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ABSTRAKT

Predlozend bakalai'ska prace je zamétena na vodivé polymery vyuzivané v oblasti tkanového
inZzenyrstvi. Vodivé polymery jsou Siroce studovany diky jejich biokompatibilnim a
elektrickym vlastnostem. Mohou tak poskytovat vhodny substrat pro builkky a zaroven
umoziovat jejich stimulaci elektrickym proudem a fidit tak buné¢né procesy. Tato prace
byla konkrétné zaméiena na piipravu koloidni roztoki, filmt a 3D struktur (scaffoldil) z
polypyrrolu a chitosanu. Pro testovani biologickych vlastnosti piipravenych materialt byla
pouzita linie mySich embryondlnich fibroblasti NIH/3T3 a mysi embryonalni kmenové
buiiky ES R1. Oba typy bunécnych linii vykazovaly dobrou proliferaci na pfipravenych
filmech. Podobnych vysledkl bylo dosazeno 1 v ptipadé proliferace na scaffoldech, kde byla
ale proliferace kmenovych bun€k ES R1 niZsi, nez tomu bylo u mysich fibroblasti. Scaffoldy
vytvorené z polypyrrolu a chitosanu se tak jevi jako slibni kandidati pro vyuziti v tkanovém
inzenyrstvi.

Kli¢ova slova: Vodivé polymery, proliferace, koloidni film, koloidni disperze, polypyrrol,

chitosan, scaffold

ABSTRACT

The presented bachelor thesis is focused on conductive polymers used in the field of tissue
engineering. Conductive polymers are widely studied due to their biocompatible and
electrical properties. Thus, they can provide a suitable substrate for cells while allowing their
stimulation by electrical current to control cellular processes. This work was specifically
focused on the preparation of colloidal solutions, films and 3D structures (scaffolds) from
polypyrrole and chitosan. The mouse embryonic fibroblast line NIH/3T3 and mouse
embryonic stem cell line ES R1 were used to test the biological properties of the prepared
materials. Both cell lines showed good proliferation on the prepared films. Similar results
were obtained for proliferation on scaffolds, but the proliferation of ES R1 stem cells was
lower than that of mouse fibroblasts. Based on the results, scaffolds formed from polypyrrole

and chitosan seem to be promising candidates for use in tissue engineering.

Keywords: Conductive polymers, proliferation, colloidal film, colloidal dispersion,

polypyrrole, chitosan, scaffold
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UvVOD

V dnesni dobé&, kdy se neustale rozvijeji nové technologie a materidly, nabyva vyzkum v
oblasti vodivych polymert stale vétSiho vyznamu, zejména s ohledem na jejich potencial v
biomedicing a tkanovém inzenyrstvi. Pravé tkanoveé inZzenyrstvi se stalo klicovym oborem
pro rozvijeni biologickych principi a metod, ktery ptfinasi revoluéni pfistupy k regeneraci
a nahrazovani poskozenych tkani a organii. Podstatou tspéchu téchto postuptli jsou spravné
zvolené bunky a materialy, které slouzi jako zaklad pro tvorbu scaffoldi, filmi a koloidnich
disperzi. NejcastejSim typem bunek, které se vyuzivaji v tkdniovém inzenyrstvi jsou bunky
kmenové, diky svym vlastnostem jako je sebeobnova a moznost diferenciace. Materialy pak
musi byt schopny podporovat bunécny rust, diferenciaci a interakci s buitkami, coz vyzaduje
specifické vlastnosti. Bun&cna terapie, kterd nevyzaduje pouziti scaffoldu, pfedstavuje
inovativni piistup k regeneraci tkani, ktery se zamétuje na ptimé osazeni bun€k do postizené
oblasti bez externi podpory materidlu. Na druhé strané, tkadniové inzenyrstvi vyzaduje pouziti
scaffoldu jako podpory pro regeneraci tkané, kde je klicové, aby scaffold splioval urcité
pozadavky, jako je propojeni mikroporii pro efektivni adhezi a migraci bunék. (Ikada, 2006)
Scaffoldy musi byt kompatibilni s riznymi typy bunék specifickymi pro danou tkan a s
pozadovanym prostiedim v lidském téle. Pii navrzeni scaffoldu je nutné brat ohled na
specifické vlastnosti, jako jsou velikost port,, geometrie a prostorova distribuce, které

ovliviiyji chovani buné€k. (Shafiee a Atala, 2017)

Vodivé polymery ptedstavuji jednu z unikatnich tfid materidld v oblasti tkénového
inZenyrstvi pro jejich schopnost vést elektricky proud a interagovat s biologickym
prostfedim. V teoretické Casti je rozvedeno, které nejznaméjsi vodivé polymery nabizeji
kombinaci vodivosti, biokompatibility a snadné manipulace, a jsou tak dobrymi kandidaty
na vyuziti v tkaflovém inZenyrstvi.

Tato bakalafska prace si v praktické ¢asti klade za cil prozkoumat vyuziti polypyrrolu
a chitosanu pfi tvorbé filmu, koloidnich disperzi a scaffoldi pro tkadfové inzenyrstvi. Diiraz
bude kladen na procesy ptipravy téchto struktur a jejich vlastnosti. DalSim cilem je
biologicky testovat tyto materidly, konkrétné jejich schopnost podpory bunécné proliferace.
Vysledky byly vyhodnoceny potizenim fotografii z konfokalni mikroskopie. Jako bunééné
linie byly pouzity mySi embryonalni fibroblasty NIH/3T3 a mysi embryonalni kmenové
bunky ESRI.
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I. TEORETICKA CAST
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1 REGENERATIVNI MEDICINA

Regenerativni medicina je definovédna jako proces ndhrady nebo obnovy lidskych bunék,
tkdni nebo organti s cilem obnovit jejich funk¢nost. (Baptista a Atala, 2016) Jedna se
interdisciplinarni obor, ktery zavisi na spolupraci s dalsimi obory jako je biologie, chemie,

inzenyrstvi a medicina. (Salgado et al., 2013)

Pro dosazeni obnovy normalni funkce buné¢k, tkdni nebo organti prostfednictvim jejich
nahrazeni se vyuzivaji rizné techniky, jako je terapie kmenovymi buinikami, tkanové
inZzenyrstvi a genova terapie. (Ip, 2012) Kone¢nym cilem je vyvinout terapie, které mohou
opravit nebo nahradit poskozené nebo nemocné tkané a organy, a tim zlepsit kvalitu zivota
pacientil a pfipadné snizit potebu transplantace organti. Regenerativni medicina je zaloZena
na pfirozené schopnosti téla samo se uzdravovat, a jejim cilem je vyuzit tuto schopnost k
vytvotfeni novych 1é¢ebnych postupl pro Sirokou Skalu onemocnéni, od degenerativnich

chorob az po urazy. (Baptista a Atala, 2016)

Prvni zminky o regenerativni medicin€ sahaji az do starovékych civilizaci, kdy napftic¢
staletimi Samani, apatykafi a alchymisté usilovali o obnovu télesnych funkci. Historie
regenerativni mediciny se vyznacuje vyznamnymi pokroky, od ranych postupt ¢isténi ran
a transplantace kiize az po novéjsi objevy kmenovych bun¢k a tkanového inzenyrstvi.

(Baptista a Atala, 2016)

Experimentalni vyzkum a chirurgické pokroky v oblasti transplantace tkani a rekonstrukéni
chirurgie probihaly v prib¢hu 19. a na pocatku 20. stoleti. Objasnéni biologickych procest,
jez mél ptinos pro tento obor, sepsal Rudolf Virchow ve své publikaci "Bunécné patologie".
Zde popsal, Ze regenerace tkani je podminéna bunécnou proliferaci. To vedlo ke zkoumani
bunécnych jevl zodpovédnych za hojeni tkani a ke kultivaci bunék mimo télo. Pozdéji byl
prokdzan aktivni riist buné€k v kultufe, a tak byly polozeny zéklady klasického tkanového

inZenyrstvi, které je jednou ze soucasti regenerativni mediciny. (Baptista a Atala, 2016)
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2 TKANOVE INZENYRSTVI

Tkanové inzenyrstvi (TI) je obor biomedicinského inZenyrstvi, ktery spojuje biologii
s materidlovym inzZenyrstvim, a aplikuje inzenyrské principy k vytvareni tkani nebo
bunécnych produkti mimo télo. (McClelland et al., 2012) Toto odvétvi vyuziva znalosti
z mnoha biologickych, biochemickych obort ¢i strojniho inZenyrstvi, polymernich véd
a bioreaktorti. (McClelland et al., 2005) Postupné rozsifeni a vytvaieni specializovanych
mimot€lnich systémul pro podporu zZivota, které zahrnuje bunky a tkanové jednotky, jsou
vhodné pro diagnosticky screening. Kromé klinickych aplikaci se vyuziva také pro testovani
ucinnosti a toxicity 1ékt a provadéni zakladnich studii o vyvoji tkdni a morfogenezi.

(Berthiaume, Maguire a Yarmush, 2011)

Pro dosazeni funkéniho konstruktu (scaffoldu) vyuzitelného v TI je mimo jiné velmi diilezita
volba buné&énych linii. Casto se setkidvame s vyuzitim kmenovych bunék diky jejich
schopnosti diferencovat. (Salgado et al., 2013) V TI se diferenciaci rozumi proces, pfi
kterém jsou buiiky nebo tkané privedeny k tomu, aby nabyly své specifické, funk¢ni zralosti.
Stavaji se typem builky s urcitou specializaci a tato zména je obvykle nevratnou zménou
smérem k ur¢itému funkénimu stavu. (McClelland ef al., 2012) Tento proces mé zésadni
vyznam pro uspesné fungovani vytvorené tkan¢é. Béhem implantace se mohou zivé bunky
presunout do implantadtu nebo mohou byt pfed implantaci kombinovany s matrici béhem
bunécné kultivace. Takto kultivované buiiky pak mohou byt izolovany jako plné
diferencované bunky tkané, kterou maji tvofit, nebo mohou byt geneticky upraveny tak, aby
plnily pozadovanou funkci, pokud jsou ziskany z jinych tkani nebo zdroji kmenovych

bunéck. (Vacanti a Vacanti, 2014)

Odhalovani biologickych tajemstvi prostfednictvim védeckych zkoumani nemoci a zranéni
souvisi s objevem a vyvojem umélych nebo protetickych materiald pro ndhradu koncetin,
zubl a dalSich tkani, coZ vede k ¢astecnému obnoveni ztracené funkce. Byl také vyvinut
koncept vyuziti jedné tkan€ jako ndhrady jiné. V 16. stoleti popsal Tagliacozzi z italské
Boloné ve svém dile nahradu nosu zkonstruovanou ze stépu piedlokti. V 19. stoleti, s
védeckym pozndnim teorie nemoci a zavedenim sterilnich technik, vznikla moderni
chirurgie. Zavedeni anestezie v poloviné¢ 19. stoleti umoznilo rychly rozvoj mnoha
chirurgickych technik. (Vacanti a Vacanti, 2014) Prvni 1é¢ebné postupy zalozené na tkanich
byly pfedstaveny v podob¢ transplantace kiize. Nasledné se objevily metody pro uchovéavani

bunék a tkani, coz vedlo k vytvoreni alogennich bank kliZze, kde se tyto kozZni §tépy staly
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hotovym produktem. Prvni syntetickd nahrada kiize, kterou udajné¢ pouzivalo nékolik
vyzkumnikt, byla vyvinuta v roce 1962. Nicmén¢ prvni GspéSné vyrobky z oblasti TI byly
skute¢n¢ realizovany az v letech 1970 az 1980, tedy na pielomu 70. a 80. let 20. stoleti. Je
to naptiklad prvni tkdnova kozni konstrukce vyvinuta Howardem Greenem na Harvard
Medical School. Jedna se o produkt Epicel, u kterého byla pouzita inovativni technika
pestovani kozniho epidermis z kozni biopsie pacienta. Izolované keratinocyty pacienta byly
kokultivovany s mySimi mezenchymalnimi bunikami a mohly tak proliferovat. Tento
vyrobek se vyuziva k pokryti pacientll s rozsahlymi koznimi popaleninami, ktefi nemayji
dostatek Zivotaschopné kize pro tradiéni autotransplantaci. (Berthiaume, Maguire

a Yarmush, 2011)

2.1 Zakladni principy tkanového inZenyrstvi

Pro TI je nezbytné vytvofit trojrozmérné prostiedi, které je obvykle dosazeno pomoci
porézniho scaffoldu. Tato struktura musi byt navrzena tak, aby poskytovala podporu
a prostiedi pro rist bunck. Kromé scaffoldu jsou nezbytné také vhodné bunky a ristové
faktory. Buiiky jsou zodpovédné za syntézu nové tkané€, zatimco scaffold poskytuje prostor
pro mnoZeni bunck a zajiStuje jim podminky pro optimélni funkci. Ristové faktory jsou
dalezité, protoze podporuji a stimuluji buniky pii procesu regenerace nové tkan¢, coz prispiva
k celkovému uspéchu TI. Vybér vhodného zdroje bun€k je rovnéz klicovym aspektem TI.
Existuji ti1 hlavni typy bunék pouZzivanych v této discipliné: autologni, alogenni a xenogenni.
(Akter, 2016) Buiky autologni jsou ziskané buniky z téla jedince a transplantovany c¢i
pouzity k 1é€bé téhoz jedince, pficemZ se minimalizuje riziko imunitni odpovédi nebo
odmitnuti. (Bartel, 2015) Alogenni buiiky jsou buniky, které jsou ziskany od jin¢ho jedince,
nez je piijemce, a jsou pouzity k 1é¢bé pacienta. V 1écbé leukémie a lymfomu se Casto
pouzivaji pti alogenni transplantaci, kdy jsou buniky ziskany od vhodného dérce a pfeneseny
do téla pacienta. Ziskani téchto bun€k miiZze probihat bud’ tradi¢nim odbérem z kostni dfené,
nebo preferovanéj$im odbérem z perifernich kmenovych bunék, kde jsou bunky filtrovany
z krve darce. (Trebuiiova, M. a Sromovska, K., 2018) Xenogenni buiiky mohou byt
izolovany z rGznych ZivociSnych orgénii a rozSifeny in vitro, pticemz si zachovavaji
vlastnosti piivodnich organti. Prase je povazovano za jedno z nejvhodnéjSich zvifecich
zdrojii xenogennich bunék, protoze se podoba ¢loveku svoji fyziologii, nebo je zde 1 moznost

genetické modifikace bun¢k. (Huang, Yang a Shyr, 2021) Nicmén¢ xenotransplantace ma



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

fadu omezeni, vCetné etickych a virologickych otazek, které je tfeba feSit v kontextu

regenerativni mediciny a TI.

Bioreaktory, které mechanicky ovliviiuji biologické procesy za piisn€¢ sledovanych
podminek, jsou dalsi dilezitou soucasti TI. Jejich pouziti muze zvysit i¢innost bunécnych
kultur a zkratit dobu trvani procesu, coz ma piimy vliv na kvalitu vysledné tkan¢. (Akter,

2016)

2.2 Bunécné kultury

Bunécéné kultury ptedstavuji klicovy nastroj v moderni biomedicing s Sirokym a praktickym
vyuzitim v mnoha oblastech, v¢etné hodnoceni Gc¢innosti a toxicity 1é¢iv, vyroby vakcin
a biofarmak a v technologii asistované reprodukce. Jejich rostouci uspéchy a zvysujici se
zajem odborné vetejnosti oteviely nové moznosti v oblasti regenerativni mediciny, kde se
stavaji klicovym nastrojem pro lécbu poranéni, degenerativnich onemocnéni a dalSich
je kultiva¢ni médium. Kvalita tohoto média ma zasadni vliv na zivotaschopnost a funkénost

bunck, a tim i na vysledky experimentl a terapeutickych aplikaci. (Yao a Asayama, 2017)

Prvni naznak kultivacnich experimentii prob&hl v roce 1882, kdy Sydney Ringer vyvinul
Ringertv roztok, prvni vyvazeny roztok soli podobny télnim tekutindm, ktery umoznil
udrzet zabi srdce v chodu in vitro. Tento Gspéch vedl k vyvoji dalSich vyvazenych solnych
roztokl, jako jsou Locktv, Tyrodetiv, Krebsova-Ringerova, Geytlv, Earleiv a Hanksiv
roztok. Tyto roztoky maji jednoduché sloZeni obsahujici anorganické soli, nékdy také
glukézu jako Zivinu, a jsou kalibrovany na fyziologické hodnoty pH, osmotického tlaku
a koncentrace soli. Umoznuji tak GspéSné udrzovat tkané a buiikky mimo télo po kratkou
dobu, obvykle do nékolika dnd. Po tuspéchu Ringerova roztoku se vyzkumnici zacali
zamé&fovat na udrZeni buné€k v kultivacnich zafizenich, ale vétSina bunék nepiezila. V roce
1907 Ross G. Harrison vSak uspesné sledoval mitotické procesy v nervovych vladknech zaby
po dobu nékolika tydni v lymfatické tekuting€. Tento pokus je povazovan za pocatek vyvoje

kultivace zivocisnych bunék. (Yao a Asayama, 2017)

Buniky jsou jednou ze tii klicovych slozek, které se vyuzivaji v TI, jako multidisciplinarni
oblasti zamé&fené na rekonstrukci biologickych tkani, spolecné s materialy a bioaktivnimi
faktory. Hraji klicovou roli pfi tvorbé ztracené nebo poSkozené tkané€, zatimco materialy

slouzi jako nosicCe a leSeni, ktera podporuji riist a diferenciaci bunék. Mohou byt izolovany
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z darcovské tkané a poté uchovavany v riznych podminkédch. Proces izolace zacina
jednoduchym ulomkem tkéané€, ktery se pfichyti k ristu bud’ spontann¢, nebo za pomoci
mechanickych prostfedkt, plazmatické srazeniny nebo slozky extracelularni matrix, jako je
kolagen. Tento ulomek vytvari primarni explantat, kde buiikky migrujici ven jsou znamé jako
vyristky. Tyto buiiky jsou vybirany podle své schopnosti migrovat z explantatu a nasledné
podle jejich schopnosti proliferace. Pokud se vzorek tkan¢ rozd¢li, vznikne suspenze bunck
a malych agregatd, které se spoji s pevnym substratem, ¢imz se vytvofi pevny substrat
monovrstvy. Buiiky v monovrstvé, které jsou schopné proliferace, jsou pak vybrany pii prvni
subkulturaci a mohou dét vzniknout bunééné linii. Tento proces je klicovym krokem pfi
ptipravé bunécnych kultur pro pouziti v TI a dalSich biomedicinskych aplikacich. (Vunjak-

Novakovic a Freshney, 2005)

Rozd€leni bunék na riizné typy a jejich schopnost kultivace v bunéénych kulturach je
zakladem pro vyzkum v oblasti biotechnologii a regenerativni mediciny. Jednim z hlavnich
typd jsou kmenové buiiky, které jsou schopny sebeobnovy a diferenciace do rtznych
bunécnych typl. Zygota, prvni forma organismu, je prikladem totipotentnich bunék, zatimco
pluripotentni embryonalni kmenové bunky maji schopnost diferencovat se do vsech
bunécénych typi téla. Dospélé kmenové bunky, jako jsou multipotentni mezenchymadlni

buiiky, jsou diilezité pro regeneraci tkani. (Segeritz a Vallier, 2017)

Bunécné linie pro kultivaci bunék mohou byt jinak rozdéleny do tfi typd: primdrni,
transformované a samoobnovujici se. Primarni buniky, jako jsou naptiklad fibroblasty
z koZnich biopsii nebo hepatocyty z explantatii jater. Jsou pfimo izolovany z lidské tkané
a asto se pouZivaji v biomedicinském vyzkumu. Transformované bunky mohou byt
vytvofeny pfirozené nebo genetickou manipulaci a poskytuji stabilni podminky pro
kultivaci, ale mohou mit také genotypové a fenotypové zmény. Samoobnovujici se bunky,
jako jsou embryondlni kmenové buiky nebo indukované pluripotentni buniky, maji
schopnost diferencovat se do riznych bunécnych typti a zlstat dlouhodobé udrzitelné

v kultute in vitro. (Segeritz a Vallier, 2017)
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3 BIOMATERIALY

Biomaterialy jsou definovany jako materialy urcené pro lékatiské, zubni, veterinarni nebo
farmaceutické aplikace, které vstupuji do tésného a trvalého kontaktu s biologickym
materidlem, zejména tkanémi. Jejich ucelem je optimalné fungovat v tomto prostiedi a byt
kompatibilni s t€lesnymi tkdnémi, do nichz jsou ¢asto implantovany. Charakterizovany jsou
tedy jako nezivé materidly, které jsou navrzeny tak, aby interagovaly s biologickymi
systémy. Biomaterialy maji specifické vlastnosti, vcetné¢ chemickych, mechanickych,
fyzikélnich a biologickych. Pozaduje se od nich pevnost, odolnost vii¢i poskozenim, tuhost,
opticka pruhlednost ¢i elektrickd vodivost. Pii posuzovani zadkladnich biologickych
pozadavkll na biomateriadl pro klinické pouziti je kli¢ové vzit v ivahu, Ze biologické
pozadavky na materidl mohou byt riizné v zdvislosti na konkrétni aplikaci. I pfi pouziti
stejného biomateridlu se mohou biologické pozadavky liSit mezi jednotlivymi aplikacemi.

(Williams, 1987)

Biomaterial, ktery mé byt uzptisoben pro konkrétni ucel musi mit, jak jiz bylo zminéno,
vlastnosti, jez zahrnuji chemické, toxikologické, fyziologické, elektrické, morfologické
a mechanické charakteristiky. Pro celkové zhodnoceni tkanové kompatibility biomateridlu
nebo zdravotnického prostiedku in vivo je klicova znalost chemického slozeni materiald,
veetné podminek expozice tkani. Diilezitymi faktory jsou rovnéz povaha, stupen, frekvence
a trvani expozice prostiedku a jeho slozek vici specifickym tkanim, kde ma byt pouzit.

(Schmalz, 2009)

V prubéhu 60. let 20. stoleti zacali inzenyfi, chemici a biologové izce spolupracovat s 1ékafi,
s cilem vytvoreni standardizovanych postupi nebo metodiky, které by v praxi formalizovaly
tvorbu a principy, respektive vyuziti syntetické strategie pro biomateridly. Klicovym
aspektem soucasné definice biokompatibility se stala mySlenka, Ze uvoliiovani toxickych
latek z biomaterialti negativné ovlivituje hojeni. S rozvojem biologie a materidlovych véd
zacali vyzkumnici rychle zaclenovat tyto nové myslenky do vyvoje biomaterialti. Hodnoceni
reakce hostitele na implantované materialy ndm poskytuje uzite¢né informace o soucasnych
vlastnostech biomateridli a zdrovenn ndm pomahd predstavit si moznosti budouciho

zdokonaleni interakce téla s biomateridly. (Ratner a Bryant, 2004)

Schopnost interakce s zivymi tkanémi se stala zdkladnim rysem vSech biomateriali. Tyto
interakce mohou mit jak pozitivni, tak negativni vliv na organismus hostitele a na samotny

biomaterial. Imunologické reakce, které mohou nastat, vedou k moznému selhdni zatizeni,
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komplikacim u pacienti, a dokonce k fatalnim nasledkim. Z tohoto divodu je klicové, aby
biomaterialy byly biologicky udrzitelné a biokompatibilni. Biomaterialy mohou mit rizné
sloZeni, véetné kovl, keramiky, polymert, hydrogeli nebo kompozitnich materiali. (Omidi
et al., 2017) V oblasti TI patii mezi ¢asto vyuzivané, napiiklad pro Gstni a zubni aplikace,
materidly jako Cisty titan, jeho slitina Ti6Al4V a oxid zirkoniéity (zirkonium) pro svou
biokompatibilitu, biofunk¢nost a schopnost osteointegrace. (Duraccio, Mussano and Faga,
2015) Biomaterialy, které hraji zasadni roli v 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni zahrnuji
polyuretan, polyethylentereftalat ¢i expandovany polytetraflourethylen pro vyrobu protéz

srdecnich chlopni, cévnich protéz, stenty a dal$i zatizeni. (He a Benson, 2017)

Jsou vSak obvykle klasifikovany do tfi hlavnich kategorii: kovy, keramika a polymery. Mezi
témito kategoriemi maji polymery vyznamné misto, piicemz jejich organicka povaha jim
poskytuje unikatni vlastnosti, které je odliSuji od kovi a keramiky. Polymery jsou znamé
svou Sirokou Skélou fyzikalnich, mechanickych a chemickych vlastnosti, coz vedlo k
rozsahlému vyzkumu, vyvoji a aplikacim v oblasti biomateriali. Mnoho z téchto polymert
bylo ptivodné vyvinuto pro prumyslové ucely jako plastové materidly, elastomery a vlakna.
Avsak po druhé svétové valce si je chirurgové zacali prisvojovat pro feseni lékaiskych
potieb, coz vedlo k dal§imu vyvoji materialii specifickych pro oblast biomediciny. Jednim z
takovych inovativnich materialii je vodivy polymer, ktery nabizi Siroké spektrum moZnosti
pro aplikace v I¢katstvi a TI. Tyto polymery budou podrobnéji rozebrany v nasledujicich
kapitolach, kde se zamé&fime na jejich vlastnosti, vyhody a mozné klinické aplikace. (He

a Benson, 2017)

3.1 Biokompatibilita

Biokompatibilita je pojem, ktery se nejcastéji pouziva k popisu biologickych pozadavkii na
biomateridly pouzivané ve zdravotnickém prostredi. Je to schopnost materialu fungovat bez
vytvafeni nezddoucich reakci v tkanich. Definice biokompatibility se vztahuje k tomu, jak
dobie material interaguje s hostitelskym organismem v konkrétnim prosttedi. Jedna se tedy
o schopnost materidlu vyvolat odpovidajici biologickou odezvu v dané aplikaci, ktera je
klicova pro Gspé€sné dosazeni pozadovaného vysledku. Odezva mize byt negativni, vedouci
k selhani aplikovaného biomateridlu, a tudiZ jeho pouZiti se jevi jako nevhodné a Skodlivé
pro organismus. Na druhou stranu pfi pfiméiené reakci hostitele jsou tkanové reakce pro

uspesné pouziti biomaterialu nebo zdravotnického prosttedku klicové. (Anderson, 2012)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Biokompatibilita biomateriali mize byt vyhodnocena pomoci testl in vitro a in vivo.
Testovani je klicovym krokem pfi jejich vyvoji a hodnoceni. Testy in vitro se provadéji
mimo télo, Casto s vyuzitim systémi bunéCnych kultur, které umoziuji posoudit
cytotoxicitu, bunécnou adhezi, aktivaci nebo bunécnou smrt. Jejich cilem je simulovat
klinickou situaci. Testy in vivo se provade€ji uvnitt téla zivého organismu a jsou klinicky
relevantnéjsi nez testy in vitro. In vitro testy se Casto provadéji jako screeningové testy pied
hodnocenim in vivo, protoze testy in vitro jsou jednodussi a levnéjsi. (Omidi et al., 2017)

(Mozafari, 2020)

Jednim zin vitro test biokompatibility je test cytotoxicity, ktery je Casto vyzZadovan
regulacnimi organy pro implantabilni prostfedky. Tento test je povazovan za zdkladni
a umoziuje identifikaci a hodnoceni riznych urovni toxicity biologickych materiald, a to od
bunééné smrti az po zmény bunééné adheze, proliferace a biosyntetické aktivity.
(Kirkpatrick a Mittermayer, 1990) Lze ji stanovit hodnocenim bunééné morfologie,
poskozeni bunék, riistu bunék nebo méfenim bunécné aktivity, konkrétné naptiklad MTT
testem. Mohou byt provadény také testy genotoxicity, hemokompatibility ¢i drazdivosti. Pro
in vivo testovani mohou byt provadény testy karcinogenity pro genotoxicitu materiald nebo
latek s pritomnosti genotoxickych slozek. Tyto studie zkoumaji schopnost latek vyvolat
karcinogenitu v Zivych organismech. Vedle toho jsou také provadény testy senzibility ¢i
testy drazdivosti, které posuzuji mistni zanétlivou reakci tkdni po pfimém kontaktu se

zdravotnickymi prostfedky nebo jejich vytazky. (De Jong, Carraway a Geertsma, 2020)

3.2 Scaffoldy a 3D struktura

Scaffold je definovan jako porézni trojrozmérna struktura, kterd slouZzi jako zéklad nebo
leseni pro riist bunék a regeneraci tkani. (Dutta a Dutta, 2009) Jsou povazovany za klicovy
prvek TI, protoZe umoziuji vytvareni tkani z bun€k a matrice. Vybér vhodnych biomaterialti
pro scaffoldy je dilezity, protoze musi spliiovat urcitd kritéria. Hlavnim bodem je
biokompatibilita. Podpora regenerace tkan€ je dalSim klicovym cilem, ktery zahrnuje
schopnost biomaterialu aktivovat a usnadnit proces hojeni. Scaffold musi mit také fizenou
rychlost degradace, kterd by meéla probihat v souladu s riistem tkang, aby byl schopen
podpofit rist a diferenciaci bunék. Pro vytvofeni stabilni struktury tkdn€ musi byt
mechanické vlastnosti scaffoldu podobné vlastnostem tkané, ktera je nahrazovana. (Salgado

etal.,2013)
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Scaffoldy nachézeji uplatnéni pti navrhu a vyrobé trojrozmérnych modeld, v manipulaci s
povrchovymi ligandy a molekuldrni architekturou a v interakcich mezi nanocasticemi
a buitkami. Vyuziti port scaffoldti mé zasadni vyznam pfi regeneraci riznych tkani a organt
v téle, umoziuji migraci bun€k, a také zlepsit povrch pro adhezi bunék. Pérovitost scaffoldu
je také dilezitym parametrem, ktery urcuje difizi zivin a metabolickych latek, odpadnich

latek, migraci bunék a neovaskularizaci. (Ratheesh et al., 2017)

Bioprinting je technologie vyuzivand k pfesnému tisku biologickych materiald s cilem
vytvaret 3D struktury, jako jsou tkané nebo organy. Tisk organt a biofabrikace oteviraji
Siroké moznosti pro vyrobu 3D zZivych orginii s pouzitim bunéénych sféroida
a biokompozitnich nanovldken jako stavebnich blokli pro regenerativni terapii.
Nedostatecna vaskularizace ¢asto piedstavuje hlavni technologickou ptekazku pii vytvareni
umoznuji udrZzeni strukturalni integrity a fizenou degradaci scaffoldi po jejich vytisténi.
Biofabrikace zahrnuje vyrobu komplexnich zivych i nezivych biologickych produkti ze
surovin, jako jsou bunky, molekuly, extracelularni matrice a biomaterialy. (Ratheesh et al.,

2017)
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4 VODIVE POLYMERY

Biomaterialy, které reaguji na okolni podnéty a snadno se piizplisobuji okolnim podminkam,
jsou velmi zadouci pro obor tkanového inzenyrstvi. Vodivé polymery maji pozadované
vlastnosti a jsou také biokompatibilni a elektroaktivni. Diky takovym materialim jsme
schopni bunky elektricky, elektrochemicky a elektromechanicky stimulovat. (Balint,
Cassidy a Cartmell, 2014) Tyto polymery se vykazuji vlastni elektrickou vodivosti. Nesou
v sob¢ pozitivni vlastnosti kovii, ke kterym se vaze schopnost vést elektricky naboj, maji
dobr¢ optické a elektrické vlastnosti a snadno se syntetizuji. Nyni existuje vice nez 25 druhti
vodivych polymert. (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014) Vodivé polymery jsou schopny
prendset naboj diky snadnému pieskakovani elektrond uvnitf polymernich fetézct a mezi
nimi. Polymer mé konjugovanou patef, coz znamend, zZe je slozen z tfady stiidajicich se
jednoduchych a dvojnych vazeb. Tyto vazby obsahuji chemicky silné, lokalizované c-vazby,
pficemz dvojné vazby obsahuji i méné¢ silné lokalizované n-vazby. P-orbitaly v fadé n-vazeb
se prekryvaji, coz umoznuje elektroniim snadnéji delokalizovat se a volné se pohybovat mezi
atomy. Kromé& konjugace je pro elektrickou vodivost nezbytna ptitomnost nosic¢li naboje,
kteti zprostfedkovavaji transport ndboje v ramci fetézce. Tyto nosi¢e naboje vytvaii proces
znamy jako dopovani, ktery je analogicky s dopovanim klasickych polovodi¢ii. Polymer se
syntetizuje ve své oxidované, vodivé form¢, a pouze v pritomnosti molekuly dopantu je
stabilizovana struktura molekuly a nédboj je neutralizovan. (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014)
Oxidaci n-konjugovanych fetézcli vznikaji kladné nosice naboje, a dochazi k zvyseni p-typu.
Tyto oxidované formy jsou proto oznacovany jako tzv. p-dopované, coz odpovida pojmu
p-dopované anorganické polovodi¢e. (Rasmussen, 2020) Je vSak dulezity rozdil mezi
stopové koncentrace dopujicich latek vyrazné ovliviuji elektrické vlastnosti, zatimco u
polymerti je potfeba koncentraci v fadech jednotek az desitek procent. (Prokes, J., Stejskal,

J. a Omastova M., 2001)

4.1 Historie

Prvni zminka o vyrobé vodivych polymert se objevuje jiz pfed n€kolika desetiletimi,
konkrétné zpocatku 19. stoleti. Tehdy byly tyto konjugované polymery obvykle
povazovany za moderni materidly. V Sedesatych letech 20. stoleti bylo prokézano, Ze n¢které
ttidy organickych polymerti a pfisluSnych plastd lze vyrobit tak, aby vykazovaly

polovodicové chovani, s hodnotami vodivosti. Koncem sedmdesatych let 20. stoleti byly
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dosazeny hodnoty vodivosti srovnatelné s kovy. Za tento pokrok byla v roce 2000 udé€lena

Nobelova cena za chemii Hideki Shirakawovi, Alanu MacDiarmidovi a Alanu Heegerovi.

Ve 21. stoleti si spolecnost pfevazné zakladala na plastech, které jsou velmi snadno dostupné
a vyrobitelné. Avsak plasty jako polyethylen ¢i polystyren jsou elektricky izolacni a chybélo

jim polovodi¢ové chovani s hodnotou vodivosti. (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014)

V praci Kumara a Sharmy byly prokézany vodivosti nékterych polymert. Mezi zastupce
vykazujici vysokou elektrickou vodivost patii naptiklad polyacetylen, ktery pii dopovani
jodovymi parami nebo halogenidy ptechodnych kovii méa dosahujici hodnoty vodivosti az
10 000 S-cm’. Polyanilin, stabilngjdi aromaticky polymer, dopovany kyselinou
chlorovodikovou vykazuje elektrickou vodivost kolem 200 S-cm’. Polythiofeny maji
elektrickou vodivost 1 000 S-cm™ pii dopovani BF4 a C1O4". Polypyrrol dosahuje vodivosti
mezi 500 — 7,5 x 10° S:em’!, pficemz je dopovan obdobné jako polythiofen. (Kumar
a Sharma, 1998)

4.2 Vodivé polymery pro tkanové inZenyrstvi

Konjugované polymery piedstavuji specifické polymerni systémy, kde vyraznym prvkem je
konjugovana struktura obsahujici stfidajici se dvojné vazby uhlik-uhlik. Tato unikatni
struktura pfispivd k elektrickym vlastnostem polymeri,, zejména nizkoenergetickym
optickym ptfechodiim, ionizaénim potencidlim a vysoké elektronové afinité. Z
elektrochemického hlediska je klicovym aspektem konjugovanych polymeri jejich
schopnost fungovat jako elektronovy vodic. Tato schopnost je dale ovliviiovana redoxnim
pfepinanim pfi specifickych potencidlech, provazenym pohybem dopantovych iontt do nebo
z materialu v zavislosti na ¢istém naboji polymeru. Timto zpisobem se otevird moZnost
ucinného elektronického fizeni a manipulace s vlastnostmi konjugovanych polymeri. (Ateh,
Navsaria a Vadgama, 2006) Konjugované vodivé polymery piedstavuji diilezité anorganické
materialy pro rtizné aplikace, naptiklad 1 v oblasti termoelektriky, které jsou studovany pro
svou elektrickou vodivost. Tyto polymery jsou vyuzivadny pro rtizné aplikace, vcetné
sveételnych diod, tranzistorti, senzorit a fotovoltaickych clankt. Jejich vlastnosti lze
modifikovat prostiednictvim tUprav jejich molekularni struktury. Mezi studované
konjugované vodivé polymery patii polyacetylen, polypyrrol, polyanilin, polythiofen,
poly(2,7-karbazol) a dalsi.
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Neutralni konjugované polymery obvykle vykazuji polovodi¢ové vlastnosti, ackoliv nékteré
ptipady by bylo presnéjsi popsat jako izolanty. Jejich vodivost v§ak miize byt zvySena bud’
oxidaci nebo redukei, ¢imz se konjugované polymery stavaji skute¢né vodivymi polymery
pouze ve svych neutralnich redoxnich stavech. Vzhledem k tomu, ze mnoho vodivych
polymerti vykazuje hodnoty vodivosti v oblasti kovového chovani, byly v roce 1979

klasifikovany do tfidy materialli oznacovanych jako syntetické kovy. (Rasmussen, 2020)

4.2.1 Polypyrrol

V devadesatych letech se stal polypyrrol (PPy) sttedem studie jako podklad pro rast bunék
v kultivacnich modelech in vitro. Jeho schopnost podporovat buné¢ny riist byla spojovana s
jeho vyjimeénymi elektrickymi vlastnostmi, které mu poskytuji vyhodu oproti nékterym
jinym polymernim materialiim. Tato vlastnost umoziuje efektivni interakci a komunikaci s
bunkami, coz z néj ¢ini zajimavy material pro rizné biologické aplikace. Je to konjugovany
polymer pouzivany jako nosny substrat pro tkané a bunky. (Ateh, Navsaria a Vadgama,
2006) Vykazuje mnoho vynikajicich vlastnosti a odpovida na riizné podnéty, coz ho ¢ini
nad¢éjnym "chytrym" biomateridlem. Pfedevsim prokazuje dobrou biokompatibilitu in vitro
a in vivo, chemickou stabilitu vii¢i vzduchu a vodé a pfiméfené¢ vysokou vodivost za

fyziologickych podminek. (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014)
e
N

4N

Obrazek 1: Polypyrrol (Bhadra et al., 2009)
Ve studii Humpoli¢ka, Kasparkové a dalSich byla srovndvéna biokompatibilita PPy
a polyanilinu (PANI) z hlediska cytotoxicity. Cytotoxicita polymerd PANI a PPy byla
hodnocena na mySich embryondlnich buiikich NIH/3T3 a embryondlnich kmenovych
bunikach ESR1 za pouziti MTT testu. Vysledky ukazovaly, ze existuje vetsi rozdil mezi
biokompatibilitou v jejich solné a bazické formé neZ mezi PANI a PPy jako takovymi. PANI
1 PPy ve formé soli nevykazovali cytotoxicky efekt pti koncentracich extraktu 5 % a niz§ich
pro obé bunécné linie. Naopak, PPy ve formé bdze nevykazoval zaddnou cytotoxicitu,
dokonce ani pfi kultivaci obou typt bunék v ptitomnosti 50 % extraktu. PANI ve formé baze

vyvolaval mirnou cytotoxicitu pfi koncentraci extraktu 50 %. Tyto vysledky ukazuji, Ze
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zakladni formy polymert PANI a PPy jsou méné cytotoxické nez jejich odpovidajici soli.

(Humpolicek et al., 2018)

Ve studii Wanga a dalSich bylo cilem zhodnotit biokompatibilitu PPy s nervovou tkani jak
in vitro, tak in vivo. V ramci tohoto vyzkumu byl extrakcni roztok praSku PPy testovan na
rizné parametry jako akutni toxicitu, subakutni toxicitu, pyrogenni vlastnosti,
zivotaschopnost bun¢k, hemolyzu, alergenni potencial a genotoxicitu. Vysledky ukazaly, ze
extrakéni roztok PPy nevykazoval Zzadné znamky akutni nebo subakutni toxicity,
pyrogennich vlastnosti, hemolyzy, alergenniho potencidlu ani genotoxicity, které by mohly
vyvolat toxické reakce. Schwannovy builky pfitomné ve vytazku PPy prokézaly, Ze jsou
schopné pfeziti a proliferace. Konkrétné mira pteziti a proliferace Schwannovych bunck
obsahujici 50 % extrakéniho roztoku PPy byla vy$s$i nez ve skupiné obsahujici 50 %
fyziologického roztoku. Tato data naznacCuji, ze extrakéni roztok PPy nevykazoval

cytotoxicitu. (Wang et al., 2004)

Syntéza PPy je snadna a flexibilni pfi pokojové teploté v riznych rozpoustédlech, vcetné
vody. Lze ho vyrabét s velkym povrchem, rlznymi stupni poérovitosti a je snadno
modifikovatelny pro biomedicinské aplikace pfidanim bioaktivnich molekul. Reaguje na
podnéty, coz umoziuje dynamickou kontrolu jeho vlastnosti pomoci elektrického
potencidlu. AvSak po syntéze je obtizné zpracovatelny, protoZe jeho molekuldrni struktura
zpisobuje, Ze neni termoplasticky, je mechanicky tuhy, kiehky a nerozpustny. V soucasnosti
se vyuziva v riuznych aplikacich, vcetné palivovych ¢lankl, ochrany proti korozi,
pocitaCovych displeji, mikrochirurgickych nastroji, biosenzorti a léCiv, a také jako
biomaterial pro inZenyrstvi nervové tkang, nervové sondy, nervové vodici kanaly a krevni

kandly. (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014)

4.2.2 Polyanilin

Polyanilin (PANI) je vyznamny vodivy polymer s rozsdhlym vyuZitim v oblasti
biotechnologii a mediciny. Je to polymer tvofeny z monomerl anilinu, ktery obsahuje
aromatické aminy. Ty mohou vykazovat fyziologickou aktivitu nebo dokonce prokazat
Skodlivé tcinky. Nebezpecny muze byt pravé karcinogenni uc¢inek anilinového dimerniho
produktu, benzidinu. Samotny PANI je naprosto nerozpustny ve vodném prostiedi.

(Humpolicek et al., 2012)
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Obrazek 2: Polyanilin (Bhadra ef al., 2009)
Je to polysulfat, ktery je schopny kombinovat vodivost a nizkou hustotu spolu s jednoduchou
zpracovatelnosti. Jeho vyhodou je snadnd syntéza a vysoka ekologicka stabilita v zivotnim

prostfedi. (Boeva a Sergeyev, 2014)

Syntéza PANI obvykle probihd pomoci piimé oxidace anilinu, a to bud’ vhodnym
chemickym oxida¢nim ¢inidlem nebo elektrochemickou oxidaci na riznych elektrodovych
materidlech. Prvni vyzkumy v oblasti oxidace aromatickych aminii se objevily pted vice nez
stoletim a pul. Béhem oxidace anilinu v sife nebo sirovém roztoku dochazi k vytvafeni
¢ernych srazenin na platinové elektrod¢ za ptitomnosti kyseliny chlorovodikové. (Bhadra et

al., 2009)

V zévislosti na oxida¢nim stavu existuji ti zdkladni struktury PANI. Forma pln¢ redukovana
- leukoemeraldinovéa baze, pln¢ oxidovana forma - pernigranilinova baze a forma napil
oxidovana a napul redukovana - smaragdova baze. Tyto struktury ovliviiyji elektrické

vlastnosti PANI a urcuji jeho vodivost v riznych podminkach oxida¢niho stavu. (Bhadra et

al., 2009)
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Obrazek 3: Redoxni formy polyanilinovych bazi, (A) Pernigranilinova baze, (B)
Smaragdova baze, (C) Leukoemeraldinova baze Upraveno dle Stejskal et al., 2015
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Za poslednich deset let zazily vodivé polymery, zejména PANI, vyrazny narast zajmu se
zamétenim na vodivost, ktery se postupné piesunul az k analyze elektrochemického chovani
a schopnosti reagovat na vnéjsi stimuly s ohledem na vodivost. Je stale ¢astéji pouzivan k
aplikaci v rtiznych oblastech, jako je ochrana proti korozi, katalyza organickych reakei,
palivové c¢lanky, superkondenzatory nebo analytické elektrody. Je také schopen vytvaret
rizné nanostruktury, véetné nanotrubicek a nanovlaken, coz je zvlasté zajimavé v oblasti
nanotechnologii. Pro svou elektronovou a protonovou vodivost je PANI zkouman pro své
moznosti v biomedicin€, naptiklad v oblasti srdecni a nervové tkdné¢ nebo v nervovych

sondach. (Humpolicek et al., 2012)

4.3 Syntéza vodivych polymeri

V soucasnosti existuji dvé hlavni metody pro syntézu vodivych polymert, a to chemicka
a elektrochemicka. V ramci chemické syntézy se monomerovy roztok kombinuje s
oxida¢nim ¢inidlem, jako je naptiklad chlorid Zelezity nebo persiran amonny. Tento proces
tvoii prasek nebo pevny film polymeru. Vyhodou této syntézy je jeji moznost hromadné
vyroby ve velkém mnozstvi za vyhodnou cenu. Chemicka polymerace ma také tu vyhodu,
ze je schopna vytvaret rizné druhy vodivych polymeri, véetné novych variant, které nelze
syntetizovat elektrochemickou metodou. Bohuzel vSak vodivost polymerd, ziskanych
syntetizované protéjsky. Elektrochemickd syntéza umoznuje ptresnéjsi nastaveni podminek
reakce a optimalizaci procesu, coZ vede k lepsi konzistenci a stabilité vodivosti vysledného
polymeru. Dalsi komplikaci spojenou s chemickou syntézou je vysoka citlivost vodivosti
vytvoifeného polymeru na volbu a distotu rozpoustédla, oxida¢niho c¢inidla, relativni
koncentraci ¢inidel, dobu reakce, teplotu, rychlost michéni atd. To ¢ini chemickou syntézu
narocnou a nespolehlivou, s obtizné dosazitelnou opakovatelnosti vodivosti polymeru.

(Balint, Cassidy a Cartmell, 2014)

Elektrochemicka polymerace je proces, pii kterém je elektricky proud pfivadén na elektrody
ponoifené do roztoku obsahujiciho monomer polymeru, rozpoustédlo a dopujici ¢inidlo.
Tento postup umoziuje vytvofit tenké vrstvy polymeru s dobie kontrolovatelnou tloustkou
a morfologii. Vlastnosti syntetizované¢ho filmu jsou ovlivnény riznymi faktory, jako je
proudova hustota, doba depozice, teplota a rozpoustédlo. Elektrochemické polymerizace je
vhodna pro syntézu vodivych polymert jako je PPy ¢i PANI, a miize byt provadéna riznymi

technikami, v€etné galvanostatické, potenciostatické a potenciodynamické metody. Kazda z



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

téchto metod umoznuje presnou kontrolu nad procesem polymerizace a je vhodna pro riizné
aplikace, vcetné vyroby biosenzori. (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014) Tato syntéza je
obvykle provadéna v jednokomorové nebo dvoukomorové cele s vyuzitim trielektrodové
konfigurace v nosném elektrolytu. Tato technika nabizi Siroky vybér kationt a aniontl pro
pouziti jako dopujicich iontli a umoznuje ziskani volné stojicich nebo samonosnych filma s

pozadovanou tloustkou a geometrii. (Kumar a Sharma, 1998)

4.4 Biodegradabilita vodivych polymeri

Biodegradabilita hraje dtlezitou roli v oblasti biomateridlti a TI, kde je nezbytnym faktorem
pfi vyvoji materidlll pro regeneraci tkdni a 1écbu pacientli. Je to schopnost materiali
rozkladat se a vstupovat do piirodnich biologickych cykll, coz je klicové pro jejich
biologickou kompatibilitu a schopnost interagovat s biologickymi systémy. Biodegradabilni
materialy nabizeji potencial pro Sirokou Skalu aplikaci v biomedicinském inzenyrstvi, od
scaffoldi pro tkédnovou regeneraci po nosice pro kontrolované uvoliiovani 1é¢iv. V mnoha
aplikacich implantatl je potfeba material s dlouhodobé stabilnimi vlastnostmi. (Jadoun, Riaz

a Budhiraja, 2021)

Vodivé polymery jako PANI, PPy a polythiofen, spolu s biodegradabilnimi polymery jako
poly(D,L-mlé¢na kyselina) PDLLA a polykaprolakton, byvaji spojovany esterovymi
vazbami. (Jadoun, Riaz a Budhiraja, 2021) Ackoliv vodivé polymery jako PPy a polythiofen
nejsou samotné obvykle biodegradabilni, tak existuje moznost je takové vytvofit. Jednim z
hlavnich postupii je vytvotfeni kompozitu vodivého polymeru s biologicky odbouratelnym
polymerem, jako jsou pravé naptiklad polykaprolakton a PDLLA. Tato kombinace
umoznuje spojit pozitivni vlastnosti obou polymerd, ale nefesi problém s odstranénim
vodivého polymeru z téla po jeho degradaci. Nicméné tato metoda umoziuje fidit vodivost
a rychlost degradace volbou poméru obou polymert. Zjisténo bylo, Ze 1 piidani
ionizovatelnych (kyselina maselnd) nebo hydrolyzovatelnych (butyrat) postrannich skupin
na obal PPy zvySuje jeho degradabilitu. (Balint, Cassidy a Cartmell, 2014) Proto je tedy
naro¢né navrhnout a ptipravit idedlni elektroaktivni polymer, ktery spliiuje pozadavky na
biodegradabilitu a biokompatibilitu, aby se minimalizovala moZna zéanétliva reakce v
mnozstvi vodivych latek je také vyzvou. Zaroven je nutné feSit zpracovatelnost vodivych
polymeri a minimalizovat pouziti toxickych rozpousStédel, coz vyzaduje syntézu

hydrofilnich a zpracovatelnych polymernich materiali. Ackoli tato tfida biomateridlti
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predstavuje velky potencidl, je tfeba tesit dalsi vyzvy a moznosti pro jejich dalsi rozvoj v

biomedicinskych oborech. (Jadoun, Riaz a Budhiraja, 2021)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

28

II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE
e Priprava elektricky vodivych filmu a koloidt z polypyrrolu a chitosanu
e Piiprava 3D struktury na bazi polypyrrolu a chitosanu

e Testovani biologickych vlastnosti na ptipravenych filmech a scaffoldech
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité pristroje a pomiicky

Centrifuga (Eppendorf, CR)

Fluorescencni mikroskop Olympus IX81 (Olympus, Japonsko)

Inkubator Heracell™ 1501 (ThermoFisher Scientific, USA)

Konfokalni mikroskop (Olympus, Japonsko)

Laminarni box Bio130 A2 s pfisluSenstvim (Alpina, Polsko)

Rastrovaci elektronovy mikroskop Phenom Pro (ThermoFisher Scientific, USA)

Ttepacka (Scientific Industries, USA)

6.2 Pouzité chemikalie

ActinRedTM 555 (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, USA)

ActinGreenTM 488 ReadyProbes™ (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific,
USA)

Calf Serum (Biosera, Francie)

Fetal Serum (Gibco, MA, USA)

Formaldehyd 36-38 % (Penta, CR)

Hoechst 33258 (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA)
Chitosan (Sigma Aldrich, USA)

Chlorid Zelezity (Sigma Aldrich, USA)

Kyselina octova (Sigma Aldrich, USA)

Médium DMEM (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)

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

Penicillin/Streptomycin (GE Healthcare HyClone, Velké Britanie)

Pyrrol (Sigma Aldrich, USA)
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e Triton™ X—100 (Sigma Aldrich, USA)

e Trypsin (Biosera, Francie)

6.3 Bunécéné kultury a médium
V tomto experimentu jsme vyuzili dva typy bunéénych linii:

1) NIH/3T3 mysi embryonalni fibroblasty (ATCC® CRL-1658™, American Type Culture
Collection, ATCC). Pro kultivaci jsme pouzili kultivatni médium DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium), které obsahovalo antibiotikum 1 % Penicilinu/Streptomicinu a
10 % Calf sera. Kultivace bun€k probihala v inkubatoru v kultivac¢nich lahvich. Kultiva¢ni
podminky zahrnovaly udrzovanou teplotu na 37 °C a fizenou atmosféru CO,, coz odpovida

laboratornimu standardu.

2) Mysi embryonalni kmenové buitkky ESR1. Pouzité kultivaéni médium DMEM (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) obsahovalo 15 % fetlniho teleciho séra, 100 U-ml™! penicilinu,
0,1 mg-ml! streptomycinu, 100 mM roztoku neesencialnich aminokyselin a 0,05 mM 2-

merkaptoethanolu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 1000 U ml"! LIF (Gibco, MA, USA).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

7 EXPERIMENT

Nasledujici kapitoly popisuji jednotlivé kroky experimentu.

7.1 Kultivace a pasazovani bunék

Pro dosazeni dlouhodobého pteziti bunééné linie je nutno pravidelné provadét subkultivaci
bunck. Bunky mysich fibroblastli se pasazuji jakmile dosdhnou 80% konfluence. Kultivace
bunck byla uskutecnéna ve specialn¢ piipraveném médiu DMEM, které bylo pfedem
sterilizovano a ohfivano ve vodni lazni na teplotu 37 °C. Pro pasazovani bun¢k, coz je
proces, ktery se provadi v sterilnim lamindrnim boxu, byly pouzity sterilni materialy
a pomucky. Z kultiva¢ni nadoby bylo odsato médium a buiiky byly oplachnuty pufrem PBS
v mnozstvi 0,2 mL-cm (Fosfatovy pufr, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), ¢imz byly
odstranény nezadouci zbytky kultivacniho média. Po odsati pufru byl k bunkdm ptidan
trypsin v mnozstvi 0,1 mL-cm™. Kultivaéni nddoba byla vloZena do inkubatoru do doby, neZ
se buiiky uvolnily od povrchu tkanového plastiku. Uvolnéné buiiky byly resuspendovéany v
7 ml média, odebrany do zkumavky a centrifugovany 3 min a 1100 rpm. Aby byla zajiSténa
spravna konfluence bunék, a jejich pouzitelnost pro testovani, je nezbytné tento postup

uspesné kultivace a mnozeni bunék opakovat vzdy kdyz je potieba.

7.2 Priprava filmi a koloidi

V tomto experimentu byly pfipravovany filmy a koloidni roztoky na bazi polypyrrolu
a chitosanu. Pfi vytvafeni filml na bazi polypyrrolu a chitosanu bylo postupovéano
systematicky. Nejprve byl ptfipraven roztok chitosanu rozpusténim v 0,5 % kyseliné€ octové
tak, aby jeho vysledna koncentrace v koloidu byla 0,5 % a 1 %. Tento proces probihal na
trepacce (Scientific Industries, USA) pfi teploté 55 °C po dobu 24 hodin, ¢imz byla zajisténa
dikladnd homogenizace. Po rozpusténi chitosanu byl roztok piefiltrovan, aby byl zbaven
nerozpustnych ¢astic. Po dokonceni této faze nasledovala vyroba vzorkl koloidnich disperzi

a filma PPy/Chitosan s riznym mnoZstvim chitosanu (0,5 % a 1 %).

Priprava koloidnich disperzi byla provedena rozpusténim 5 mmol pyrrolu v 25 ml roztoku
chitosanu. Tato smés byla zhomogenizovdna pomoci ultrazvuku, aby bylo zajiSténo
rovnomérné rozlozeni pyrrolu v celém objemu. Pak byl pfipraven 5 mmol roztok chloridu
zelezitého ve vodé€. Polymerace zac¢ala smichanim obou roztokt dohromady. Po 10 minutach
intenzivniho michani nasledovala polymerace po dobu 24 hodin. Pro odstranéni

piebyte¢nych monomerti a necistot byly koloidni disperze vy¢istény dialyzou pomoci
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dialyzacni membrany Spectra Por 2. K odstranéni konzervac¢nich latek z dialyzaéni
membrany pred samotnou dialyzou byla namocena v demineralizované vod¢. Koloidni
disperze PPy/Chitosan byla pfenesena do kadinky s 0,5% roztokem kyseliny octové, a kazdy
den byl roztok vyménovan po dobu 14 dna. Nasledovalo dalSich 14 dnii, kdy probihal
dialyzacni proces, pticemz byla pouzita ultracistd voda misto kyseliny octové. Na Obrazku

4 jsou videt koloidni roztoky ptipravené pro 24hodinovou polymeraci.

Obrazek 4: Ukazka vzorku ptipravenych koloidnich disperzi

Priprava filmii probihala soubéZné s procesem piipravy koloidnich disperzi. Byly pouzity
tkafiové polystyrenové kultivaéni misky (TPP, Svycarsko). Do roztoku chitosanu bylo
pfidano 5 mmol pyrrolu a rozpusténo. Pak byl pfipraven 5 mmol roztok chloridu Zelezitého
ve vodé. Naslednym piidanim roztoku chloridu zelezitého, ktery slouzi jako katalyzator k
oxidaci pyrrolu na polypyrrol, do roztoku s pyrrolem a chitosanem se spousti polymeracni
reakce, ktera vede k tvorbé komplexniho filmu. Po smichani téchto dvou roztokd musi dojit
k rychlé homogenizaci michanim a naslednému vyliti obsahu smési do polystyrenovych
misek, aby doslo k pokryti celé plochy polystyrenové misky, a aby polymerace probihala in
situ. Timto zplisobem se vytvari sitovitd struktura polypyrrolu, kterd se spojuje s
chitosanem, ¢imzZ vznik4 pevny, tenky a stabilni film. Proces polymerace trval 24 hodin.

Vzniklé filmy (PPy/Chitosan) byly oplachnuty methanolem.
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Obrazek 5: Ptiprava filma PPy/Chitosan A) pted polymerizaci, B) pln€ zpolymerizované

7.3 Priprava 3D scaffoldii

Scaffoldy byly pfipraveny z polypyrrolovych koloidii pomoci lyofilizace. Pred lyofilizaci
byly koloidy pie¢istény pomoci dialyzy, aby se odstranily nizkomolekularni castice
a necistoty (viz. Ptiprava koloidid vyse). Precisténé koloidy byly pfeneseny do malych
Petriho misek o objemu 3 ml a pted lyofilizaci byly pfes noc zmrazeny pii -80 °C.
Naésledujici den byly zmrazené koloidy umistény na 3 dny do lyofilizaéni komory.
Vytvorené scaffoldy byly neutralizovany v 0,5 mol NaOH a poté nékolikrat promyty v
ultracisté vod€. Na zavér ptipravy byly scaffoldy ponofeny do methanolu, ktery se nechal
odpafit pfi pokojové teploté, tak byly scaffoldy pfipraveny k dalSimu biologickému

testovani.

Obrazek 6: Scaffold po lyofilizaci (1 %CH/PPy)

7.4 SEM analyza

Struktura ptipraveného scaffoldu byla pozorovana pomoci SEM analyzy. Pro méfeni byl

pouzit stolni rastrovaci elektronovy mikroskop Phenom Pro (ThermoFisher Scientific, USA)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

umoziujici zvétsSeni 20-100000x. Vzorky byly upevnény na hlinikové koliky pomoci
grafitové lepici pasky. Vzhledem k tomu, Ze je material sam o sob¢ vodivy tak nemusely byt

upraveny poprasovanim. Elektronovy mikroskop pracoval pfi napéti 10 kV.

7.5 Proliferace a barveni bunék

Jednim z cilt této prace bylo zkoumat proliferaci bunék a jejich adhezi na tenkych filmech i
na scaffoldech, ktera byla sledovana pomoci fluorescencni mikroskopie, ktera umoziuje
detailni vizualizaci bunécnych struktur a procest. Proliferace bun¢k je klicovym procesem
pro hojeni a obnovu tkdni ve tkdiiovém inZenyrstvi, pii kterém dochazi k rhstu a déleni
bun¢k. Adheze buné€k, coz je schopnost bunék ptilnout k povrchu a interagovat s okolnim
prostfedim, hraje dulezitou roli v tomto procesu, ovlivitujici efektivitu a UspéSnost

proliferace.

Sledovana byla proliferace bunék NIH/3T3 a ES R1. Pfed zapocetim testovani byly misky
s filmy sterilizovany pomoci UV zafeni po dobu 30 minut. Scaffoldy byly sterilizovany
ponoifenim do methanolu po dobu 20 minut a nasledné z obou stran opét pomoci UV zéieni.
Jako referencni vzorek byl pouzit neupraveny tkéanovy plastik. NIH/3T3 bunky byly
nasazeny v koncentraci 1.10° bun&k/ml. Proliferace bunék probihala po dobu 48 hodin.
Dalsim krokem byla fixace bunék, ktera byla provedena ponofenim bunék do 4 %
formaldehydu po dobu 15 minut pifi pokojové teploté. Po fixaci byla bunécna kultura
oplachnuta fosfitovym pufrem (PBS) za ucelem odstranéni piebyte¢ného formaldehydu.
Nasledné byla provedena permeabilizace bun¢k ptidanim 0,5 % Tritonu™ X—100 po dobu
5 minut pii pokojové teploté. Poté byla bunécéna kultura oplachnuta tfikrat PBS a zabarvena
barvivy ActinRedTM 555 (1 kapka — dle vyrobce) a Hoechst 33258 (v koncentraci 5 pg-ml
1. Vyhodnoceni proliferace bunék bylo sledovdno pomoci fluorescenéniho mikroskopu

Olympus IX81 a konfokalniho mikroskopu (Olympus, Japonsko).

Proliferace embryonalnich kmenovych buiiky ESR1 probehla obdobné, s rozdilem, ze buiiky
ESR1 byly nasazeny v koncentraci 10 000 bunék/cm? a proliferace probihala po dobu 72
hodin.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole budou shrnuty vysledky experimentu, ktery byl zaméfen na sledovani
proliferace bun¢k na koloidnich filmech a scaffoldech, které jsou vytvotfené z polypyrrolu
a chitosanu. Tyto vysledky budou prezentovany s ohledem na vodivost téchto materiala
a jejich vlivu na schopnost rtistu a déleni bunék. Proliferace bunék je klicovym faktorem pfi
posuzovani biokompatibility a potencidlniho vyuziti téchto materidli v regenerativni
medicin€ a TI. Na zakladé provedenych experimentl byla sledovana reakce bunék NIH/3T3
a ESR1 na rtzné typy koloidnich filmii a scaffoldi. Vysledky téchto testi poskytuji

informace o tom, jak materialy ovliviiuji proliferaci bunék.

Experimentalni ¢ast predlozené prace navazuje na vysledky Markéty Zalesakové, ktera psala
diplomovou praci na téma Pfiprava filmi a koloidl na bazi vodivych polymeri a chitosanu,
a Uspésné ji obhdjila v roce 2023. Filmy i koloidy mély stejné slozeni jako v ptedlozené
praci. Koloidy byly charakterizovany z hlediska velikosti ¢asti, a byla také sledovana jejich
cytotoxicita. Déle byla stanovena vodivost koloidnich filmi a sledovana proliferace bun¢k
NIH/3T3 a ES-R1. Dosazené vysledky stoji za zminku i zde, nebot’ biokompatibilita
a vodivost jsou velmi dalezité parametry pro aplikaci ptipraveného materidlu v T1. Vodivost
filmt byla méfena pomoci ¢tyfbodové van der Pauwovy metody, pficemz priimérné vodivost
vzorki koloidnich filmti Chitosan/PPy se pohybovala v podobnych hodnotach. Konkrétné
vzorek 0,5%CH/PPy vykazoval téméf stejnou vodivost, ktera ¢inila 0,224 S-cm™, jako
vzorek filmu 1%CH/PPy s hodnotou 0,238 S:cm’!. Pomoci MTT testu bylo zji§téno, Ze
v pfitomnosti 40 % koloidu u vzorku 0,5 %CH/PPy byla zaznamenana velmi mirna
cytotoxicita. Podobné u vzorku 1 %CH/PPy pfi koncentraci 40 % koloidu byla pozorovéana
také mirna cytotoxicita. (ZaleSakova, 2023) Vysledky naznacuji, Ze material je vhodnym
kandidatem pro aplikace v TI. AvSak co se tyCe testovani proliferace na filmech, zcela nam
zde chybi 3D struktura, ktera je pro bunky v organismu pfirozena. Proto bylo hlavnim cilem
v experimentélni ¢asti predloZené prace piipravit scaffold, ktery by buiikam poskytl vhodné
prosttedi pro jejich proliferaci, a zarovenn umoznoval jejich stimulaci prostfednictvim

elektrického proudu.

8.1 Struktura pripravenych vzorki

Struktura pfipravenych 3D scaffoldl byla vyhodnocena pofizenim mikrofotografii pomoci
SEM analyzy. Na obrazku 7 (A) vidime strukturu vzorku 0,5%CH/PPy a (B) 0,1%CH/PPy.

Z fotek vidime vrstevnatou strukturu s pory, ktera dava moznost bunkéach proniknout do
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celého objemu materidlu a vytvofit tak vhodny konstrukt buniky-material pro ptipadnou

nahradu tkané.

Obrazek 7: Mikrofotografie scaffoldl potfizené pomoci SEM, (A) 0,5%CH/PPy; (B)
0,1%CH/PPy.

8.2 Proliferace bunék na koloidnich filmech

Pro wspésné vyuziti koloidnich filma v TI je kli¢ové, aby buiiky pfilnuly k jejich povrchu
a interagovaly s nimi. Pfilnuti bun¢k k povrchu je zasadni pro procesy adheze, migrace
a proliferace, které jsou nezbytné pro GspéSnou tkdniovou regeneraci a hojeni ran. Schopnost
interakce bunék s koloidnimi filmy byla zkoumana prostfednictvim fluorescenéniho
mikroskopu. Fluorescen¢ni mikroskopie, ktera umoziuje ptesné sledovani chovani bunék
na povrchu koloidnich filmii v redlném case, byla pouzita pro vyhodnoceni morfologie
a proliferace bun€k NIH/3T3. K porovnani proliferace na pfipravenych filmech byla pouZita
reference (tkanovy plastik). Pro vizualizaci cytoskeletu byly buiiky zabarveny barvivem
ActinGreenTM 488 ReadyProbes™, zatimco bunécénd jaddra byla obarvena barvivem

Hoechst 33258.
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Obrazek 8: Fotografie bunétné linie NIH/3T3 na povrchu koloidniho filmu z fluorescencni
mikroskopie: (A) Reference — zvétSeni 40x, (B) Reference — zvétSeni 100x, (C)
0,5%CH/PPy — zvétSeni 40x, (D) 0,5%CH/PPy — zvétseni 100x, (E) 1%CH/PPy — zvétSeni
40x, (C) 1%CH/PPy — zvétSeni 100x

Na fotografii Obrazek 8E) vzorku filmu 1%CH/PPy mizeme vidét, Ze buiiky byly schopny
proliferace a riistu obdobné jako na referenci obrazek 8A). Nicméné, na povrchu se
nevyskytovaly buiiky v rovnomérném rozlozeni, jak tomu bylo u reference. Pfi pozorovani
vzorku filmu obrazek 8C) 0,5%CH/PPy bylo zaznamenano snizené mnoZzstvi bunék a mensi
proliferace ve srovnani s referenénim vzorkem. Bunécna distribuce na povrchu byla téméf
rovnomé&rnd, misty byl vyskyt jader nizsi pravdépodobné z divodu nehomogenniho povrchu
filmu. Bunéénd morfologie vykazovala typické znaky fibroblastl, véetné rozvétveného
a protahlého cytoskeletu a ovalného tvaru bunécného jadra. Z toho Ize usoudit, ze nedoslo k

ovlivnéni adheze a proliferace bun¢k na povrchu koloidnich filma.

Byla také posuzovana schopnost riistu a proliferace bunécnych linii ES-R1 na povrchu
koloidnich filmt 1%CH/PPy a 0,5%CH/PPy. Porovnani probéhlo s referenénim vzorkem.
Byly pouzity barviva ActinRedTM 555 pro obarveni cytoskeletu a Hoechst 33258 pro
barveni bunéénych jader. Pro vyhodnoceni proliferace byl opét pouzit fluorescencni

mikroskop.
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Obrazek 9: Fotografie bunééné linie ES R1 na povrchu koloidniho filmu z fluorescencni
mikroskopie: (A) Reference — zvétSeni 40x, (B) Reference — zvétSeni 100x, (C)
0,5%CH/PPy — zvétsSeni 40x, (D) 0,5%CH/PPy — zvétseni 100x, (E) 1%CH/PPy — zvétSeni
40x, (C) 1%CH/PPy — zvétSeni 100x

Vysledky sledovani proliferace bunék ES R1 na koloidnich filmech naznacuji, Ze oba
substraty s obsahem chitosanu 0,5 % a 1 % jsou pro kmenové buiniky vhodné a podporuji
jejich rust a proliferaci. Pozitivni reakce bun¢k na oba typy substratli dokazuji, Ze oba typy
filmd maji potencidl byt uCinnymi substraty pro kultivaci kmenovych bunék, a mohou byt
uzitecné pro rizné biomedicinské aplikace, které vyzaduji podporu bunééného ristu
a proliferace. Porovname-li v obrazku 8 proliferaci na vzorcich, vidime, Ze je témé&f shodna

jako proliferace kmenovych bunék na referenci.

V Diplomové praci ZaleSdkové byla také zkoumadna proliferace bun€k na koloidnich
filmech na bazi polypyrrolu a chitosanu. Bunécna linie NIH/3T3 rostla a proliferovala na
filmu 0,5%CH/PPy podobné¢ jako referencni vzorek, avSak byl tam znat maly ubytek bunék.
Naopak, proliferace bun¢k na vzorku 1%CH/PPy byla vys$si nez u referencniho vzorku
a vzorku 0,5%CH/PPy. Dale byla hodnocena schopnost riistu a proliferace bunécnych linii

ES-R1 na povrchu vzorka filmu 0,5%CH/PPy a 1%CH/PPy. Buiniky vykazovaly riiznou miru



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

rustu a proliferace v zavislosti na pfitomnosti Zelatiny na povrchu filmu. Na vzorcich s
pfitomnosti zelatiny byla vétsi proliferace nez na vzorcich bez Zelatiny. Bunécna proliferace
ze ob¢ prace dosahly srovnatelnych vysledki pro bunécénou linii NIH/3T3. V piipadé
bunécné linie ES-R1, jak uvadi Zalesakova ve své diplomové praci, byla zaznamenana veEtsi
proliferace na vzorcich potazenych zelatinou. Na rozdil od této bakalaiské prace, zde
zelatina nebyla pouzita. Prestoze vysledky nezahrnovaly tuto komponentu, bylo dosazeno
srovnatelné trovné bunécéné proliferace, coz naznacuje moznost reprodukovatelnosti

vytvofenych filml s biokompatibilnimi vlastnostmi bez dalSich povrchovych Uprav.

V priibéhu let byla provedena Cetnd fada studii a vyzkumu zaméfenych na zkoumani
moznosti proliferace bunécnych linii na povrchu filmt z polypyrrolu a dalSich vodivych
polymerd. Vzhledem ke své vodivosti se PPy casto pouziva jako substrat pro
elektrosenzitivni bunééné linie, jako jsou naptiklad nervové ¢i svalové. Naptiklad ve studii
Huanga a dalSich byla zkoumana moznost vyuZiti elektrostimulace pro podporu rlstu neuritii
a regenerace perifernich nervii. Vyzkum naznacuje, ze vodivé polymery mohou byt u¢inné
pti podpofte téchto procesii. Byl pouzit biodegradabilni vodivy kompozit z PPy a chitosanu
s cilem elektricky stimulovat Schwannovy bunky, které hraji kli¢ovou roli v nervové
regeneraci. Byla zkoumadna tolerance téchto bun¢k vici elektrostimulaci a sledovana
bunécnd apoptéza, rust bunék a exprese nervovych rastovych faktori (NFG)
a neurotrofického faktoru odvozeného od mozku (BDNF). Vysledky naznacuji, ze elektricka
stimulace aplikovana ptes vodivy kompozit vyrazné€ zvySuje exprese a sekreci NGF a BDNF
ve Schwannovych buitkach ve srovndni s kontrolnimi butikami bez elektrostimulace. Tato
zjisténi naznacuji, Ze elektrostimulace miiZze zlepSit ucinnost nervové regenerace ve

vodivych scaffoldech prostiednictvim zvysené sekrece neurotrofini. (Huang et al., 2010)

8.3 Proliferace bunék na scaffoldech

Sledovani proliferace bunék na scaffoldech ptredstavuje klicovy prvek v TI zaméfeném na
regenerativni medicinu. Scaffoldy piedstavuji 3D strukturu, kterd napodobuje extracelularni
matrix v tkanich a poskytuje prostor pro adhezi, migraci a rist bunek. Proliferace bun¢k na
scaffoldu je dllezitd pro isp&Snou tvorbu nové tkané a jeji integritu. Zatimco dvojrozmérné
kultivace bun€k poskytuji omezeny pohled na bunécnou interakci, sledovani proliferace
bunék na scaffoldu umoZiuje ziskat komplexnéjsi pochopeni jejich chovéani v

trojrozmérném prostredi. Proliferace bunck na pfipravenych scaffoldech byla vyhodnocena
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pofizenim fotografii na konfokalnim mikroskopu, pomoci jehoz mizeme detailnéji
zaznamenat prorustani bunék i do 3D struktury. Pomoci konfokalni mikroskopie byla
zkoumana morfologie a proliferace bunécnych linii NIH/3T3 a ES-R1 na trojrozmérném
povrchu scaffoldu 0,5%CH/PPy a 1%CH/PPy. Pro vizualizaci cytoskeletu byly builky
barveny barvivem ActinRedTM 555 a pro zvyraznéni jader bunc¢k bylo pouzito barvivo

Hoechst 33258. Vysledky jsou uvedeny v obrazku 10 a 11.

Reference

0.5%CH/PPy

1%CH/PPy

Obrazek 10: Fotografie buné¢né linie NIH/3T3 na povrchu scaffoldu z konfokélni
mikroskopie: (A) Reference, (B) 0,5%CH/PPy, (C) 1%CH/PPy. Zvétseni fotografii 100x

Na fotografii vzorki scaffoldu obrazek 10B) 0,5%CH/PPy byla zaznamenana nejniZ§i mira

proliferace buné€k v porovnani s referenci (obrazek 10 A)) i se vzorkem 1%CH/PPy (obrazek
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10 C)). Tento vysledek naznacuje, ze scaffold s niz§im obsahem chitosanu muze byt
nevhodny pro podporu bunééné proliferace NIH/3T3. I na vzorku 1%CH/PPy bylo
zaznamenano mensi mnozstvi bunék ve srovnani se vzorkem reference, nicméné rozdil
nebyl tak vyrazny jako u scaffoldu s niz§im obsahem chitosanu. Pfi zkoumani morfologie
bunék na povrchu jednotlivych scaffolda jsme pozorovali, Ze bunky na referenénim vzorku
(A) byly rozvétvené a tvorily rovnomérné shluky, které se rozprostiraly rovnomérné po
povrchu tkanového plastiku. Na vzorku (obrazek 10 B)) 0,5%CH/PPy mély buiiky méné
rozvinuty a prostorové uspotradany cytoskelet. Naopak na vzorku 1%CH/PPy byly buiky
vice rozprostiené a mély morfologii srovnatelnou s buitkami na referenénim podkladu.
Utvofené bunétné vyb&zky se rozprostiraji po povrchu scaffoldu a utvafeji tak
trojrozmérnou strukturu. Pomérné jednotny tvar bunék na scaffoldu s obsahem 1%CH/PPy
by mohl naznadovat, ze tento material poskytuje vhodnéj$i mikroprosttedi pro bunéénou

adhezi a proliferaci.

Dale byla vyhodnocena proliferace bunék ES-R1, stejnym zplsobem jako tomu bylo u

bunécné linie NIH/3T3. Vysledky proliferace ES-R1 jsou zobrazeny na obrazku 11.
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0.5%CH/PPy
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Obrazek 11: Fotografie bunécné linie ES R1 na povrchu scaffoldu z konfokalni
mikroskopie: (A) Reference, (B) 0,5%CH/PPy, (C) 1%CH/PPy. Zvétseni fotografii 100x

U proliferace bunék ES R1 na scaffoldu Ize pozorovat vyznamné rozdily mezi scaffoldy s
riznym obsahem chitosanu. Na referenci (obrazek 11 A)) Ize jako obvykle pozorovat dobrou
proliferaci bunék, ktera se projevuje tvorbou velkych shluk bunék kulovitého tvaru. Na
scaffoldu je pozorovana distribuce bunck, které vytvareji kompaktni shluky s jasné
definovanymi hranami. Na scaffoldu (obrazek 11 B)) 0,5%CH/PPy byla pozorovana velmi
mald proliferace bun€k, coz naznacuje omezenou schopnost scaffoldu podporovat bunécny
rust kmenovych bunék. Na tomto scaffoldu byly patrné pouze malé shluky bunék, coz svédci

o nedostate¢né adhezi a moZné neptiznivé interakci bunék s povrchem. Podobné vlastnosti
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vykazuje 1 scaffold (obrazek 11 C) 1%CH/PPy, kde také bylo pozorovano men§i mnozstvi
bun¢k ve srovnani s referenci. Oba scaffoldy vykazovaly horSi schopnost podporovat
bunécnou proliferaci kmenovych bunék. Co se tvaru buné¢k tyce, na obou scaffoldech byly
pozorovany zacatky bunécnych shlukti, ale jejich velikost byla vyrazn€é mensi nez u
referenCnich bunék. To naznacuje, ze buiikky ES R1 mély potize s adhezi a riistem na povrchu

scaffoldu.

Vyzkum se v poslednich letech posunul stéZejnim smérem v oblasti biomateriali a rozvoji
novych technologii pro scaffoldy, které jsou vybaveny specifickymi fyzikalnimi
a biologickymi funkcemi. Scaffoldy by mély byt navrZeny tak, aby efektivné interagovaly s
buiikami a s prostfedim organismu jak pied, tak po jejich implantaci. Jejich vyznam spociva
predevsim v jejich schopnosti podporovat regeneraci a 1é€bu bunéénych tkéani, coz ma
zasadni vyznam zejména v oblasti TI a regenerativni mediciny. Umélé scaffoldy jsou
navrzeny tak, aby jejich konecnym cilem byla obnova ztracenych nebo poSkozenych tkani
a organt. Vhodné navrzené scaffoldy mohou byt také zkombinovany s vodivymi materiély,
které umoznuji elektrickou stimulaci bunék a regulaci jejich diferenciace a proliferace.
Moznosti je rovnéz zakomponovat rustové faktory do 3D struktury scaffoldt, kdy tyto
faktory mohou ovliviiovat chovani bunék, jako je naptiklad jejich specializace na urcité typy

bunék, proliferace nebo migraci bunék do poskozenych oblasti tkani.

Ve studii Eleny Nikolaevny Dresvyaniny bylo cilem vytvofeni nového kompozitniho
scaffoldu, ktery je zaloZen na chitosanovych vldknech s PPy na jejich povrchu a testovani
biologickych vlastnosti téchto materialti. Jako bunky byly pouZzity lidské dermalni
fibroblasty. Zivotaschopnost a proliferace bunék ve vzorcich byly vyhodnoceny pomoci
MTT testu. Buiiky kultivované na chitosan-PPy kompozitnich matricich vykazuji vy$s§i miru
pieziti a proliferace neZ buiky kultivované na distych chitosanovych matricich.
Morfologické pozorovani naznacuje, Ze builky na Cistych chitosanovych matricich mayji
nepravidelny tvar a jsou Spatn¢ rozlozené, zatimco buiikky na kompozitnich matricich maji
normalni morfologii a jsou dobfe rozprostiené po povrchu. Studie také provedla testy
elektrické vodivosti a mechanickych vlastnosti (pevnost v tahu, prodlouZeni pfi ptetrzeni
amodul pruznosti) a zkoumala biokompatibilitu kompoziti chitosan-PPy. Vysledky
prokézaly, Ze kompozitni filmy chitosan-PPy pfipravené metodou polymerace v methanolu
vykazuji lepsi biokompatibilitu nez nemodifikované chitosanové filmy. (Dresvyanina ef al.,
2022) V ptedlozené praci nebylo bohuzel provedeno testovani €isté chitosanové matrice,

jako tomu bylo ve studii Eleny Nikolaevny Dresvyaniny. Rozhodnuti zamé¢fit se predevSim
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na analyzu biologického chovani kompozitnich filmt obsahujicich PPy a chitosan otevira
cestu pro budouci vyzkum, ktery by se mohl soustfedit pravé na tuto oblast. Moznost
porovnani biologického chovani Cisté chitosanové matrice s naSimi vyvinutymi scaffoldy by
mohla poskytnout cenné poznatky pro dalsi zdokonaleni a optimalizaci naSich materialt.
Takové srovnani by mohlo pfispet k lepSimu porozuméni vlivu kompozitnich slozek na

biologickou kompatibilitu a vlastnosti biomateriala.
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ZAVER

Je dilezité zdlraznit vyznam tkanového inzenyrstvi a role scaffoldi v regenerativni
medicin€, kdy scaffoldy ptedstavuji kliCovy prvek pifi tvorbé umélych tkani a organt,
poskytuji podporu a vhodnou trojrozmérnou strukturu pro bunécnou adhezi, proliferaci

a diferenciaci bun¢k. Jejich spravny vybér a konstrukce jsou zasadni pro uspéSnou

regeneraci tkani.

Prakticka cast této bakalaiské prace se zamérovala na syntézu koloidnich filma a scaffold
na bazi polypyrrolu a chitosanu jako potencidlnich vodivych materidli pro tkanové
inzenyrstvi. Syntéza koloidnich filmt a scaffoldi byla provedena s dirazem na optimalizaci
procesu, coz vedlo k vytvoreni filmd s pozadovanymi vlastnostmi. Schopnost podporovat
proliferaci bun€k byla dikladné testovana, a vysledky naznacuji, Ze tyto filmy a scaffoldy

jsou vhodné pro interakci s bunéénymi liniemi NIH/3T3 a ES R1.

Bunécna proliferace na koloidnich filmech prokéazala schopnost bunék pfipojit se, rust
a mnozit se na povrchu téchto materiald, coz je kli¢ovym ukazatelem pro jejich potencialni
vyuziti v TI. Dobra proliferace obou typti bunécnych linii na pfipravenych filmech
naznacuje, Ze tyto materidly jsou biokompatibilni a mohou poskytovat vhodné prostiedi pro
bunécny rust a diferenciaci. Dale byla testovana i proliferace bun¢k na scaffoldech. V tomto
pripadé¢ bylo dosazeno horsich vysledki, nez kdyz byly jako substraty pouzity vodivé filmy.
Proliferace byla sniZzena zejména u kmenovych bun¢k ES-R1. SniZeni proliferace nemusi
nutn¢ souviset s materidlovym sloZenim, ale naptiklad s jeho strukturou, kdy kazdému typu

bunék vyhovuje struktura jina.
Moznosti aplikace téchto vodivych koloidnich filmt a scaffoldd jsou rozmanité, a zahrnuji
jejich vyuziti jako nosic¢t pro bunéénou terapii, konstrukei biologickych senzorii nebo jako

soucast 3D bioprintingu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BDNF
NFG
MTT
PANI
PDLLA
PPy

TI

Mozkovy neurotroficky faktor (Brain — derived neurotrophic factor)
Ruastovy faktor nervii (Nerve growth factor)

(3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
Polyanilin

Poly(D,L — mlé¢na kyselina)

Polypyrrol

Tkéanové inzenyrstvi
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