou byt zaloZzeny na rlznych parametrech, jako je integrita bunéénych membran,
metabolicka aktivita nebo redoxni potencial bunééné populace. Jednim z bézn¢ pouzivanych
testll je méfeni metabolické aktivity pomoci MTT testu. Dale byva sledovana schopnost

bunék adherovat a nasledné proliferovat na testovaném materialu.
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V této praci byla zkoumana cytotoxicita vzorka koloidni disperze PPy/Chitosan 0,5 %
a PPy/Chitosan_1 % na bunééné kulture NIH/3T3 a proliferace byla testovdna pomoci
NIH/3T3 a ES-R1 na vzorcich filmu PPy/Chitosan 0,5 % a PPy/Chitosan_1 %. Pfiprava
vzorkli pro biologické hodnoceni byla provedena vsouladu snormou ISO

10993-5: 2009 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkd.

7.5.3.1 Cytotoxicita koloidnich disperzi — MTT test

MTT test je kolorimetricky test, ktery se bézné pouziva ke kvantitativnimu hodnoceni
zivotaschopnosti bun€k. Tento test je zalozen na redukci zlutého barviva MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid] na fialové krystalky formazanu
metabolicky aktivnimi bunikami. Hlavnim redukénim c¢inidlem odpovédnym za redukci
MTT je koenzym NADH, ktery je produktem glykolyzy v cytoplazmé a oxidativni
fosforylace v mitochondriich. Jehlickovité krystaly formazanu se dale rozpoustéji
v organickych rozpoustédlech, naptiklad dimethylsulfoxidu (DMSO) nebo olejich.
Vysledny barevny roztok se méfi na optickou hustotu pti specifické vinové délce mezi 500
a 600 nm pomoci spektrofotometru. Intenzita barvy formazanu je pifimo Umérnd poctu

zivotaschopnych, metabolicky aktivnich bun¢k (Buranaamnuay, 2021).

Pro testovani cytotoxicity byla pfipravena bunééna suspenze v koncentraci 1 x 10°/ml,
ktera byla dale napipetovana do 96 jamkovych desticek. Po 24 hodinach v inkubatoru bylo
médium nahrazeno roztoky koloidl zifedénych v kultivaénim mediu o objemové koncentraci
1-40 % (viz Obrazek 10). Bunky kultivované v ¢istém médiu bez koloidu byly pouzity jako
reference. Jednalo se tedy o napipetovani piislusného objemu vzorku disperze a doplnéni do
objemu 100 pl na kazdou jamku, tj. koncentrace 40 % odpovida 40 pul koloidni disperze
a 60 pl kultivacniho média. Takto ptipravené desky byly uloZzeny do inkubatoru. Po 24
hodinach pted provedenim MTT testu byla provedena kontrola bun€k pod inverznim
mikroskopem. Zbytek roztoku koloidni disperze byl z jamek odsét a poté bylo do desticek
napipetovano 90 pl kultivaéniho média a 10 pl roztoku MTT (Duchefa Biochemie,
Nizozemi) s vyslednou koncentraci 0,5 mg-ml!. Nasledné se mikrotitraéni desky vlozily do
inkubétoru. Po uplynuti 4 hodin inkubace byl odsat obsah jamek a bylo ptidano 80 ul DMSO
a ponechano inkubovat 20 minut. Déle byla zméfena absorbance pii vinové délce 570 nm
pomoci fotometru Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko). Testovani bylo provedeno v péti

opakovanich.
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Obrazek 10 Schéma nasazeni 96jamkové mikrotitrani desticky pro testovani, R —
reference

7.5.3.2 Test proliferace bunék na koloidnich filmech

Pro vyuziti materidlu v tkanovém inzenyrstvi je zdsadni schopnost bunék pfilnout
a mnozit se na materidlu. Adhezi bunék ovliviiyji tfi hlavni tfidy proteinti: 1) molekuly
bunécné adheze, 2) proteiny extraceluldrni matrix, 3) proteiny cytoplazmatické membrany.
Pokud jsou buniky schopny na material pfilnout, je dalsi dulezitou vlastnosti to, zda jsou
buiky schopny se na ném délit a rist. Morfologie proliferujicich bunék se kontroluje
fluorescenéni mikroskopii. K vizualizaci bun€k se barvi aktinova vlakna a jadro. Barvivo
ActinRedTM 555 je pouzitelné v rdmcei ur€ovani struktury a funkce cytoskeletu a Hoechst

33258 se vyuziva jako kontrastni barvivo pro barveni nukleovych kyselin.

Proliferace NIH/3T3: Piipravené kultivaéni misky s filmem byly sterilizovany 30 min
pomoci UV zafeni. Nésledn& byly na filmy nasazeny bufiky o koncentraci 1 x 10°/ml. Po
4 dnech inkubace se provedla fixace bunécné kultury 4 % formaldehydem, dale
permeabilizace 0,5 % Tritonem X—100 a nakonec nabarveni bunécné kultury barvivem
ActinRedTM 555 a Hoechst 33258. Proliferace byla vyhodnocena pomoci fluorescen¢niho

mikroskopu Olympus IX81. Testovani bylo provedeno ve tfech opakovanich

Proliferace ES-RI: Ptipravené kultivacni misky s filmem byly sterilizovany 30 min pod
UV zafenim. Byly testovany dvé sady filmi: 1) neoSetfené filmy, 2) filmy oSetfené 0,1 %
7elatinou. Buiiky byly nasazeny v koncentraci 8000 bunék/cm?. Buiiky byly zafixovany po

4 dnech kultivace. Vyhodnoceni bylo stejné jako v ptipad¢ linie NIH/3T3.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Charakterizace koloidnich disperzi pomoci méfeni velikosti ¢astic

Koloidni disperze CP stabilizované polysacharidy jsou chytré formulace, které pomahaji
fesit problém Spatné rozpustnosti CP ve vodném prostiedi a zlepSuji cytokompatibilitu
finalniho kompozitu. Syntéza probiha disperzni polymeraci pyrrolu v pfitomnosti sterického
stabilizatoru. (Truong et al., 2022). V praktické Casti této prace byly uspésné ptipraveny
vzorky koloidu PPy/Chitosan s riznym mnozstvim stabilizatoru (chitosanu). Vzorky

nevykazovaly zadné znamky destabilizace (agregace/sedimentace).

Velikosti koloidnich ¢astic a index polydisperzity (PDI) v koloidni disperzi byly
stanoveny na dilkladné¢ dialyzovanych vzorcich, vycisténych od moznych necistot (napf.
monomerd, zbytkovych prekurzort atd.), které by mohly plsobit na buiiky cytotoxicky.
Cilem DLS analyzy bylo stru¢né vyhodnotit primérny rozmér ¢astic za predpokladu sférické
geometrie. Bylo zji§téno, Zze vSechny vzorky PPy/Chitosan jsou koloidniho charakteru
(1-1000 nm). Koloidni ¢astice vykazovaly rizné velikosti v zavislosti na mnozstvi
stabilizatoru. Koloidy PPy/Chitosan 0,5 % mély vétsi velikost (174 + 3 nm) nez koloidy
PPy/Chitosan_ 1 % (112 £ 1 nm) viz tabulka 3. Index polydisperzity se pohyboval
v hodnotach okolo 0,1 (konkrétné¢ 0,091 pro PPy/Chitosan 0,5 % a 0,116 pro
PPy/Chitosan_1 %). PDI mlZe dosahovat hodnot v rozmezi od 0 do 1. Koloidni ¢éstice
s PDI mensim nez je 0,1 zna¢i monodisperzitu, hodnoty vyssi nez 0,1 polydisperzitu (Raval
et al., 2019). Hodnoty PDI piipravenych koloidl se pohybuji na hran¢ rozliSeni mezi mono
a polydisperzitou, nicméné dalo by se fict, Ze koloidni disperze budou obsahovat spise
Castice o stejné velikosti.

Tabulka 3 Velikost (z — Primér soucinitelil) koloidnich ¢astic stabilizovanych pomoci
chitosanu jako sterického stabilizatoru.

Vzorek D z [nm] (£ Sm. odch.) PDI
PPy/Chitosan 0,5 % 174 £3 0,091
PPy/Chitosan_1 % 113+1 0,116

Tyto naméfené velikosti castic vzorkli koloidi PPy/Chitosan a hodnoty indexu
polydisperzity jsou vyrazné mensi, nez Castice koloidii PANI/Chitosan pfipravené enzymove
katalytickym polymeraénim procesem, které vykazovaly velikost 585 + 10 nm (Jasenska et

al., 2022). Ve studii zaméfené na piipravu koloidli PPy stabilizovanych hyaluronatem
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sodnym bylo naméiena velikost koloidnich ¢astic 447 = 8 nm (Truong et al., 2022). Tim lze
usoudit, ze velikost koloidnich ¢astic neni zavisla pouze na mnozstvi a typu stabilizatoru,

ale 1 na pouzitém polymeru.

8.2 Vodivost koloidnich filmu

Uspé&sné pripravené koloidni disperze mohly byt dale pouZity pro piipravu in situ
kompozitnich tenkych vrstev — filmi. Vodivost téchto filmt byla stanovena ¢tyibodovou
van der Pauwovou metodou. U vzorkll koloidnich filmt PPy/Chitosan byla naméiena
pramérnd vodivost v podobnych hodnotach, viz tabulka 4. Vzorek PPy/Chitosan 0,5 %
vykazoval téméf stejnou vodivost (0,224 S-cm™) jako vzorek filmu PPy/Chitosan 1 %
(0,238 S-cm™). Ve studii Jasenské (2021), kde byla zkouména vodivost kompozitnich film@
na bazi PANI a hyaluronatu sodného (SH) a ve druhém piipadé PANI a chitosanu, se
hodnoty pohybovaly od 1,1 S-cm™ (PANI/SH) do 2,3 S-cm™ (PANI/Chitosan) (Jasenska et
al.,2021). Ptijatelné hodnoty vodivosti pro vhodnou elektrickou stimulaci ve fyziologickych
podminkach se pohybuji v rozmezi 1-10 S-ecm™ (Hu et al., 2014). P¥ipravené filmy jsou
tedy vhodnymi kandidaty na biomaterial, ktery bude v TE vyuZivéan pro stimulaci bunéénych

linii elektrickym proudem.

Tabulka 4 Primérny mérny odpor a prumérna vodivost vzorki koloidnich filmu

Vzorek Primérny mérny odpor Priamérna vodivost [S-cm™!]
[Q-cm] (£ Sm. odch.) (£ Sm. odch.)
PPy/Chitosan_0,5 % 4,467 + 0,005 0,224 + 0,000
PPy/Chitosan_1 % 4,200 + 0,002 0,238 + 0,000

Vodivost PPy je specificky zplisobena vedenim typu p (bipolaron), pteskakovanim
elektront mezi fetézci a pohybem anionti nebo kationtli v materidlu. PPy miize mit vodivost
az 7,5 x 10°> S-cm’™!. Pfesna hodnota zavisi na pienosu naboje do sousednich molekul,
polaronu, fetézce a délce konjugace a mlze byt fizena pouzitim raznych typt a mnoZzstvi
dopantd. Primarnim faktorem, ktery omezuje vodivost PPy, je ,,porucha‘ (tj. mista defektl)
v patefi PPy. Vice téchto defekti mlze vzniknout v diisledku redoxniho piepinani nebo

vystaveni kysliku/vod¢, coz vede ke snizeni vodivosti (Balint, Cassidy and Cartmell, 2014).

Kritickym faktorem omezujicim pouziti CP v fadé biomedicinskych aplikaci je sniZeni

jejich vodivosti pfi fyziologickém pH. Pfi zkoumdni vodivosti vzorkli polyanilinovych
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a polypyrrolovych soli pii riiznych pH bylo zjisténo, ze doslo ke snizeni vodivosti s rostouci
hodnotou pH z 3 na 9. Zatimco pokles vodivosti u PANI je dramaticky a omezuje pouziti
tohoto polymeru za fyziologickych podminek, snizeni vodivosti PPy je zanedbatelné
(Capakova et al., 2020). Jednim z ptistupt zlepSovani vodivych vlastnosti CP je vytvareni
kompozitnich materialii na bazi CP a ptirodnich nebo syntetickych biomateridli. Primérnim
trendem je, Ze vodivost se zvySuje se zvySujicim se mnozstvim PPy v kompozitu. To vSak
muze vést k proporciondlnimu kompromisu mechanickych vlastnosti. (Liang and Goh,
2020). Usp&sné piipravené vodivé filmy mohly byt dale pouZity pro testovani biologickych

vlastnosti — bunééné proliferace.

8.3 Testovani biokompatibility

Rozhodujici vlastnosti jakéhokoli materidlu pouzivaného v tkdniovém inzZenyrstvi je jeho
biokompatibilita. Je velmi dobfe znamo, ze biokompatibilita je komplexni charakteristika
kombinujici fadu individudlnich biologickych vlastnosti, které jsou testovany pomoci
alternativnich metod in vitro. 1 kdyZz in vitro experimenty mohou poskytnout cenné
informace, jejich interpretace stale ptedstavuje vyzvu, protoze kazdy model (napt. rizné
bunécné linie) se mize chovat odlisné a Ize proto vyvozovat rizné zavéry (Humpolicek et

al., 2018).

8.3.1 Cytotoxicita koloidnich disperzi — MTT test

Cytotoxicita je jednou ze zakladnich biologickych vlastnosti urCujicich pouZitelnost
materidlii. Zde byla cytotoxicita koloidnich disperzi PPy/Chitosan hodnocena pomoci MTT
testu za pouziti bunécné linie fibroblastd (NIH/3T3). Mysi fibroblasty jsou nejbéznéjsimi
buiikami mé&kkych tkani, které se pouZivaji pro hodnoceni cytotoxicity. Zivotaschopnost
bunék referen¢niho vzorku byla nastavena jako 1 (100 % Zivotaschopnost). Podle ISO
10993-5 (2019) zivotaschopnost vysSi nez 0,7 piedstavuje nepfitomnost cytotoxicity,
zatimco vzorky s zivotaschopnosti nizsi nez 0,7 jsou urceny jako cytotoxické. Diive byla
zivotaschopnost hodnocena podle stupnice: > 0,8 odpovida nepfitomnosti cytotoxicity, > 0,6
— 0,8 mirna cytotoxicita, > 0,4-0,6 stfedni cytotoxicita a < 0,4 silna cytotoxicita, proto se
nckterych publikacich s takovym vyhodnocenim setkdvame. Relativni Zivotaschopnost

bunck v pfitomnosti testovanych koloidnich disperzi s riznym procentudlnim zastoupenim

je znédzornéna na obrazku 11.
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Obrazek 11 Vysledky cytotoxicity koloidii PPy/Chitosan 0,5 % PPy/Chitosan_1 %,
pferuSovana ¢éra zvyraziiuje hodnotu 0,7, coz je limitni hranice cytotoxicity.

V ptipadé vzorku PPy/Chitosan 0,5 % byla cytotoxicita (zivotaschopnost bun¢k nizsi nez
70 %) pozorovana pouze v pritomnosti 40 % koloidu. Jednd se vSak pouze o mirnou
cytotoxicitu. Snizujici se koncentraci koloidu hodnoty absorbance postupné rostly (mensi
vykyv byl zaznamendn u koncentrace 6 %, kdy mohlo dojit k chybé pii pipetovani). VSechny
koncentrace pod 20 % dosahovaly vys$Sich hodnot, nez 1, tedy reference. Hodnoty
absorbance byly ustaleny pii koncentraci koloidu pod 4 %, kdy se jiz hodnoty vyrazné
neménily. Z vysledktt MTT testu pro vzorek koloidu PPy/Chitosan 1 % lze opét pozorovat
mirnou cytotoxicitu pouze v piipad€ 40 % koncentrace koloidu. Snizujici se koncentraci
koloidi se hodnoty absorbance zvysuji a svého maxima dosahuji pfi koncentraci 10,
4 a 1 %. Nerovhomérné zvySovani hodnot absorbance muize byt v disledku chybného
pipetovani. Pfi porovnani vysledki pro oba vzorky koloidu I1ze konstatovat, ze koncentrace
40 % koloidu je mirné cytotoxickd. Naopak niz8i koncentrace obou vzorkil cytotoxicitu
nevykazuji a ve vétSiné pfipadl prevysuji hodnotu reference. Vyssich hodnot absorbanci

dosahuje vzorek PPy/Chitosan_0,5 %.

PPy je jednim z nejrozsifenéjSich vodivych polymerli pouzivanych v biologickych
aplikacich. Bylo prokazano, Ze PPy ve své zakladni formé je vyrazn€ méné cytotoxicky nez
polymer ve formé soli a vykazuje celkové lepsi biokompatibilitu ve srovnani s PANI
(Humpolicek et al., 2018). V navaznosti na to bylo zjiSté€no, ze cytotoxické vlastnosti PPy
soli se mohou zlepsit po uprave fosfonaty (zejména diethylfosfonat, dibuthylfosfonat) a jsou

srovnatelné s cytotoxicitou ¢istého PPy (Capékova ef al., 2020). V mnoha studiich byl PPy
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zaclenén do riznych materiali prostiednictvim riznych metod polymerace, aby se zlepsily
vlastnosti vysledného materidlu a podpofily bunécné funkce (Liang and Goh, 2020).
V piipadé scaffoldi piipravenych chemickym zesitovanim koloidnich castic CP
a hyaluronatu sodného SH (PPy/HA a PANI/SH) bylo prokézana necytotoxicita, s buné¢nou

zivotaschopnosti vyssi nez 70 % (Truong et al., 2022).

V posledni dob¢ si ziskavaji zvySenou pozornost nanokompozitni materidly na bazi
chitosanu, diky své biologické rozlozitelnosti a netoxické povaze. V jedné ze studii byla
zkoumana biokompatibilita koloidnich disperzi PANI/Chitosan vyrobenych enzymové
katalyzovanou polymeraci, kdy bylo dosazeno necytotoxického prahu pfti fedéni koloidni
disperze v kultivaénim médiu niz$im nez 10 %. Jiz diive bylo publikovano, Ze cytotoxicita
koloidii na bazi PANI muize byt ovlivnéna nejen koncentraci PANI, ale také typem

stabilizatoru (Jasenska et al., 2022).

Biokompatibilita chitosanu dodnes neni zcela objasnéna. Potencialni cytotoxicky ucinek
Castic chitosanu zavisi na velikosti ¢astic a mohl by byt také indukovan molekulovou
hmotnosti stabiliza¢niho chitosanu (Jasenska et al., 2022). Pti zkouméani cytotoxicity vldken
z poly(L-laktidové kyseliny)-polykaprolaktonu (PLLA/PCL) potazenych -chitosanem
a polypyrolem, byl potvrzena pozitivni pritomnost chitosanu. Cytotoxicita ve vzorcich
Chitosan/PPy-PLLA/PCL byla vyznamné niZz8i nez v kontrolnich vzorcich, zatimco filmy
z vlaken PPy-PLLA/PCL omezovaly Zivotaschopnost bun¢k (Xu et al., 2019). Nékolik
dalSich studii in vitro a in vivo potvrdilo minimalni toxické U¢inky a biologickou inertnost
chitosanu. Studie také zdlraznily skutecnost, Ze po implantaci scaffoldii na bazi chitosanu
nedoslo
k zadnym komplikacim, jako je zanét nebo alergicka reakce. Pouzité podminky deacetylace,
stejné jako biologicky ptivod chitosanu, ovliviiuji fadu biologickych a fyzikalné-chemickych

vlastnosti polymeru (Bharadwaz and Jayasuriya, 2020).
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8.3.2 Test proliferace bunék na koloidnich filmech

Pro vytvofeni biomateridlu aplikovatelného v TE je dulezité znat interakce mezi
materidlem a buiikami. Obecné nés zajima, zda jsou buiiky schopny na material adherovat
a nasledn¢ proliferovat. Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie byla vyhodnocena morfologie
a proliferace bunéénych linii NIH/3T3 po 4 dnech na dvourozmérném povrchu vzorka filmu
PPy/Chitosan_0,5 % a PPy/Chitosan_1 % v porovnani s referenci (kontrolou— tkanovy
plastik) (Obrazek 12). Bunky byly obarveny barvivem ActinGreenTM 555 pro vizualizaci

cytoskeletu a barvivem Hoechst 33258 pro obarveni nukleovych kyselin.

Obrazek 12 Mikrofotografie fluorescencni mikroskopie bunécné linie NIH/3T3 na
povrchu koloidniho filmu: (A) PPy/Chitosan_0,5 %, (B) PPy/Chitosan_0,1 %, (C)
Reference

Z mikrofotografii na obrazku 12 (A) je zfejmé, Ze mySi embryondlni fibroblasty jsou
schopny rust a proliferovat na filmu PPy/Chitosan 0,5 % po dobu 4 dnl srovnatelnym
zpisobem, jako vzorek referen¢ni (C). Je mozné pozorovat pouze maly ubytek bunék oproti
referenci. Buiikky vykazovaly rovnomérnou distribuci na povrchu a podobnou morfologii,
kdy cytoskelet fibroblastii je typicky rozvétveny, protahly a bunééné jadro je ovalného tvaru.
Proliferace na vzorku filmu PPy/Chitosan 1 % vykazovala Cetny nartst oproti referenci
a vzorku filmu PPy/Chitosan 0,5 % viz Obrazek 12 (B). Distribuce bun¢k vSak nebyla na
povrchu rovnomérnd jako u reference. Tento jev mohl byt zplsoben nerovnomérnym
povrchem filmu. MlZeme tedy dojit k zavéru, Ze Zadny z kompozitnich filmi negativné
neovlivnil pocatecni adhezi a proliferaci bun€k. Ackoli pfislusné povrchy umoziovaly pii

kratkodobych experimentech bunécnou adhezi a proliferaci, neni jisté, zda by tento trend
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pretrval i pfi dlouhodobé¢jsim kontaktu bunék s testovanym povrchem a mohl by byt

pfedmétem dal§iho vyzkumu.

Dale byla hodnocena schopnost riistu a proliferace bunécnych linii ES-R1 po 4 dnech na
dvourozmérném povrchu vzorkii filmu PPy/Chitosan 0,5 % a PPy/Chitosan 1 %
v porovnani s referenci (kontrolou) (Obrazek 13). Builky byly obarveny barvivem
ActinRedTM 555 pro vizualizaci cytoskeletu a barvivem Hoechst 33258 pro vizualizaci
jader. Jelikoz bunky ESR1 jsou standardné kultivovany na tkanovém plastiku potazeném
0,1 % zelatinou, byly 1 pfipravené vodivé filmy pokoutovény. Byla ale sledovéana i1 sada
filma, které potazeny zelatinou nebyly, s cilem zjistit, zda chitosan podporuje adhezi bunék

podobné¢ jako zelatina.

Bez Zelatiny S zZelatinou

Obrazek 13 Mikrofotografie fluorescencni mikroskopie bunécné linie ES R1 na
vzorcich koloidnich filmt a reference: (A-B) Reference, (C-D) PPy/Chitosan 0,5 %, (E-F)
PPy/Chitosan_0,1 %.
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Na Obrazku 12, kdy se jedna o vzorek reference, je mozné pozorovat typickou distribuci
kulovitych bunék ES-R1 do shlukd. Pfi hodnoceni schopnosti ristu a proliferace
referenCnich vzorka, vétsi proliferaci vykazuje vzorek reference s Zelatinou. Na vzorcich
filmu PPy/Chitosan_0,5 % (Obrazek 12, C) bez Zelatiny 1ze vidét mensi shluky bunék, je
zde znatelny pokles proliferace oproti referenci. Rist bunék na vzorku filmu
PPy/Chitosan_0,5 % (Obrazek 12, D) s zelatinou je srovnatelny s referencnim vzorkem bez
zelatiny (Obrazek 12, E). Lze tedy shrnout, ze buiitky ES-R1 byly schopny adherovat a riist
na vSech povrsich s Zelatinou. Na vzorcich bez zelatiny byl rist bun€k oproti referenci

omezeny.

V poslednich desetiletich byly provedeny cetné studie s cilem vyhodnotit
biokompatibilitu ¢istého PPy filmu. Naptiklad ve vyzkumu Ramanaviciene et al. (2007) bylo
prokézano, ze chemicky syntetizované castice PPy nemély zadny znatelny cytotoxicky
ucinek na buniky mysiho peritonea. Zaroven po 6tydennim ptisobeni PPy na buiiky nebyl
identifikovan Zadny zé&nét, ani alergické reakce (Ramanaviciene ef al., 2010). V mnoha
dalsich studiich bylo dokdzano, ze PPy film ma pfijatelnou biokompatibilitu umoziujici
adhezi, rust a diferenciaci nékolika bunéénych linii, jako jsou nervové, kostni,
mezenchymalni kmenové a endotelialni bunky. Pfi analyze vztahu mezi koncentraci PPy
a Zzivotaschopnosti mySich kmenovych bun¢k vysledky ukézaly, Ze vSechny pouzité
koncentrace PPy byly vhodné, neovliviiovaly bun&nou morfologii a proliferaci
(Vaitkuviene et al., 2014). Pro zlepSeni biokompatibility a vlastnosti materidlu, byl PPy
pfipravovan ve formé kompozitl, naptiklad s chitosanem. Byla testovdna proliferace
bunécnych linich MG-63 (lidsky kostni osteosarkom) na vzorcich bioimplantatd potazenych
riznymi koncentracemi PPy/Chitosan po dobu 5 nebo 7 dnli. Bun&cna proliferace byla
nejveétsi u vzorku s koncentraci 50:50 (PPy:Chitosan) ve srovnani se vzorky o koncentracich

90:10 a 80:20 (PPy:Chitosan) (Kumar et al., 2017).

Bunécné chovani na povrsich je vyznamné ovlivnéno chemii a morfologii povrchi,
protokoly syntézy, pouzitym dopantem, purifikacnimi kroky a koncentraci prekurzori.
Hydrofobni nebo extrémné hydrofilni povrchy obvykle nepodporuji adhezi bun¢k. DalSim
faktorem je mnozstvi a kvalita povrchovych funkénich skupin nebo strukturnich motivi.
Kladné nabité skupiny, jako jsou aminy, vétSinou podporuji bunécnou adhezi, stejné jako
specifické strukturni motivy, které jsou rozpoznavany bunénymi receptory. Na druhou

stranu, zaporné nabité skupiny, jako jsou sulfonaty, mohou omezovat bunécnou adhezi
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(Safaiikova et al., 2018). Nezreagované monomery &i zbytkové kyseliny pouzivané béhem
syntézy CP jdou Casto cytotoxické a mohou biokompatibilitu snizovat. Metoda syntézy
a koncentrace monomeru mtize zménit morfologii povrchu a ovlivnit tak bunécné chovani.
Vyssi koncentrace monomeru maji obecné tendenci vytvaret silnou a vysoce drsnou vrstvu
PPy filmu na povrchu, coz mize negativné ovlivnit bunéénou adhezi a Zivotaschopnost.
Naopak tenké a bezpérové PPy filmy ziskané nizsi koncentraci monomeru by mohly zajistit
dobry rust a proliferaci. Pfi morfologii povrchu je vSak potifeba uvazovat nad bunécnou linii
pouzitou jako model. Bylo zjiSténo, ze hruby profil povrchu materialu mohl pravdépodobné
usnadnit proliferaci kostnich bunék. Naopak Schwannovy buiiky rostly vice na tenkych,
vietenovitych morfologickych povrSich. Také mysSi mezenchymdalni kmenové bunky

vykazovaly dobry rist a proliferaci na tenkych PPy filmech bez port (Borges et al., 2023).

Je vsak dilezité neopomenout, Ze bunééné modely 2D (tj. monovrstva) jsou omezené
a nereprezentuji spravné biologicky lidsky systém a jeho prostiedi, a proto se vysledky
zjisténé pro tyto modely mohou za klinickych podminek zménit. Testy biokompatibility by

m¢ély brat v tvahu biologické modely, které napodobuji reakci hostitele a zanétlivy proces.
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9 ZAVER

Mnoho pozitivnich vlastnosti CP, jako je jejich biokompatibilita, laditelnd vodivost,
snadnd syntéza a jednoduchd modifikace, ¢ini CP velmi atraktivnimi materialy
v biologickych aplikacich véetné¢ TE. PPy je jednim z nejoblibenéj$ich mezi témito
vodivymi polymery. Stile vSak existuji prekazky pii pouziti CP v TE. Mezi né patfi
naptiklad Spatné interakce polymer-buinika, absence mist interakce mezi buitkami,

hydrofobnost, Spatna rozpustnost a schopnost degradace. Piiprava CP jako kompoziti,

napiiklad s pfirodnimi polymery, fesi nedostatky pouziti samotného CP.

V této praci byly chemickou syntézou uspésné pripraveny koloidni disperze a koloidni
vodivé filmy z PPy a polysacharidu chitosanu s riiznym hmotnostnim zastoupenim. Méteni
velikosti koloidnich Castic ukazalo, Ze vétsi mnozstvi chitosanu podpoftilo tvorbu mensich
koloidnich c¢astic, zatimco vysledky vodivosti filmii se u porovnavanych vzorka vyznamné
neliSily. Hlavni piinos studie spociva ve zkoumani biologickych vlastnosti neboli
biokompatibility pfipravenych kompoziti. Pomoci MTT testu bylo zjiSténo, Ze koloidni
disperze z PPy a chitosanu vykazuji u obou zkoumanych vzorki slabou cytotoxicitu az ve
40 % koncentraci. Dale byla biokompatibilita koloidnich filmi demonstrovana nao¢kovanim
bunécénych linii NIH/3T3 a ES-R1 na kompozitni filmy z PPy a chitosanu a pozorovanim
spravného uchyceni a proliferace bun€k. U bun&tnych linii NIH/3T3 byla prok4zana
schopnost bun¢k na filmu adherovat a proliferovat srovnatelné s referenci. U vzorku s vétSim
mnozstvim chitosanu dokonce s vyznamné vétsi proliferaci. U bunéénych linii ES-R1 byl

narist bunck na koloidnich filmech s Zelatinou taktéZ srovnatelny s referenci.

Vzhledem ke snadné syntéze a vyborné biokompatibilit¢ kompozith obsahujicich PPy
a chitosan by mohlo byt pouziti tohoto materialu slibnou strategii nejenom v tkanovém
inZenyrstvi. JelikoZz dosud neni zndm pifesny mechanismus toho, jak vodivy material nebo
vnéjsi elektrickd stimulace podporuje zrani a diferenciaci bunék, budouci vyzkum by se mél
zaméfit na biologické interakce na molekuldrni Grovni, vcéetné zmén genové exprese

a proteomiky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CP
DLS
ECM
ESCs
GAM
GAG
HA
iPSCs
MSC
MTT
PANI
PCL
PGA
PLA
PLGA
PLLA
PPy
PSS
PT
RF
SH

TE

vodivé polymery (Conductive Poylmers)

dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering)
extracelularni matrix (Extracellular Matrix)

embryonalni kmenové buiiky (Embryonic Stem Cells)
genove aktivovand matrice (Gene-Activated Matrix)
glykosaminoglykan

kyselina hyaluronova

indukované pluripotentni kmenové buiky (Induced Pluripotent Stem Cells)
mezenchymalni kmenové buiiky (Mesenchymal Stem Cell)
(3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
polyanilin

polykaprolakton

kyselina polyglykolova

kyselina polymlécna

kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolove

kyselina poly — L —-mlé¢na

polypyrrol

polystyrensulfonova kyselina

polythiofen

rustovy faktor

hyaluronat sodny

tkanové inZzenyrstvi (Tissue Engineering)
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