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ABSTRAKT

V predlozené bakalarské praci byla vénovana hlavni pozornost vyuziti biomimetiky v tka-
novém inzenyrstvi, nebot’ se u tohoto védniho oboru ptedpoklada v nasledujicich desetile-
tich slibny vyvoj. Velky potencial zde maji polymery, a to protoze jejich sloZeni a struktu-
ru lze pomérné jednoduse meénit a prizptisobovat specifickym potiebam, ¢imz je mozné
vytvaret kombinace takovych vlastnosti, kterych nelze dosdhnout u jinych materiald.
V praktické casti byl posuzovan vliv povrchové topografie nanotrubic z TiO; a strukturo-

vaného polystyrenu a vliv vodivosti polyanilinu na buné¢nou linii mysich fibroblastu.

Kli¢ova slova: Biomimetika, biokompatibilita, scaffold, povrchova topografie, morfologie

ABSTRACT

The main topic of the submitted bachelor thesis was the use of biomimetic in tissue engi-
neering, a promisingly developing field of science. Polymers have a great potential as their
composition and structure can be easily modified and adapted to specific needs, thus all-
ows to develop such combinations of properties that can not be achieved with other mate-
rials. In the practical part, effects of surface topography of TiO, nanotubes and structured

polystyrene and effects of conductivity of polyaniline on mouse fibroblasts were assessed.

Keywords: Biomimetic, biocompatibility, scaffold, surface topography, morphology
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UvVOD

Biomimetika je komplexni a nezdvisla védni disciplina, jiz ucelem je vyuziti znalosti
biologie pro technologické aplikace, a to zejména pro vyrobu zdravotnickych prostredku.
Nejdulezitéjsim aspektem kazdého prostiedku, jehoz planovana aplikace zasahuje do ob-
lasti klinické mediciny ¢i farmacie, je jeho biokompatibilita. Proto byla iivodni ¢ast této

prace vénovana zakladnim pojmim a informacim o biokompatibilité a toxicité.

Hlavni pozornost v oblasti biomimetiky byla zamétena jejimu vyuziti v tkafovém in-
zenyrstvi, nebot’ se u tohoto védniho oboru predpoklada slibny vyvoj nejméné v nasleduyji-
cich desetiletich. Nov¢ vznikajici technologie umoziuji vyrobu tkanovych scaffolda
s nejriznéjSimi biomimetickymi vlastnostmi v molekularnim a nanometrickém métitku.
Velky potencial zde maji pravé polymery a to z jednoho prostého divodu — jejich slozeni
a strukturu lze nendrocné ménit a ptizpisobovat specifickym pottebdm, ¢imz je mozZné
vytvaiet kombinace takovych vlastnosti, kterych nelze dosahnout u jinych materiali, na-

priklad vysoké porovitost, biodegradibilita, elektricka vodivost, riizna tvrdost ¢i pruznost.

Posuzovani vhodnosti zdravotnickych prostiedkti vzdy zaina in vitro zkouskami,
které jsou v Ceské republice definovany normou CSN EN ISO 10993-5. Na tento typ
zkousek byla zaméfena nejen teoreticka ale 1 prakticka Cast, v niz byly otestovany tfi rtizné
potencialné biomimetické materidly, pficemz cilem bylo vypozorovat vliv povrchové to-
pografie nanotrubic z TiO; a strukturovaného polystyrenu a vliv elektrické vodivosti poly-
anilinu na bunéfnou linii mySich fibroblastii kultivovanych za dynamickych podminek.
Duivod, pro¢ byly vybrany pravé tyto materidly, je takovy, ze na nich mysi fibroblasty do-
posud nebyly kultivovany viibec nebo byly kultivovany pouze ve statickych podminkach.
Dals$im divodem je jejich planované propojeni v navazujici diplomové praci, kdy by mohl
byt polyanilin vyuzit k vytvofeni filmu na strukturovanych povrSich (napf. nanotrubice
z TiO, ¢i strukturovany polystyren, ale 1 jiné), ¢imZ by se zajistil chemicky jednotny vodi-
vy povrch, pficemz by zistaly zachovany piivodni rGznorodé povrchové nanotopografie

strukturovanych substrati.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIAL A BIOKOMPATIBILITA

Stejné¢ jako mnoho jinych obori se i oblast biokompatibility snazi shodnout
na obecné prijatelnych definicich. Tato snaha o shodu vSak nebyla vzdy Gspésnd, a proto

se dodnes jednotlivé definice v rliznych zdrojich zna¢né lisi.

Biomaterial oznacuje jakykoliv materidl uréeny k interakci s biologickymi systémy
uvnitt lidského téla nebo na jeho povrchu. Mize byt nerozloZitelny (nedegradabilni) nebo

naopak odbouratelny (degradabilni). (Schmalz et al., 2009)

Biokompatibilita popisuje vlastnost materialu, kterd vyvolava vhodnou odezvu hos-
titele, pokud je aplikovan podle urceni. Biokompatibilni material nemusi byt zcela inertni,

ve skutecnosti je rozhodujici vhodnost reakce hostitele. (Schmalz et al., 2009)
Je dhlezité si uvédomit, Ze na biokompatibilitu se miZzeme divat dvojim pohledem:

I) Klasickd koncepce biokompatibility diktuje, Ze biomateridl by mél byt vici zivému
organismu inertni, tolerovatelny. Biokompatibilita je v takovém piipad¢ urCena pre-
devsim uvolnovanim latek z materialu rozpousténim nebo korozi, ptiCemz tyto latky
by nemély poSkozovat bunky nebo indukovat zdnét stimulaci bunééné syntézy urci-
tych proteinii. Proto jsou zadkladni informace o biokompatibilité ziskavany z in vitro
studii na bunécnych kulturach. O jednotlivych zptsobech testovani toxicity bude

psano podrobnéji v nasledujici kapitole.

II) Stale dulezit€jsi slovo ziskdvd novéjsi a mnohem vyznamnéjsi pfistup k bio-
kompatibilité, kde se sleduje nejen pasivni ale také aktivni cilovy vliv biomaterialu
na bunécnou fyziologii (napiiklad zvyseni pfilnavosti bun¢k k povrchu biomateridlu,
podpofteni jejich proliferace, migrace ¢i diferenciace). Takové materidly potom nazy-
vame bioaktivni. Jejich bioaktivita je zajiSt€na predevSim specidlnimi povrchovymi
upravami ("biofunkcionalizace" povrchil), kterym bude dale vénovana pozornost
v kapitole: ,,Uprava povrchil biomaterialti*. P¥i vyvoji a nasledném hodnoceni bioak-
tivnich materialii je nutno sledovat vliv mnoha riiznych faktort, které jsou dany jed-
nak chemickymi vlastnostmi biomateridlu (zejména jeho povrchem), jakoZz i jeho fy-
zikdInimi vlastnostmi jako jsou napiiklad topografie, rigidita ¢i povrchova energie.
(Schmalz et al., 2009) Toto téma bude podrobngji rozebrano v kapitole: ,,Vlastnosti

biomateridlu ovlivilujici interakci mezi buiikami a povrchem®.
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Z historického hlediska bylo posouzeni biokompatibility biomateridlti a zdravotnic-
kych prostifedk slozitym ukolem. Tato slozitost vyplyva ze skutecnosti, Ze tato medicin-
ské zafizeni jsou vyrabéna z riznych materidlii a maji rizné¢ zamyslené klinické aplikace
(od stentii, ortopedickych implantati az po kontaktni ¢ocky), pficemz kontakt s télem
se pohybuje od ptechodného styku s klizi ¢i jinym typem tkané a kontaktu s krvi az po tr-

valou implantaci. (Unadkat et al., 2011; Kammula et al., 2001)

Jednim z prvnich kroka pii vyrobé zdravotnického prostiedku je vybér vhodnych
biokompatibilnich materiali. Jedna se o zasadni krok, protoze typy testi vyzadované pro
hodnoceni zatizeni zavisi na fyzickém a chemickém charakteru jeho materiali. UvaZzované
materialy by nemély (bud’ pfimo, nebo prosttednictvim uvoliovani svych slozek) vyvola-
vat neptiznivé lokalni nebo systémové ucinky, byt karcinogenni nebo vyvolavat neptiznivé

ucinky na reprodukci a vyvoj. (Kammula et al., 2001)

1.1 Testovani toxicity

Toxicita popisuje schopnost materidlu poSkozovat biologicky systém chemickymi
prostiedky. U vysSich organismu (zvifata, lidské bytosti) rozliSujeme dva druhy toxicity:
lokélni toxicita, kterd se vyznacuje tim, ze se nezddouci G€inky objevuji pouze v misté
aplikace a jejim blizkém okoli, a systémova toxicita, pii které se objevuji nezadouci u€inky

v oblasti vzdalené od mista aplikace. (Schmalz et al., 2009)

Pro vyhodnoceni rizika toxického poskozeni tkani v organismu je pouzivano velké
mnozstvi riznych zkuSebnich metod, aby se zajistila zakladni podminka biokompatibility
materialii pfed uvedenim na trh. Vysledky téchto hodnoceni vSak zaviseji nejen na testova-
ném materidlu, ale také na pouzité zkuSebni metod¢€. (Schmalz et al., 2009) Tato kapitola

popisuje pouze nejzékladnéjsi a nejCastéji pouzivané metody hodnoceni toxicity materiald.

Testovani biologického chovani materiali za¢ina s in vitro testy vétSinou zaloZenymi
na bunécnych kulturach, ¢imZ se obecné zabyvaji obory jako toxikologie ¢i aplikovana
biologie. Tyto testy jsou schopny ur¢it lokalni toxicitu zplisobenou testovanym materialem

a jeho uvolilovanymi slozkami. (Kammula et al., 2001)

Pokud tyto experimenty a zkoumani Gc¢innosti materidlu pfinesou slibné vysledky,

o 24

vykle pouzivaji k uréeni systémové toxicity. V dne$ni dob¢ se vSak ¢im dal Castéji piistu-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

puje k jinym alternativnim metodam, které jsou ke zviratiim Setrn¢jSi, napt. limitni test

(OECD, 2017), nebo je zcela vynechavaji, napk. in silico metoda’ (Passini et al., 2017).

Az Upln€ poslednim krokem tohoto procesu jsou klinické studie. Je tfeba mit
na paméti mimo jiné i to, ze pocet subjektd, ktery prichazi do styku s danym materidlem, je
Casto vysoky. Tim se podstatné zvysuje pravdépodobnost toho, ze se u nékterych pacientl
mohou odhalit problémy zaloZzené¢ na specifické individualni imunité. Tento problém je
feSen zkuSebnimi metodami pouzivanymi u jednotlivych pacientt, kuptikladu alergicky

test. (Schmalz et al., 2009, Hallab, 2017)

1.1.1 Typy zkousSek na cytotoxicitu in vitro

Zamétime-li se dale na hodnoceni in vitro, 1ze stanovit cytotoxicitu materialu rizny-
mi zpusoby, které se d€li do tfech zakladnich kategorii — zkouska pfimym stykem, nepti-
mym stykem a zkouska extraktu. Postupy téchto zkousek jsou definovany normou CSN
EN ISO 10993-5: Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkti, ¢ast 5: ZkouSky na
cytotoxicitu in vitro (Praha, UNMZ, 2010).

I)  Zkousku pifimym stykem lze aplikovat na materialy riznych tvart, velikosti
a v riznych fyzikalnich stavech, které mohou byt bez Gpravy aplikovany do piimého

kontaktu s bunéénou linii.

IT) Do kategorie zkousek nepfimym stykem se fadi napiiklad zkousSka diftizi agarem
nebo zkouska difuzi filtrem. Nevyhodou téchto zkousek je, ze umoziuji pouze kvali-

tativni (nikoliv kvantitativni) hodnoceni cytotoxity. (CSN EN ISO 10993-5)

IIT) Pro zkouSku extraktem je vzdy prvnim krokem pfiprava extraktu (nebo také eluatu),
ktery se vytvaii uchovavanim a protfepavanim materialu za urcité teploty po urcitou
dobu ve vhodném extrakénim Cinidle. (Schmalz et al., 2009) Extrakéni ¢inidlo se voli
podle zdméru extrakce, upfednostiiovano byva kultivaéni médium se sérem pro jeho

schopnost podporovat rist bunck a zarovenl extrahovat polarni i nepolarni latky. Tep-

! In silico znamena ,,spoéteno poéitadem, zjisténo poitatovou simulaci®. Napiiklad lidské in silico studie
na léciva prokazuji vyssi pfesnost nez modely zvitat pro predvidani klinické proarrhythmické kardiotoxicity.
(Passini et al., 2017)
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lota extrakce se ¢asto voli (37+1) °C, nebot’ simuluje klinické pouziti materialu.

Vznikly extrakt je poté aplikovan na buiiky. (CSN EN ISO 10993-5)

Zvlastni pozornost vyzaduje navrh zkousek pro vyhodnocovani potencialni toxicity
polymeri. Naptiklad pfi vytvafeni extraktu z polymerni latky by teplota extrahovani nemé-
la prekrodit teplotu skelného prechodu, aby se zabranilo zméné slozeni extraktu. (CSN EN
ISO 10993-5) Jedna-li se o hodnoceni toxicity reakénich vedlejsich produktt, zbytkovych
monomeru a jinych reagujicich chemikalii, v takovém ptipadé neni vhodné testovani pii-

mym stykem s jiZ polymerizovanym materialem. (Kammula et al., 2001)

1.1.2 Buné¢né kultury pro zkousky in vitro

Pro in vitro testovani biomaterialli se nejcastéji pouzivaji builky izolované ze zviie-
cich nebo lidskych tkani. Cerstvé odebrané diferencované buiiky se nazyvaji primarni buii-
ky. (Schmalz et al., 2009) Jejich nevyhodou je smrtelnost, které se piedchazi takzvanou
imortalizaci. Ta se provadi naptiklad pomoci virovych ¢astic (onkogeny) tak, aby si bunky
ve vysledku ponechaly charakteristiky pivodni tkdn¢, ale pfitom je bylo mozné udrzovat
po dlouhou (teoreticky neomezenou) dobu v kultufe. Vznikaji tak permanentni bunécné

linie. (Schmalz et al., 1999)

In vitro zkousky lze také aplikovat na bunky, které nejsou diferencované, tedy na
bunikky kmenové. Ty mohou byt dvojiho piivodu - embryonalniho (Embryonic Stem Cell,
ESC) ¢i adultniho (Adult Stem Cell, ASC) a déli se dle jejich vyvojového potencialu:

o Totipotentni bunky maji schopnost produkovat vSechny diferencované burnky
v organizmu. Tudiz kazda jedna totipotentni bunkka mize dat za vznik celému orga-
nismu. Buiiky jsou totipotentni pouze v ¢asném embryondlnim vyvoji — v zygoté

a nasledujicich ¢tyfech blastomerech (obr. €. 1).

o Pluripotentni buniky maji potencial diferencovat se na kteroukoliv ze tfi zarode¢nych
vrstev: endoderm, mezoderm ¢i ektoderm. Na rozdil od totipotentni bunky jedina

pluripotentni builka se nemtiZze rozvinout do fetalniho nebo dospélého jedince.
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o Multipotentni a unipotentni (progenitorové) buiiky jsou schopné diferencovat se do
omezeného poctu bunécnych typt. Tato skupina skupiny zahrnuje veskeré dospélé

somatické kmenové bunky, napt. mezenchymalni kmenové buiky (MSC).

Na obrazku 1 Ize vidét, jak s vyvojem embrya klesa potencidl kmenovych bunék
od totipotence, ptes pluripotenci, multipotenci, unipotenci az k termindln¢ diferencovanym
somatickym bunkam. Vyvojovy potencial somatickych bunék vsak mize byt riznymi zpi-
soby obnoven, naptiklad pfenosem jader somatickych bunék (Somatic Cell Nuclear Trans-
fer, SCNT) ¢i pfimym pieprogramovanim pomoci genetickych manipulaci za vzniku tak-

zvanych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (induced Pluripotent Stem Cells,

1PSC). (Mitalipov et al., 2009)
@)

SCNT
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Obr. 1: Schématické zobrazeni poklesu vyvojového potencidlu kmenovych bunék zakonceny
terminalné diferencovanymi somatickymi bunkami, jejichz vyvojovy potencidl Ize obnovit
do totipotentniho stavu (pomoci SCNT) nebo pluripotentniho stavu (primym preprogramo-

vanim). (Mitalipov et al., 2009)
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1.1.3 Bioreaktory a trojrozmérné péstovani bunék in vitro

Bioreaktory jsou nezbytné predevsim v tkanovém inzenyrstvi, nebot’ poskytuji dy-
namické in vitro prostiedi napodobujici in vivo podminky pro rust tkdnovych substituentii
anavic také umoziuji systematické studium reakci zivych tkédni na rizné mechanické
reaktorech se povazuje fluidni dynamické napéti vyvolané tekutinou proudici pies povrch
konstrukce a do porézniho prostoru. Mechanickd komprese a tlak cyklické hydrostatické
tekutiny jsou dtlezitymi regulatory fyziologie bunék. Specifické mechanické zatizeni, kte-

vvvvv

potentnich kmenovych bunék. (Chen et al., 2006)

Jednou z nejstarSich a nejrozsifen€jSich reaktorovych systémii je michana baika
(,,spinner flask®, obr. 2). (Gupta et al., 2016) Uvnitf tohoto bioreaktoru vznika turbulentni
tok tekutiny, coz zajiSt'uje dobife promichané prostiedi v okoli bunék a minimalizuje stag-
nujici bunécnou vrstvu na konstrukénim povrchu, avSak nemusi byt optimalni napiiklad pii
konstrukci chrupavkovych tkani, kdy zvySené napéti souvisejici s turbulentnim tokem zpti-

sobuje tvorbu vnéjsi vlaknité kapsle. (Chen et al., 2006)

Obr. 2: Michana barika (, spinner flask*) s vnitr-
nim rotorem pripojenym ke krokovému motoru.

(Gupta et al., 2016)
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Proto byly vyvinuty rtizné bioreaktory s nizkym fluidnim namahdnim bunék,
z nichZ nejvice vyuzivanym (a taktéz i pro ucely této bakalarské prace pouzity) je rotujici
sténovy bioreaktor (,,rotating wall vessel®, obr. 3), ktery je konfigurovan jako valcovy ne-
bo prstencovy prostor se silikonovou membranou, zajiStujici vyménu plynt s prostfedim

inkubatoru.

Obr. 3: Ctyi~-komorovy rotujici sténovy bioreaktor.

(zdroj fotografie vlastni)

Mezi dal$i bioreaktory casto vyuZivané v tkanovém inZenyrstvi patii napiiklad
bioreaktor s perfuznim systémem (vhodny pro kultivaci v 3D poréznich strukturach) ¢i

pulzujici pritokovy reaktor (simulujici kardiovaskularni podminky). (Chen et al., 2006)

1.1.4 Vyhodnocovani zkouSek in vitro

Vybrané bunééné kultury jsou tedy podrobeny navrzené zkousce in vitro, pti¢emz
inkubace s testovanymi materialy €i jejich extrakty mtize probihat bud'to ve statickych ne-
bo v dynamickych podminkach. Po ur¢ité dob¢ inkubace je nutné zmény na bunikéach kvan-

tifikovat a kvalifikovat.
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1.1.4.1 MTT test

Jednou z nejcastéji pouzivanych metod na kvantifikaci bun¢k je kolorimetricky tzv.
MTT test. (Schmalz et al., 2009) MTT je zluty, ve vodé rozpustny 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid, jenz je mitochondridlnimi enzymy v zivotaschopnych
bunikéch redukovan na nerozpustny formazan (obr. 4). (CSN EN ISO 10993-5) Po rozpus-
téni v dimethylsulfoxidu (DMSO) ziska formazan modrofialovou barvu s charakteristickou
absorpci pti 570 nm. Intenzita zabarveni roztoku se méfi fotometricky a je pfimo imérna

poctu Zivotaschopnych bunck. (Bahuguna et al., 2017)

NAD|P)H-dependent cellular
oxidoreductase

s\
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Formazan \

N:__--..‘N

Obr. 4: Chemicky vzorec MTT (nahove) a formazanu (dole).
(Bahuguna et al., 2017)

1.1.4.2 Pratokova cytometrie

Pratokovy cytometr je pfistroj, ktery je schopny buniky nejen kvantifikovat, ale
i ¢astecné kvalifikovat, nebot’ dokaze zméfit kromé poctu bunck také nekteré fyzikalni
charakteristiky, kuptikladu velikost bun€k ¢i jejich granularitu. Vysledkem je pomérné

detailni analyza bunéénych kultur a to v kratkém ¢asovém tseku. (Adan et al., 2017)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

Systém pratokového cytomertu je mozné rozdélit do tii ¢asti. Prvni Casti je fluidni
systém zajistujici hydrodynamické zaostfovani. V tomto misté jsou buiiky, pro vyssi pies-
nost navic obarvené fluorescenénimi barvivy, v suspenzi nasavany do tenké kapilary
(obr. 5, ¢ast 1). Druhou casti je excitacni a emisni opticky systém. Bunky prochazi jedna
po druhé pies laserovy paprsek, ktery je kombinaci diftize, odrazu a refrakce rozptylen do
vsech smért. Rozptyl svétla v malych thlech se detekuje v ose laserového paprsku (obr. 5,
cast 2). Rozptyl svétla ve velkych uhlech a fluorescencni svétla jsou filtrovana pomoci
dichroickych zrcadel a odpovidajicich emisnich filtrti (obr. 5, ¢ast 3). Tieti ¢asti je elektro-
nicky systém, ktery provadi analyzu pomoci specifického pocitatového softwaru. (obr. 5,
cast 4 a 5). Specialni pritokové cytometry, takzvané sortery, obsahuji navic bunécné tiidi-
¢e fungujici na zakladé elektrického pole mezi dvéma vychylovacimi deskami (obr. 5, ¢ast

6 a 7), které nabizeji moznost izolovat subpopulace bun¢k. (Picot et al., 2012)
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Obr. 5: Schéma vyse popsaného principu priitokového cytometru.

(Picot et al., 2012)
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1.1.4.3 Fluorescencni mikroskopie

K podrobnéjsi kvalifikaci zmén, které mohly buiiky po provedeni zkousek in vitro

postihnout, se velmi ¢asto pouziva fluorescen¢ni mikroskop.

Fluorescence je jev, ke kterému dochazi po absorpci kvanta excitaéniho svétla, jez
zpusobi preskok elektronu na hladinu o vyssi energii. Kdyz se elektron vraci zpét na svoji
puvodni energetickou hladinu, zbyvajici energii vyzaiuje ve formé fotonu s delsi vinovou

délkou. (Ishikawa-Ankerhold et al., 2012)

S prvnimi fluorescen¢ni mikroskopy (z pocatku 20. stoleti) bylo mozné pozorovat
pouze autofluorescencni biologické vzorky. Zhruba o 20 let pozdé&ji se zacala vyuzivat
technika sekundéarni fluorescence, coz znamena, Ze vzorky byly pfedem systematicky bar-
veny fluorescenénimi barvivy pro lepsi viditelnost. Pro jesté vyrazng;si fluorescenci pfi-
spélo zavedeni laseru, jehoZ monochromaticky, koherentni paprsek je schopny vyvinout
mnohem vétsi excitacni silu nez jiné zdroje svétla. Pouzitim rGznych filtrti a dichroickych
zrcadel (obr. 6) lze nasledné selektovat jednotlivé signaly, tedy oddélovat priichod svétla

o urcitych vlnovych délkach. (Ishikawa-Ankerhold et al., 2012)
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Obr. 6: Tok paprskit ve zjednoduseném schématu fluorescencniho
mikroskopu s dichroickym zrcadlem. (Ishikawa-Ankerhold et al.,
2012)
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2 BIOMIMETIKA

Dulezitym ptfedchiidcem biomimetiky byla bionika, definovana jako véda systémd,
které maji n¢jakou funkci okopirovanou z ptirody, nebo které maji charakteristiky ptiroze-
nych systémut anebo jejich analogl. Specializovanym védctim, ktefi se v ramci bioniky
vénovali vice biologickému vyzkumu nezli technické aplikaci, pojem bionika nestacila,
a proto vznikla biomimetika. Toto slovo se poprvé objevilo ve Websterové slovniku v roce

1974, doplnéné o nésledujici definici:

Biomimetika — studium formace, struktury nebo funkce biologicky vyrobenych latek
a materiali (jako enzymy nebo hedvabi) a biologickych mechanismii a procesu (jako syn-
téza proteini nebo fotosyntéza), zejména za ucelem produkce podobnych vyrobkii pomoci
umélych mechanismti, které napodobuji mechanismy ptirodni. (Harkness, 2001; Vincent

et al., 2006)

Biomimetika ma dnes velké mnozstvi synonym: biomimeze, biomimikry, biognoza,
tzv. biologicky inspirovany design a dalsi podobné fraze, které zjednodusené znamenaji
kopirovani, adaptaci nebo odvozeni z biologie. Biomimetika je tedy studium zahrnujici
praktické vyuziti mechanismti a funkci biologické védy v inZenyrstvi, designu, chemii,
elektronice a dalSich oblastech. Lidé se prakticky vénovali biomimetice jiz pied vice nez
3000 lety, kdyz se napiiklad Ciftané pokouseli vyrobit umélé hedvabi nebo kdyz Leonardo
da Vinci studoval Iétani ptak pro design nékterych jeho stroji. (Vincent et al., 2006)

Nasledujici seznam zobrazuje pouze zlomek skutecného dopadu a vyuziti biomimetiky:

o Létajici kluzak, ktery vytvofil Ignaz ,,Jgo* Etrich v roce 1904, byl inspirovan semeny
Alsomitra macrocarpa, jejichz vyristky funguji jako kiidla a diky nim mohou

klouzat po velkych vzdélenostech.

o Velcro (tzv. ,,suchy zip“) je vynalez, ktery se odviji od semen lopuchovitych rostlin,

které se zachytily na kabaté George de Mestral a na jeho psovi. (Vincent et al., 2006)

o Pozorovani, Ze listy lotosu jsou vzdy ¢isté, 1 kdyz rostou v bahnité vode, vedlo k vy-

robé Lotusanu, barvy pro samocistici plochy. (Barthlott et al., 1997)
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J Antireflexni povrchy byly objeveny na hmyzich ocich (Parker et al., 1998) a na kii-
dlech (Stoddart et al., 2006). Um¢la analogie téchto povrchd se nyni vyuziva na so-

larnich panelech, coz vede az k 10 % zlepSeni snimani svétla. (Vincent et al., 2006)

o Sucha lepici paska byla inspirovana mechanismem na nozickéach gekona obrovského.
Ten je zaloZen na vzniku van der Waalsovych sil v disledku mistni povrchové topo-

grafie, neni tedy ovlivnén povrchovou chemii (obr. 7). (Autumn et al., 2001)

J Viry zptisobené Supinami na kizi zraloka vyrazné snizuji tieni. Toho je vyuzivano na
trupech plachetnic nebo na vnitfnim povrchu trubek uréenych pro vedeni kapalin.

(Bechert et al., 2000)

. Kiidla nekterych ptakt (kang, sup, orel) maji délené konce, coz snizuje odpor vzdu-

chu pfi letu (Tucker, 1993), to je pfenaseno na kiidla letadel a na podvodni vrtule.

. Mnoho architektli pouziva jako inspiraci biologii. Napiiklad Frei Otto vytvafi efek-
tivni lehké konstrukce, které jsou ptimo inspirovany stavbou pavucin. (Vincent et al.,

2006)

Obr. 7: Gekon obrovsky (Gekko gecko) prilnuty k hladkému hydrofobnimu
GaAs polovodici. Silna prilnavost mezi hydrofobnim povrchem prstii gekona
a hydrofobnim povrchem GaAs demonstruje, Ze mechanismem adheze jsou

van der Waalsovy sily. (Autumn et al., 2001)
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2.1 Biomimetika v tkaniovém inZenyrstvi

V literatufe se mizeme setkat s riznymi definicemi tkailového inzenyrstvi, v§echny

ale ve své podstaté znamenaji to stejné:

Tkanové inZenyrstvi je interdisciplindrni a multidisciplinarni obor, ktery se zamétu-
je na vyvoj biologickych nahrad, které obnovuji, udrzuji nebo zlepsuji funkci tkani (Ma,
2008). Jinymi slovy je to véda o designu a vyrob€ novych tkani pro funkéni obnovu tkani

a organl v Zivém organismu. (Schmalz et al., 2009)

Biomateridly maji kliCovou ulohu v tkanovém inzenyrstvi a regeneracni medicing ja-
ko trojrozmérné leSeni (tzv. ,,scaffoldy*) pro signaliza¢ni molekuly nebo buiiky a také jako
syntetické extracelularni matricové prostfedi pro regeneraci tkani, podporujici ptichyceni
bunék, jejich proliferaci, diferenciaci a tedy vznik novych tkani. Chemické slozeni, fyzi-
kalni struktura a biologicky funkcni Casti jsou proto dillezitymi atributy biomateriala pro

tkanové inzenyrstvi. (Ma, 2008, Schmalz et al., 2009)

Biomimetika se v této oblasti uplatiuje pravé pii navrhovani takovych scaffoldi,
u kterych je vyzadovano, aby aktivné ptisobily na bunky v téle organismu, se kterymi pii-
jdou do kontaktu. Je vhodné upravit vyrobu scaffoldii podle jiz nabytych znalosti v oblasti
tkanovych struktur, mechanismu a principt. (Ma, 2008) Jelikoz se ale u mnoha tkéani jedna
o slozity hierarchicky systém, je nutné jej napodobit na riznych rozmérovych trovnich —
od nanometra pfes mikrometry, milimetry az centimetry. Vysledné scaffoldy by mély od-
povidat planované tkéni na co nejvice Grovnich, nebot’ pravé tato podobnost bude urcovat,
jak dobfte bude fungovat pfi plnéni konfliktnich pozadavki na bioaktivitu €i jinych potieb,
napf. propustnosti, difize. Pfikladem takového biologického hierarchického systému miize
byt kost (obr. 8). V pfipadé¢ kostni hmoty je nutné se zaméfit jednak na charakteristiky
nano-méfitka (napf. typ kolagenu, zesiténi, hydroxyapatitova (HAp) stechiometrie), dale
na pory v mikro-méfitku, které pomahaji pfi migraci buné€k a vzniku krevnich cév v tkani,
ale také na specifickou organizaci v oblasti makro-métitka (napf. osteony, osteoidy a Ha-
versianské kandly), jeZ poskytuje mechanickou anizotropii dlouhych kosti (Tamaddon

et al., 2013)
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Obr. 8: Priklad prirodniho hierarchického systéemu — kost. (Tamaddon et al., 2013)

Pro funk¢nost scaffoldli je nutné co nejbliz§i napodobeni vhodnych vlastnosti ptiro-
zené extracelularni matrix (ECM) na rtiznych Grovnich, nicméné je zbytecné a nepraktické
jeji uplné duplikovani. Z pohledu tkanového inzenyrstvi nemusi byt piirozena ECM
ve skutecnosti idedlnim scaffoldem, nebot’ je ticelem této védni oblasti zajistit urychleny
proces regenerace ve srovnani s pfirozenym vyvojovym programem. Zralé tkanové matrici
casto chybi propojené makro- nebo mikro-porézni struktury, které umoziuji rychlou proli-
feraci a vznik jednotné bunécné populace. Proto jsou pro optimalni aplikace v tkanovém
inzenyrstvi nezbytné urcit¢ uméle vytvorené vlastnosti scaffoldi jako je pravé porozita,
meziporova konektivita a dalsi. Navic pfi pouZiti ptirozené ECM existuji obavy z mozného

odmitnuti imunitnim systémem a pfenosu patogentl. (Ma, 2008)

K plnéni téchto rozmanitych potieb tkdiiového inZenyrstvi na tvorbu scaffoldi byly
zkoumdny ruzné materidly. Budeme-li se nyni vénovat pouze tém majoritnim, prvni vol-
bou pro lékarské implantaty byly vzdy kovy, které maji vynikajici mechanické vlastnosti
(Catledge et al., 2004), jsou vSak nevhodné pro syntézu degradabilnich scaffoldi, prave
kviili jejich nedostatecné rozlozZitelnosti v biologickém prostiedi (Liu et al., 2004). Nekteré
anorganické/keramické materidly, jako je hydroxyapatit (HAp) nebo fosfore¢nany vapniku,

které maji dobrou osteokonduktivitu®, jsou také ve své vyuzitelnosti omezeny kvili vysoké

? Co se ty¢e regenerace kosti, termin osteokondukéni material se pouZiva pro materidly slouZici jako
scaffold pro zvétSeni preosteoblastll, zatimco osteoindukéni materialy indukuji tvorbu nové kosti diferencia-
ci pluripotentnich lokalnich bunék pojivové tkané do bunck tvoricich kost. (Schmalz et al., 2009)
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kiehkosti a Spatné zpracovatelnosti ve vysoce porézni struktury. Naproti tomu mayji
polymery velkou flexibilitu konstrukce, protoze slozeni a struktura mohou byt piizpiso-
beny specifickym potfebam (napt. pérovitost, mechanické vlastnosti, biodegradibilita,
elektricka vodivost), a proto byly rozsahle studovany v raznych aplikacich tkanového in-

zenyrstvi. (Ma, 2008, Liu et al., 2004)

2.1.1 Aplikace biomimetiky na polymerech v tkafiovém inZenyrstvi

Pro vyrobu polymernich scaffoldl se nejcastéji pouzivaji linearni alifatické polyeste-
ry, jako je kyselina polymlécna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA) a jejich kopolymery
(PLGA). Tyto polymery jsou vyuzivany ptedevsim pro jejich biokompatibilitu a vybornou
biologickou rozlozitelnost. Naproti tomu polyethylenglykol (PEG) nema potiebnou biode-
gradabilitu, ale je to biokompatibilni hydrogelovy material, ktery ma podobné mechanické

vlastnosti jako nékteré mékké tkané. (Ma, 2008)

Chybéjici biodegradabilitu mu lze poskytnout mimo jiné biomimetickou cestou, jejiz
piedlohou je rozlozitelnost kolagenu enzymem kolagenasou. Tento biologicky postup
se v tkanovém inzenyrstvi napodobuje syntézou BAB blokovych kopolymerii na bazi PEG
(blok A) s kratkymi oligopeptidy (blok B), které slouzi jako stépné sekvence pro bunécné
sekretované specifické enzymy, napt. matricové metaloproteasy (MMPs). Takovéto kopo-
lymery zakoncené na obou koncich reaktivnimi skupinami se polymeruji za vzniku zesit'o-

vanych degradabilnich hydrogela. (West et al., 1999)

Mnoho tkani, jako jsou srdecni chlopné nebo krevni cévy, maji vyznamné elastomer-
ni vlastnosti. Polymerni scaffold pro tyto tkané se vytvari jednak z elastickych materiali
pochazejicich z ECM, ale také ze syntetickych polymeri, naptiklad poly(e-kaprolaktonu)
(PCL), ktery je vysoce elasticky pti pokojové i télesné teploté, nebot’ ma teplotu skelného
pfechodu okolo -62 °C. Nevyhodou PCL je ale ptili§ pomald degradace. Dal§im vyuZiva-
nym polymerem v cévnim a jiném tkanovém inZenyrstvi je segmentovany polyuretan
(PU)’. Vlivem strukturalnich rozdilii jsou zajitény vhodné mechanické vlastnosti véetng
elasticity. Hlavnim omezenim PU pro biomedicinské aplikace je zapojeni vice ¢i méné

toxickych prekurzort (diisokyanatti) do syntézy. (Petrovi¢ et al., 1998, Ma, 2008)

? Segmentovany polyuretan (PU) je blokovy kopolymer se stfidajicimi se mékkymi a tvrdymi bloky. Mékké
bloky jsou tvofeny polyoly a zajistuji elasticitu. Tvrdé bloky sestavaji z diisokyanatti a kratkych diold
(,,chain extenders®), kde se vytvaii pricné fyzikalni vazby. (Petrovic et al., 1998)
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Kromé pouziti stavajicich polymernich technologii existuji také biomimetické pti-
stupy k vyvoji elastomernich materiali. Zkoumanou biologickou ptedlohou je v tomto pfi-
padé¢ tropoelastin, rozpustny prekurzor elastinu (nerozpustného elastického proteinu ECM).
Tropoelastin se sklada ze stfidajicich se hydrofobnich a hydrofilnich peptidovych oblasti,
které jsou schopné koacervace - vzniku nerozpustnych agregatt pii zvysené teploté. Téchto
a dalSich poznatkd vyuzil Dan Urry pro syntézu polypeptidi podobnych elastinu (ELP)
vyuzivanych pro tvorbu termoreverzibilnich hydrogeli a jiné aplikace v oblasti tkanového

inzenyrstvi (obr. 9). (Bellingham et al., 2003)

EP-24 overnight
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Obr. 9: Srovnani struktur dvou ELP (EP20-24 a EP20-24-24) a tropoelastinu pred koa-
cervaci, 10 min po koacervaci a po inkubaci pres noc pri koacervacni teploté. Syntetizova-
né struktury jsou velmi podobné strukturam tvorenym tropoelastinem (obzvlaste EP20-24-

24, struktury EP20-24 jsou po inkubaci méné kompaktni a organizované). Vsechna méritka

predstavuji 100 nm. (Bellingham et al., 2003)

Pro polymerni materidly vyuzivané v tkdlovém inzZenyrstvi je jednozna¢né dilezita
jejich chemicka struktura a s ni souvisejici toxicita a biokompatibilita, samoziejm¢e také
fyzické a mechanické vlastnosti materidlu, které mohou byt velice riznorodé a specifické
dle pozadované aplikace. Zmény téchto vlastnosti mohou mit vyznamné a dalekosahlé do-
pady pfi pouziti v biomedicinské oblasti. Jednim z nejdileZzitéjSich dopadu je vliv na inter-

akci mezi buitkami a povrchem biomaterialu, jemuz bude vénovana nasledujici kapitola.
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3 VLASTNOSTI BIOMATERIALU OVLIVNUJICI INTERAKCI
MEZI BUNKAMI A POVRCHEM

Jak jiz bylo vySe zminéno, biomateridly se vyuzivaji pro Sirokou fadu klinickych
aplikaci. Je nutné si uvédomit, ze interakce jakéhokoliv biomateridlu s biologickymi teku-
tinami, bunikami, tkanémi nebo imunitnim systémem zac¢ina vzdy na povrchu materialu.
Casto tato interakce neni optimélni a vlastnosti, které ji ovliviiuji, je opravdu mnoho.

(Kulkarni et al., 2017; Unadkat et al., 2011)

3.1 Chemické sloZeni povrchu

Funkce buné€k je regulovana primarné extracelularnimi podnéty, vcetné rozpustnych
a adhezivnich faktorl, které se vazou na receptory bunécného povrchu. (Fu et al., 2010)
Buiiky jsou v jejich pfirozeném prostiedi zakotveny vazbami na adhezivni proteiny
v ECM (pfedevsim fibronektin a vitronektin). Vazby mezi buitkami a témito proteiny jsou
zajistovany prostfednictvim integrinii — receptorti v bunééné membrané (obr. 10). (Wilson

et al., 2005)

Proteoglycan Proteoglycan
molacule complex Collagen fiber
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Obr. 10: Schéma zakotveni bunek v jejich prirozeném

prostiedi. (Imbeau, online)
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Népodobné je bunécné pripojeni na kultivani povrchy in vitro zpravidla zprostied-
kovéano adhezivnimi bilkovinami obsazenymi v kultivaénim médiu se sérem®. (Curtis et al.,
1983) Adheze buné€k in vitro zavisi primarné na mnozstvi fibronektinu a vitronektinu, re-
spektive na schopnosti materidlu adsorbovat na povrch tyto proteiny (v aktivnim stavu)
ze séra. (Wilson et al., 2005) Na povrch materialu nebo na jiz adsorbované proteiny se mo-
hou vazat také dalsi slozky, napt. ristové faktory a jiné signaliza¢ni molekuly, které mo-

hou pfispivat k proliferaci bun€¢k anebo jejich diferenciaci. (Wilson et al., 2005)

V oblasti tkanoveého inzenyrstvi se osvédCily polymery jako nahrada za sklo. Jiz od
roku 1965 se nejhojnéji vyuziva polystyren (PS). Ten je ve svém pifirozeném stavu nepo-
larni a pro kultiva¢ni ucely je nutna modifikace jeho povrchu. (Curtis et al., 1983) Modifi-
kace Ize provadét riznymi zptisoby, o nichZ bude psano v nasledujici kapitole: ,,Uprava
povrchl biomateridlii, nicméné komercné nejbéznéjsi jsou tpravy vzduSnou plazmou ne-
bo korénovym vybojem, pficemz pozitivni vliv na adhezi proteini a bunék se ptipisuje
vzniklym karboxylovym skupindm. (Ramsey et al., 1984) V jiné studii vSak prokazali, ze
majoritni vliv na finalni adhezi bunék maji hydroxylové skupiny, nikoliv karboxylové.
(Curtis et al., 1983) Kazdopadn¢ zavér této tématiky je takovy, ze oxidovany PS adsorbuje
vice adhezivnich proteini ze séra a Iépe zachovava jejich bioaktivitu nez neosetieny PS,

coz se odrazi vyssim poctem ptilnutych bunck. (Wilson et al., 2005)

3.2 Povrchova energie, smacivost

Jak jiz bylo vySe zminéno, pro bioaktivitu biomateridlli je dilezitd povrchova ad-
sorpce adhezivnich proteint. Ptilnavost proteinli je ovlivnéna nejen chemickymi vlast-
nostmi materialu, ale taktéZz jeho fyzikalnimi vlastnostmi — napf. povrchovou energii

a smacivosti. (Schmalz et al., 2009)

Povrchova energie a smacivost jsou zdkladem biomedicinskych povrchovych véd,
nebot” vedou k biologické odezvé projevujici se specifickymi mezifdzovymi jevy, jako
pravé zminovand adsorpce proteinii na materidl, dale bunécnéd adheze ¢i spousténi biolo-
gickych kaskad, napt. koagulace krve. Naméfené hodnoty povrchové energie, ¢i povrcho-

vého napéti koreluji s hodnotami tzv. sméac¢eciho uhlu — thlu styku kapky vody s pevnym

* K bunééné adhezi miize dojit i bez piitomnosti bilkovin v séru, v takovém piipadé se jedna o nefyziologicka
rozhrani. Tyto interakce vSak nejsou zadané, nebot’ se projevuji snizenou bunécnou aktivitou a mohou pfispi-
vat ke smrti bun¢k. (Wilson et al., 2005)
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povrchem, jenz charakterizuje smacivost. Jsou-li smaceci thly vétsi nez 65°, hovotime
o hydrofobnich povrsich; jsou-li smaceci thly naopak mensi nez 65°, jedna se o hydrofilni

povrchy.

Hydrofobni povrchy podporuji adsorpci proteinti (a rznych povrchové aktivnich ¢i-
nidel) z vody na povrch. Adsorpce je fizena redukci povrchové energie, pricemz soubézné
dochazi k nahrazeni molekul vody na povrchu adhezivnim proteinem (tzv. povrchova de-
hydratace). Hydrofilni povrchy nepodporuji adsorpci timto mechanismem, nebot” je ener-
geticky neptiznivy, lze vSak predpokladat, Ze k adsorpci dochazi zplisobem alternativnim.
(Vogler, 1998) Naprtiklad ¢isté naboje na hydrofilnich povrSich jsou schopny vazat adhe-
zivni proteiny vlivem elektrostatickych interakci. Pozitivita ¢i negativita naboje pak muze

ovlivnit selektivitu a orientaci navazanych bilkovin. (Wilson et al., 2005)

3.3 Topografie a morfologie

Povrchova topografie’ a morfologie® biomaterialii je schopna vyvolat specifické bu-
nécné odezvy. Princip spociva v tom, Ze topografie ovlivituje dostupnost vhodnych vazeb-
nych mist pro adhezivni proteiny, ¢imz je ovlivnéna jejich povrchova distribuce a to ma
zéasadni vliv na bunénou adhezi a nasledné procesy véetné diferenciace. (Wilson et al.,
2005) Diky tomu ziskdvaji biomaterialy s topografickymi upravami takové vlastnosti, které
byly ptivodné vyhrazeny pouze pro rastové faktory. Velkou vyhodou je, ze povrchové
upravy materialli jsou ekonomicky efektivni zplisob, kterym Ize ptispét ke zlepsSeni bio-
aktivity jakéhokoli povrchu pouzivaného v lidském téle. Naopak nevyhodou je slozita
a stdle neupln€¢ pochopend souhra mezi povrchovou topografii a chovanim bunék.

(Unadkat et al., 2011)

Jedna z mnoha studii se vénovala vlivu topografie na osteoblasty. Konkrétné porov-
navala (nano)vlaknité a hladké scaffoldy vyrobené z kyseliny polymlé¢né (PLA). Vlaknité
scaffoldy ve vysledku adsorbovaly vétSi mnoZstvi fibronektinu a vitronektinu, coZ nasled-
né zlepSilo adhezi osteoblastl. Tento uspéch byl ptitknut vétsi povrchové plose, tedy vét-

Simu prostoru pro adsorpci proteinti ze séra. (Wilson et al., 2005)

> Topografie popisuje povrchy z kvantitativniho pohledu, napt. mnozstvi a velikost nerovnosti povrchu.
(Maszybrocka et al., 2017)
® Morfologie popisuje povrchy z kvalitativniho pohledu, napf. vzhled povrchu. (Maszybrocka et al., 2017)
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Nicméné k potiebnému Sirokému zmapovani této problematiky ptispéla studie, ktera
vyuzila matematické algoritmy k navrhu nestrannych, ndhodnych povrchovych utvart. Dle
téchto navrhi bylo vyrobeno celkem 2 176 ¢ipti z kyseliny polymlééné (PLA), z nichz
kazdy mél riznou topografii. Na téchto Cipech byly nasledné péstovany lidské mezenchy-
malni kmenové buiky (MSC), které byly témito povrchovymi strukturami indukovany
k proliferaci, k osteogenni diferenciaci a vzniku riznych morfologickych struktur, jak 1ze
vidét na obrazku 11. Na zakladé vysledki z této studie byly vytvoteny korelace mezi pa-
rametry matematickych algoritmti a bunéénymi odezvami, coz poskytlo nové konstrukéni

kritéria pro tyto konkrétni parametry. (Unadkat et al., 2011)

Obr. 11: Morfologie lidskych MSC na riiznych cipech. (A-D): Prodlouzené bunky, které
vykazuji zarovnani podle topografickych znakii (fluorescencni mikroskop, zelend — aktin,
cervend — jadro, meritko: 90 um). (E—H): Bunky s riiznymi morfologiemi (rastrovaci elek-
tronovy mikroskop SEM, méritko: 90 um.) (I-J): Morfologie zaoblenych bunék na dvou
odlisnych cipech, které se lisi v strukture bunécné membrany. (SEM, méritko: 10 um.)

(Unadkat et al., 2011)
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3.4 Rigidita

Jak jiz bylo dfive zminéno v kapitole: ,,Biomimetika v tkanovém inzenyrstvi®, uce-
lem scaffoldd je co nejblizsi napodobeni vhodnych vlastnosti prirozené ECM. (Ma, 2008)
Zamétime-li se nyni na mechanické vlastnosti ECM, velky vliv ma rigidita neboli tuhost.
Ta je schopnd zprostiedkovat bunécnou signalizaci a ovlivnit tak proliferaci, diferenciaci a
migraci bunck. V této oblasti maji velkou vyhodu polymery, nebot’ je mozné fidit jejich
rigiditu velmi vyrazné a pomérné jednoduse. (Yang et al., 2011), na rozdil od scaffoldd,
jenz jsou vyrabény z keramiky ¢i kovu, jejich rigidita je pevné dana jejich strukturou.

(Pfaff, 2000)

K ptesné;jsi definici vlivll rigidity povrchil pfispél vyzkum, zaloZeny na elastomer-
nich mikropilifich (,,micromolded elastomeric micropost arrays‘) z poly(dimethylsiloxanu)
(PDMS), pficemz tyto mikropilite vykazovaly stejnou geometrii povrchu, ale tfi rizné
vysky L, které specifikovaly miru, do jaké se mikropilii ohne v reakci na vodorovnou taz-
nou silu F (obr 12, Cast a, b). Tuhost mikropilife je charakterizovana nominalni konstantou
pruznosti K (obr 12, ¢ast c). Na tyto elastomerni mikropilife byly nasazeny lidské MSC
spolu s diferencia¢nim médiem podporujici osteogenezi a adipogenezi. Bunky péstované
na kratkych rigidnich mikropilifich mély velkou fokalni adhezi (obr. 12, ¢ast d) s vysoce
organizovanymi aktinovymi vlakny, v pfitomnosti daného média byla zvyhodnéna osteo-
genni diferenciace. Oproti tomu bunky na mékkych mikropilitich vykazovaly zaoblenou
morfologii (obr. 12, ¢ast f) s dezorganizovanymi aktinovymi vlakny a malou fokalni adhe-

zi, v pfitomnosti média byla zvySena adipogenni diferenciace. (Fu et al., 2010)
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Obr. 12: a) Elastomerni mikropilire (,,micromolded elastomeric micropost arrays®)
z PDMS s tremi riznymi vyskami L v reakci na vodorovnou taznou silu F. b) Zavislost vy-
chylky mikropilife 6 na vodorovné tazné sile F. c) Zavislost nominalni konstanty pruznosti
K na vysce mikropilire L. d), e), f) Lidské MSC umisténé na mikropiliFich o ruznych dél-
kach. SEM, meritko: 100 um (horni), 50 um (vlevo dole), 30 um (stied dole) a 10 um
(vpravo dole). (Fu et al., 2010)

3.5 Elektricka vodivost

Syntetické vodivé biomateridly pfedstavuji obrovskou revoluci v biomedicinskych
polich vzhledem k jejich elektricky vodivym a magnetickym vlastnostem. Tyto materidly
pomahaji buitkdm vzijemné komunikovat. (Gajendiran et al., 2017) Vodivost je vlastnost,
ktera je dilezitd predevSim u takovych biomateridli, jejichz aplikace je planovana
v tkanovém inZenyrstvi srdecni nebo nervové tkané, proto se prednostné zkouma interakce
vodivych biomateridlli s kardiomyocyty nebo neurocyty, poptipadé vliv vodivych substratt

na kardiomyogenezi ¢i neurogenezi z kmenovych bunék. (Humpolicek et al., 2015)
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Potencial polymerti v oblasti vodivych materidl je prokazan udélenim Nobelovy ce-
ny v roce 2000 tfem védctim, Heegerovi, MacDiarmidovi a Shirakawovi, za vynalez poly-
merickych vodicli na bazi polyacetylenu. Dal§imi organickymi vodivymi polymery jsou
naptiklad polyanilin (PANI), polypyrrol (PPy) a poly(3,4-ethylendioxythiofen) (PEDOT).
Vodivé vlastnosti organickych polymerti pochazeji z ptitomnosti konjugovanych n-vazeb
podél celé polymerni matrice, které umoziuji relativné snadnéjsi delokalizaci elektroni.
Vodivost Ize snadno ménit konjugaci s jinymi vodivymi materialy. Vyznamnou vyhodou
vodivych polymerti je také to, ze mohou reagovat na externé aplikované elektrické podne¢-
ty, ¢imz lze tidit diferenciaci bunék (napf. nizké intenzivni ptimé elektrické stimuly vyvo-
laly osteogenni diferenciaci a tvorbu kosti u dospélych psti). Dllezitost organickych vodi-
vych polymeri je dana taktéz jejich mékkou povahou, kterd je schopna 1épe napodobit
ECM a vytvofit tak vhodné;jsi prosttedi pro bunky nez bézné elektricky vodivé anorganické
materidly, jako jsou kovy. (Gajendiran et al., 2017) Dalsi zajimavou oblasti, kde se uplat-

nuji vodivé biomaterialy, v¢éetné vodivych polymert, jsou biosenzory.

Biosenzor je zafizeni, které¢ transformuje biochemickou informaci do analyticky uzi-
tecného signdlu. Senzory obvykle obsahuji dvé zakladni soucasti zapojené do série: che-
micky molekularni systém rozpoznavani (receptor) a fyzikalné-chemicky prevodnik (téz

detektor, snimac nebo elektroda). (Thévenot et al., 2001)

Hlavnim ucelem receptoru je poskytnout vysoky stupen selektivity pro analyzovanou
slozku. Biosenzory mohou byt vice ¢i méné selektivni pro riizné analyty, kterymi mohou
byt ionty, plyny, protilatky ¢i antigeny, proteiny a jiné rizné substraty. Pfevodniky mohou
byt rizného typu napft. elektrochemické, optické, piezoelektrické nebo tepelné. NejCasteji
vyuzivany je elektrochemicky pfevodnik, ktery poskytuje obousmérny pienos signalu —
chemicky na elektricky a naopak. (Thévenot et al., 2001) Elektrochemické pievodniky
musi byt vodivé (popiipad¢é polovodivé) biomateridly. Naptiklad nékteré vodivé polymery
mohou plsobit jako vynikajici materidly pro imobilizaci biomolekul. Vhodné jsou taktéz
vodivé hydrogely, které se vyznacuji jedineCnymi vlastnostmi jako bobtnéni, vysoka poro-

vitost, propustnost a hydrofilita. (Gajendiran et al., 2017)
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4 UPRAVA POVRCHU BIOMATERIALU

Ideélni tkanovy scaffold by mél mimikovat ECM a pozitivné interagovat s buiikami,
véetneé zvysSené adheze, proliferace, migrace a diferenciace. (Ma, 2008) Interakce bun¢k
s povrchem biomateriali jsou vSak slozité a casto ne optimalni. Naptiklad povrchové neu-
pravené ortopedické implantaty se mohou po implantaci zapouzdfit fibrozni tkani, spiSe
nez aby se ptimo vazaly s kosti, coz miiZze vést k selhani implantatu. Aby se témto a dal§im
selhanim ptechazelo, vénuje se v dnesni dobé zna¢né usili modifikaci povrchii biomateria-

l4. (Unadkat et al., 2011)

Obecné lze pouzit upravy objemové Ci povrchové, aby se dosahlo pozadovanych po-
zitivnich bunécnych interakci se scaffoldem. Objemova modifikace polymernich scaffoldii
se obvykle provadi kopolymeraci nebo ptipojenim funkcni skupiny k polymernimu fetézci
jesté pred samotnou vyrobou. Nevyhodou této modifikace je, Ze vétSinou méni mechanickeé
vlastnosti a zpracovatelské moznosti konstrukénich materialii, vétSinou polymert, ze kte-
rych maji byt scaffoldy vyrobeny. Proto se Castéji pristupuje k povrchovym upravam, které

se realizuji az po vyrobé¢ scaffoldu. (Ma, 2008)

Existuje mnoho metod k modifikaci a biofunkcionalizaci povrchu materiali. Lze je

rozdé¢lit do tii skupin: morfologické, chemické a biologickeé.

. Morfologické modifikace vedou ke zmén¢ morfologie a topografie povrchu, coz je
vhodné kromé mimikovani ECM, také pro zvétSeni celkového povrchu, zvyseni rastu
tkané a pro specifickou diferenciaci kmenovych bunék (Tallawi et al., 2015). Zahr-
nuji zmény drsnosti povrchu napiiklad pomoci piskovani (Meredith et al., 2007) ne-
bo prostiednictvim ¢asové sekvenovaného davkovani smési dobrych a $patnych roz-
poustédel na povrch rotujictho polymerniho substratu (napt. tkanovy PS), ptfiemz
velikost a hloubka nerovnosti lze ovlivnit variacemi sekvenovani, teplotou ¢i koncen-
tracemi rozpoustédel (Wrzecionko et al., 2017). Mezi morfologické modifikace patii
dale tvorba porovitych nanostruktur na povrSich biomaterialti, naptiklad nanopory ¢i
nanotrubice z oxidu titani¢itého (TiO,) vytvofené elektrochemickou anodizaci tita-
novych folif, pfi¢emZ ptizplisobenim parametrii anodizace (aplikované napéti, doba
anodizace a koncentrace chemikalii) 1ze regulovat délky a priméry vzniklych nano-

trubek (Kulkarni et al., 2017).
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Chemické modifikace vedou ke zméné chemické struktury povrchil. Provadi se napf.
pouzitim kordnovych elektrickych vyboji ke zvySeni povrchové energie a adheze
tkani, zesitovanim polymerniho povrchu ke snizeni propustnosti a zvySeni povrcho-
vé tvrdosti, naroubovanim makromolekul jako je polyethylenglykol pro snizeni ad-
sorpce proteintl a adheze bunék (Tallawi et al., 2015), osetfenim amoniakem pomoci
tzv. nizkotlaké plazmové tpravy (Nitschke et al., 2002) nebo ptsobenim kyseliny
chlorovodikové ¢i koncentrované kyseliny sirové a naslednym vystavenim ultrafia-
lovému svétlu, které je bézné€ vyuzivano pro sterilizaci, za ucelem vytvoteni novych

funk¢nich skupin na povrchu polymeru. (Curtis et al., 1983)

Biologické modifikace vedou ke zméné biologické aktivity povrchd. Dosahuje
se jich kuptikladu adsorpci nebo chemickou vazbou bioaktivnich molekul na povrch
polymeru za tcelem stimulace specifické bunééné odezvy. (Tallawi et al., 2015) Na-
piiklad potaZzenim titanového povrchu kostnimi signalizacnimi morfogenetickymi

proteiny se zlepsi uchyceni kostni tkané k povrchu scaffoldu. (Schmalz et al., 2009)

Specialni zpiisob Upravy povrchi je pouziti povlakt a filma (napt. povlaky fosforec-

nanu vapenatého na bedernich implantatech (Habibovic et al., 2002)), které mohou zménit

vlastnosti povrchu materialu témet jakkoliv. Povlaky Ize taktéz aplikovat i na slozitéjsi 3D

struktury (napf. ponofenim pdrovitého scaffoldu do Zelatiny v rozpoustédlové smési —

dioxan, voda (Ma, 2008)). Nasledujici podkapitola bude zamétena na polyanilinové filmy,

které 1ze mimo jiné pouzit k apraveé povrchli v biomedicinskych aplikacich.

4.1 Polyanilinové filmy

V soucasné dobé se vénuje velkd pozornost vodivym polymerim, které by mohly byt

zaroven 1 biokompatibilni, a jednim z takovych polymerii je pravé polyanilin (PANI).

PANI je velmi popularni synteticky polymer pfedevsim diky své dostupnosti, nizké cené,

snadno ovladatelné elektrické vodivosti, vysoké elektroaktivité a environmentalni stabilité.

(Singh et al., 2017)

Existuji rizné molekularni struktury PANI v zavislosti na redox stavech (obr. 13):

Pernigranilin (oxidovana forma)
Emeraldinova baze a emeraldinova sl

Leukoemeraldin (redukovand forma)
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Emeraldinova baze je nejstabilnéjsi struktura, ale ve své zakladni formée je nevodiva.
Proto se zpracovava kyselinami (napt. kyselina chlorovodikova, sirova, sulfonova), pfi-
¢emz dochazi k protonizaci atomti dusiku, a tim se nevodiva emeraldinova baze prevede na

vodivou emeraldinovou sul. (Gajendiran et al., 2017)

Dalsi vyznamnou vyhodou polyanilinu je jeho jednoducha syntéza (obr. 13). Existuje
mnoho riznych postupt pro syntézu PANI. Nejcastéji se provadi technikou michani rozto-
ki, kdy, jak nazev techniky jiZ napovida, se michaji dva roztoky: I) roztok anilinu ve vodé
s koncentrovanou HCl (mozno nahradit roztokem anilin hydrochloridu ¢i anilin chloridu
ve vod¢) a II) roztok persulfaitu amonného ve vodé. Koncentrovand HCl se vyuziva
k vytvoteni kyselého prostfedi a persulfat amonny zde ptlisobi jako iniciator polymerace.
Tato metodologie ma velkou vyhodu v tom, ze zna¢né usnadiuje aplikaci polyanilinu na
ruznorodé povrchy. Pfi rozliti zrovna smichanych roztokli vznikd néaslednou polymeraci

biokompatibilni PANI film ve stavu vodivé emeraldinové soli. (Singh et al., 2017)

NH,
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Aniline Permigraniline
HX | (NH.,5,04
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NH; H,0
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Obr. 13: Schéma syntézy polyanilinu a jeho riizné molekuldrni struktury.
(Wikipedia, online)

PANI vytvari kromé tenkych filmi také Supiny, ¢imZz miize ménit topografii plivodné
hladkych povrcht. (Humpolicek et al., 2015) Jedine¢né vlastnosti polyanilinu umoziuji
vyuzivat tento polymer naptiklad v biosenzorech a jiné organické elektronice. (Gajendiran

et al., 2017) Taktéz lze PANI pouzit jako antikorozni ¢inidlo. (Singh et al., 2017)
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

V experimentalni Casti této bakalaiské prace byla vénovana pozornost tfem riiznym
potencidlné biomimetickym materidlim — nanotrubice z TiO,, strukturovany tkanovy poly-

styren a polyanilinové filmy.
Cilem této prace bylo:

J ptiprava jednoho ze zminénych materiali — polyanilinovych film,

J pozorovani vlivu danych materiald na mysi fibroblasty ve statickych a dynamickych
podminkéch kultivace,

° kvalifikace, bude-li to mozné i kvantifikace, zmén chovani dané bunécné linie,

. zhodnoceni ziskanych vysledki

Smyslem této prace bylo doplnit znalosti o vlivu vybranych biomateriali na mysi
fibroblasty (pfedevs§im v dynamickych podminkach kultivace), nebot’ doposud na nich tato
buné¢na linie nebyla péstovand viibec nebo byla péstovana pouze ve statickych podmin-
kach. Diivodem, pro¢ byly vybrany pravé tyto materidly, je planované propojeni
v navazujici diplomové praci, kdy by byl polyanilin vyuzit k vytvofeni filmu na strukturo-
vanych povrsich (napi. nanotrubice z TiO; €i strukturovany polystyren, ale i jiné), ¢imz by
se zajistil chemicky jednotny vodivy povrch, pii¢emz by byly zachovany piivodni riznoro-

dé povrchové nanotopografie strukturovanych substratt.
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6 MATERIAL

6.1 Testované povrchy

Testovani prob€hlo na tfech rtiznych potencidln¢ biomimetickych materidlech —
nanotrubice (NT) z TiO, na titanové folii, strukturovany tkanovy polystyren (PS)
a polyanilinové (PANI) filmy. Nanotrubice a strukturovany polystyren by mély mimikovat
povrchovou nanotopografii pfirozeného prostiedi bunék, zatimco polyanilinové filmy by

mély mimikovat jeho elektrickou vodivost.

6.1.1 Titanova folie a nanotrubice z oxidu titani¢itého

Vzorky titanové folie (Ti-foil), jez byly pouzity jako reference, a vzorky nanotrubic
(NT) z TiO; o raznych primérech (15, 50 a 100 nm) byly pfipraveny v kooperaci s Jozef
Stefan Institut, Lublan, Slovinsko. Nanotrubice byly vytvotfeny elektrochemickou anodiza-
ci titanovych folii v ethylenglykolovém elektrolytu. Riznych priméri nanotrubic bylo
dosazeno korigovanim parametri anodizace (aplikované napéti, doba anodizace a koncen-

trace chemikalii). Povrchovou morfologii testovanych vzorki Ize vidét na obrazku 14.

Ti-Foil > : Ra=19.3 nm

NT 15 nm Ra=11.7 nm
NT 50 nm Ra=18.6 nm
NT 100 nm Ra=27.9 nm

Obr. 14: Povrchova morfologie titanové folie (Ti-foil) a nanotrubic z TiO, (NT) o ruznych
primerech na snimkdch porizenych rastrovacim elektronovym mikroskopem (SEM) a mi-
kroskopem atomdarnich sil (AFM). Vpravo jsou uvedeny prumeérné hodnoty drsnosti po-

vrchu (Ra) merené na péti oblastech o velikosti 3 um x 3 um. (Kulkarni et al., 2017)
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Co se tyce historie téchto povrchi, byly u nich jiz pted rokem 2017 testovany biolo-
gické vlastnosti ve statickych podminkach s prokaryotickymi bakterialnimi bunikami
(Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa), eukaryotickymi kmenovymi bunkami (ESC,
MSC) a taktéz eukaryotickymi diferenciovanymi bunkami (kardiomyocyty). Hlavnim da-
vodem, pro¢ byly tyto povrchy zvoleny, pro tuto bakalafskou praci, je ten, Ze jejich bio-
kompatibilitu dosud nikdo nestudoval za dynamickych podminek, tedy v bioreaktoru. Tak-
téZ se dfive nikdo nezabyval jejich interakei s fibroblasty. S kardiomyocyty sice ano, ale
se zavérem, ze Ti-foil ani NT z TiO; neposkytuji pozadované vlastnosti, coz znamena, ze
na povrchu byly pozorovany bunécné artefakty, ale buiiky nebyly ve svém fyziologickém

stavu. (Kulkarni et al., 2017)

6.1.2 Strukturovany tkanovy polystyren

Vzorky strukturovaného tkanového polystyrenu (PS) s dvéma riznymi topografiemi
(obr. 15) byly ptipraveny v kooperaci s Ustavem fyziky a materidlového inZenyrstvi
v ramei fakulty technologické na Univerzité Tomase Bati, Zlin, Ceské4 republika. Vzorky
byly vyrobeny principem casové sekvenovaného davkovani smési dobrého rozpoustédla
(tetrahydrofuran, THF) a Spatné¢ho rozpoustédla (2-ethoxyethanol, ETH) v objemovém
poméru 1,5:8,5 na povrch rotujici Petriho misky z tkanového PS. Velikost a hloubka povr-
chovych nerovnosti Ize regulovat variacemi sekvenovani, teplotou ¢i koncentracemi roz-

poustédel. Jako referencni povrch byl pouzit Cisty tkanovy PS.

-

PS dish

| Cells cytoskeleton
changes

Obr. 15: Povrchova morfologie cistého polystyrenu (PS) a strukturovanych vzorkii (nahore
¢. 1, dole ¢. 2) na schématu a na snimkdach ze SEM (134 um x 134 um). Vpravo jsou mysi
fibroblasty na snimkach z fluorescencniho mikroskopu (zvétseni: 100%, cervena — aktin).

(Wrzecionko et al., 2017)
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Na téchto povrsich i1 na dalSich (rizné modifikovanych ¢i pfipravenych za jinych
podminek) byla jiz diive testovana biokompatibilita s mySimi fibroblasty. Nicmén¢ se vzdy
jednalo o testy ve statickych podminkach, tedy pii volném ulozeni v inkubatoru.
(Wrzecionko et al., 2017) Proto i zde by mohla mit tato bakalarska prace, jez je zaméfena

na testovani v bioreaktoru, sviij pfinos.

6.1.3 Polyanilinové filmy

Dal$imi materialy, které byly podrobeny testovani v dynamickych podminkach bio-
reaktoru, byly tkanové polystyrenové (PS) Petriho misky, na nichz byl vytvofen tenky
polyanilinovy (PANI) film. Tyto vzorky byly pfipraveny v ramci této bakalarské préace
zpusobem, ktery je uveden nize v metodice v podkapitole: ,,Syntéza polyanilinovych fil-

mu“. Jako reference se v tomto piipad¢ pouzivaly Cisté tkanové PS Petriho misky.

Na PANI filmech jiz byly péstovany rtizné bunécné kultury ve statickych podmin-
kach, napt. ESC, ptfi¢emz byl pozorovan vliv PANI povrchu na kardiomyogenezi a neuro-
genezi. (Humpolicek et al., 2015) Nicméné doposud nebyly prezentovany zadné vysledky,
které by byly ziskané za dynamickych podminek in vitro testovani. Testovani bio-
kompatibility téchto filmi v dynamickych podminkach je dalSim dalezitym krokem
ke konecnému uplatnéni PANI v biomediciné a tkanovém inzenyrstvi. Jeho potencial spo-
¢iva nejen ve schopnosti vodit, ale také v jeho jednoduché a uc¢inné aplikaci na riznorodé
povrchy. Proto je dalSim planovanym postupem (napft. v diplomové préci) aplikace PANI
na strukturované povrchy z riznych materidli, ¢imz by se zajistil chemicky vhodny a jed-
notny povrch, ktery by byl navic vodivy, ale pfitom by zistala zachovana specificka nano-

topografie strukturovanych substrati.

6.2 Testovana bunééna linie

Pro vSechny provedené experimenty byla pouZzita buné¢nd linie mySich fibroblastt
NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, USA). Jako zaklad pro kultivaéni médium bylo pouzito
Dulbecco's Modified Eagle Medium (PAA Laboratories GmbH, Rakousko), ke kterému
bylo pfidano fetalni teleci sérum (BioSera, Francie; v mnozstvi 10 % z celkového obejmu
média) a antibiotika — Penicillin/Streptomycin o koncentraci 100 pg/ml (GE Healthcare

HyClone, Velka Britanie; v mnozstvi 1 % z celkového objemu média se sérem). Tato bu-
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nécna linie byla kultivovana v inkubatoru s fizenou atmosférou (5 % CO,) pfii teploté

37 °C a za konstantni relativni vlhkosti.

6.3 Pouzité chemikalie

Béhem experimentu byly pouzity tyto chemikalie: Anilin hydrochlorid (Lach-Ner,
Ceska republika), amonium persulfat (Sigma-Aldrich, Rakousko), kyselina chlorovodikova
(HCI; Penta chemicals, Ceska republika), methanol (Penta chemicals, Ceska republika),
ethanol (VWR Chemicals, Francie), pufrovany fyziologicky roztok — Dulbecco's Phospha-
te Buffered Saline (PBS; BioSera, Francie), trypsin (PAA Laboratories GmbH, Australie),
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT; Duchefa Biochemie,
Nizozemi), dimethylsulfoxid (DMSO; Duchefa Biochemie, Nizozemi), formaldehyd
(Penta chemicals, Ceské republika), Triton X 100 (Sigma-Aldrich, Rakousko), fluorescen-
¢ni barviva: ActinRed 555 (Life Technologies, USA), Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich,
Rakousko), SYTO 61 (Life Technologies, USA).

6.4 Pouzité pristroje a pomucky

Pti provadéni experimentu byly pouzivany tyto pfistroje: Laminarni box s fizenou
cirkulaci vzduchu HERAsafe (Thermo Scientific, USA), centrifuga Eppendorf 5702 R
(Eppendorf, Némecko), biologicky inkubator HERAcell 1501 (Thermo Scientific, USA),
ctyf-komorovy rotujici sténovy bioreaktor (Synthecon, USA, obr. ¢. 3), fluorescencni
inverzni mikroskop s fazovym kontrastem Olympus IX 81 (Olympus, Japonsko)
a s fotoaparatem Leica DFC480 (Leica Microsystems, Japonsko), fotometr NanoQuant
infinite M200PRO (Tecan, Svycarsko), pritokovy cytometr BD FACSCanto II (BD
Biosciences, USA), autoklav Tuttnauer 3870 ELPV (Tuttnauer, USA), systém k produkci
ultra¢isté vody Simplicity UV (Millipore, Francie), vodni lazen (Memmert, Némecko),
automatické pipety a mikropipety (Eppendorf, Némecko), analytické vahy AS 220.R2
(RADWAG, USA), tkafovy plastik (TPP, Svycarsko) a dal§i drobné pomiicky biologické

laboratofe.
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7 METODIKA

7.1 Syntéza polyanilinovych filmu

Roztoky anilin hydrochloridu (0,2 M) a amonium persulfatu (0,25 M) v ultracisté
vod¢ byly pfipraveny a ponechdny stat 1 hodinu pti laboratorni teploté z diivodu dobrého
rozpusténi zadanych latek a ustaleni teplot obou roztokii. Poté byly tyto roztoky smichany
a bez prodlevy rozlity do polystyrenovych Petriho misek (s upravenym hydrofilnim povr-
chem vhodnym pro tkanové kultury). Polymeracni reakce probihala 1 hodinu pfi laborator-
ni teploté. Vzniklé PANI filmy byly peclivé vyplachnuty 0,2 M HCIl a methanolem a byly

ponechany pies noc vyschnout opét pii laboratorni teploté.

7.2 Priprava vzorki a bioreaktoru

. Vzorky titanové folie a nanotrubic z TiO, byly nastiihany na Ctverce o rozmérech
I cm x 1 cm a sterilizovany ponofenim nejméné na 1 hodinu do 70 % ethanolu. Poté
byly ponechany vysychat v laminarnim boxu po dobu 24 hodin.

. Vzorky strukturovaného PS a cCistého PS byly nafezdny pomoci nahtatého skalpelu
na ¢tverce o velikosti 1 cm x 1 cm a sterilizovany UV zafenim v laminarnim boxu
po dobu 30 minut z kazdé¢ strany.

. Z piipravenych PANI filmi na PS a taktéz z Cistého PS byly vyrazeny kolecka
o pruméru 2,5 cm. Tyto vzorky byly sterilizovany UV zéfenim v laminarnim boxu po

dobu 30 minut z kazdé¢ strany.

Komory bioreaktoru byly autoklavovany 20 minut pii 121 °C. Uchycovaci folie byly
nafezany pomoci skalpelu, oplachnuty v 70 % ethanolu a poté byly ponechiany vysychat

v laminarnim boxu po dobu 24 hodin.

7.3 Kaultivace mySich fibroblasti

Z kultiva¢ni nadoby, kde byla bunétna linie mySich fibroblasti NIH/3T3 péstovana,
bylo opatrn€ odsato médium. Buniky byly oplachnuty pufrovanym fyziologickym roztokem
(PBS) v mnoZstvi 0,2 ml/cm’. Poté byl pufr odsat a k buiikam byl nasledné ptidan trypsin
v mnozstvi 0,1 ml/em®, kultivaéni nadoba s buitkami a trypsinem byla uloZena do inkuba-

toru na dostate¢né dlouhou dobu (maximalné 20 minut), aby doslo k uvolnéni vSech bun¢k
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od povrchu plastiku, coz bylo pribézné kontrolovano optickym mikroskopem s fazovym
kontrastem. Po kompletnim uvolnéni bun¢k bylo do nadoby pfiddno médium ve stejném
mnozstvi jako trypsinu, tedy 0,1 ml/em®. Vznikly roztok (buiiky-médium-trypsin) byl pie-
cerpan do zkumavky, ktera byla poté uzaviena a vlozena do pfedem vytemperované centri-
fugy (37 °C, 3 minuty, 1 100 rpm). Vznikly supernatant byl odsat. Buiiky byly natedény
pomoci média na koncentraci 1.10° bungk/ml. Vytvofena buné&na suspenze mysich fibrob-
last byla aplikovdna na vysterilizované vzorky (50 pl na ¢tvercové vzorky: Ti-foil, NT,
struktur. PS a Cisty PS; 500 pl na kolecka vzork: PANI na PS a ¢isty PS). Bunky byly
ponechany adherovat k povrchim vzorkt v biologickém inkubatoru po dobu 2 hodin. Na-
sledné bylo ke kazdému vzorku pfiddno médium (1 ml k ¢tvercovym vzorkiim: Ti-foil,
NT, struktur. PS a €isty PS; 1,5 ml ke koleckdm vzork®i: PANI na PS a &isty PS), nacezZ se
buiiky nechaly proliferovat v biologickém inkubatoru dalSich 22 hodin. Stav bun€k byl

prubézné kontrolovan pomoci optického mikroskopu s fazzovym kontrastem.

Po dostate¢ném ptichyceni bun¢k k povrchu byla polovina vzorka s bunikami vyjmu-
ta z média a opatrn¢ upevnéna do uchycovacich f6lii. Ty byly poté vlozeny do ¢tyf komor
bioreaktoru, pficemz kazda komora obsahovala vzdy ¢tyfi vzorky a byla doplnéna 50 ml
média. Bioreaktor byl po seSroubovani umistén do inkubatoru. Rotace byly nastaveny po
sméru hodinovych rucicek s rychlosti 5 rpm. Bioreaktor byl spustén vzdy po dobu tii dni.
Druhé polovina vzorkl s butkami byla vyjmuta z média a vlozena do nového tkanového
plastiku, nacez byly ke kazdému vzorku pipetovany 2 ml Cerstvého média. Tato ¢ast vzor-
ki byla umisténa v inkubatoru ve statické fazi po stejn¢ dlouhou dobu, tedy tfi dny. Po
ub&hnuti tohoto casu byl bioreaktor zastaven, médium odsato, komory rozSroubovany
a vzorky s bunkkami byly opatrné vyjmuty z uchycovaci folie a vloZzeny do tkanového plas-
tiku (Petriho misek o priméru 3,5 cm) pro ucely nasledujiciho testovani. Podobné tomu
bylo ise vzorky ve statické fazi, ty byly vyjmuty z média a taktéz vlozeny do novych

Petriho misek o priméru 3,5 cm za G¢elem nésledného testovani.

7.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

K ur¢eni morfologie bunék byla vyuzita fluorescencni mikroskopie. Nejdiive byly
vzorky s buiikami oplachnuty PBS a po jeho odsati byly zafixovany, permeabilizovany
a nabarveny fluorescen¢nimi barvivy. Fixace byla provedena piisobenim 1 ml 4 % formal-

dehydu v ultraist¢é vodé po dobu 15 min, poté byl formaldehyd odsat a bunky opét
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oplachnuty pomoci PBS. Permeabilizace bunééné membrany byla zajiSténa piidavkem
1 ml 0,5 % Tritonu v PBS, ktery byl ponechan ptsobit 5 min. Nasledné byl Triton odsat
a buiky byly tfikrat oplachnuty PBS. Pro barveni zafixovanych bun¢k byl nejdiive napipe-
tovan 1 ml PBS, do kterého se nasledné ve tmé pridavaly fluorescenéni barviva: ActinRed
(1 kapka/ml) a Hoechst (10 pul/ml). Vzorky byly ponechany 20 minut ve tm¢. Béhem této
doby se ActinRed navazal na proteiny obsazené v cytoskeletu bun¢k a Hoechst prostoupil
do jader bun¢k, kde se navazal na DNA. Po uplynuti této doby byl PBS s barvivy odsat
a nahrazen 1 ml ¢istého PBS. U takto pfipravenych bunék bylo jiZ mozné fluorescen¢nim

mikroskopem pozorovat jejich morfologii.

7.5 MTT test

Ke kvantifikaci bun¢k byl vyuzit MTT test. Vzorky s buiikami byly nejdiive oplach-
nuty PBS a poté na né€ bylo aplikovano v poméru 9:1 médium a roztok MTT v ultracisté
vodé (o koncentraci 5 mg/ml). MTT bylo ponechano pusobit na buiiky po dobu nejméné
4 hodin v biologickém inkubatoru. Médium s piebytecnym MTT bylo odsato, nacez byla
tato smés nahrazena ve stejném mnozstvi dimethylsulfoxidem (DMSO), jehoz doba ptiso-
beni byla 15 minut. Hodnoty absorbance byly ndsledné¢ méfeny na fotometru piti vinové

délce 570 nm, piicemz referen¢ni vinova délka byla nastavena na 690 nm.

7.6 Pritokova cytometrie

U vzork, kde nebylo mozné pouzit MTT test, byla ke kvantifikaci vyuZita pritoko-
va cytometrie. Nejdiive byly vzorky s butikami oplachnuty PBS. Po jeho odséti na né byl
aplikovan 1 ml trypsinu. Vzorky byly uloZeny do inkubétoru na dostate¢né dlouhou dobu,
aby doslo k uvolnéni vSech bunék od testovaného povrchu, coz bylo pribézné kontrolova-
no optickym mikroskopem s fazovym kontrastem. Po kompletnim uvolnéni bunék bylo
k trypsinu pfidano stejné mnoZstvi média, tedy 1 ml, a poté ve tmé bylo ptikdpnuto 20 pl
fluorescen¢niho barviva SYTO (o koncentraci 5 mM v DMSO), jenZ je schopny prochéazet
neposkozenymi membranami, a tak barvi pouze Zivé buiky. Cela tato smés i s uvolnénymi
buitkami byla pfeCerpana do zkumavek, které byly postupné vsazovany do pritokového
cytometru k provedeni méfeni, jehoZ rychlost byla 60 pl/s. Na analyzu naméfenych hodnot
byl pouzit software BD FACSDiva (BD Biosciences, USA). Vysledky byly otestovany

neparovymi t-testy na hladiné vyznamnosti p < 0,05 nebo p < 0,001.
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8 VYSLEDKY

Pro lepsi ptehlednost jsou vysledky z provedenych in vitro zkousek rozdéleny do tii
casti podle testovaného materidlu. Kvantitativni stanoveni bun¢k tvofi minoritni ¢ast vy-
sledkt, nebot’ ne vzdy bylo mozné vybrané testy provést. Majoritni ¢ast vysledkt je tvote-
na snimky z fluorescenéniho mikroskopu, na nichz jsou zviditelnéna vzdy vlevo aktinova
vlakna (pomoci barviva ActinRed) a vpravo DNA v jadrech (pomoci barviva Hoechst).
Zaroven horni fotografie vzdy zobrazuji buniky kultivované ve statickych podminkéch,
zatimco na dolnich fotografiich jsou bunky kultivované v dynamickych podminkach, tedy

v bioreaktoru.

8.1 Vysledky in vitro zkouSek na nanotrubicich z oxidu titani¢itého

JelikoZ vSechny pozorované vzorky (vcetné reference) mély stejny rozmér kulti-
vacniho povrchu 1 cm x 1 ¢cm, bylo ptivodné v planu provést nejen kvalifikacéni ale také
kvantifikacni zhodnoceni vlivu povrchové topografie nanotrubic na mysi fibroblasty. Na-
konec ale bylo zjisténo, ze kvantifikaci nelze provést ani MTT testem ani priitokovou cy-
tometrii. Pfi pouziti chemikélii MTT a DMSO dochazelo ke korozi povrchu, jelikoz na-
notrubice jsou z oxidu titani¢ité¢ho, coz je redox-aktivni material. Tato koroze nasledné
znehodnocovala vysledky MTT testu. K méfeni pratokovym cytometrem je principialné
nutné, aby byly buiiky z povrchu uvolnény a prevedeny ve formé suspenze do zkumavky.
Zjistilo se ale, ze mysi fibroblasty maji ke zkoumanému povrchu tak silnou vazbu, ze je

nelze uvolnit bez poSkozeni, proto nebylo mozné pritokovou cytometrii pouZzit.
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Obr. 16: Morfologie NIH/3T3 na Ti-foil na snimkach z fluorescencniho mikroskopu (zvét-
Seni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c) dynamicka faze Actin-
Red, d) dynamicka faze Hoechst.

d)

Pti testovani téchto povrchll byla jako reference pouzita Cista titanova folie (Ti-foil).
Morfologii bun¢k narostlych na této referenci s hladkym povrchem lIze vidét na obraz-
ku 16. Ve statické f4zi se zkoumanym mysim fibroblastiim na tomto povrchu datilo o néco
lépe nez v bioreaktoru, kde vlivem dynamického naméahani doslo jednak k poklesu Zivota-

schopnosti bunék a takeé k jejich zakulaceni.
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Obr. 17: Morfologie NIH/3T3 na NT 15 nm na snimkach z fluorescencniho mikroskopu
(zvétseni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c) dynamicka faze
ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

d)

Mysi fibroblasty narostlé na nanotrubicich s nejmensim primérem 15 nm jsou vyfo-
tografovany na obrazku 17. Ve statické fazi se morfologické struktury podobaji té na refe-
renéni titanové folii. Nicméné kultivace za dynamickych podminek zpisobila, Ze se bunky
vnofily hloubé&ji do vnitini struktury nanotrubic, kde je nebylo moZzné dostate¢né dobie

nabarvit fluorescenénimi barvivy, coz zna¢n¢ zhorSovalo pozorovani pomoci mikroskopu.
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Obr. 18: Morfologie NIH/3T3 na NT 50 nm na snimkach z fluorescencniho mikroskopu
(zvétseni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c¢) dynamicka faze
ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

Na obrazku 18 Ize vidét morfologii bunék narostlych na nanotrubicich s primérem
50 nm. Kultivace v dynamickych podminkéach opét znacné podpofila vnotfovani bun¢k do
vnitini struktury nanotrubic. Vnotfené buniky jsou velmi $patné viditelné a kopiruji kulaty

tvar nanotrubic, zatimco buiiky na povrchu jsou viditelné dobte a zaujimaji protahlé tvary.
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Obr. 19: Morfologie NIH/3T3 na NT 100 nm na snimkdch z fluorescencniho mikroskopu
(zvétseni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c) dynamicka faze
ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

Buiiky narostlé na povrchu s nanotrubicemi o priméru 100 nm lze pozorovat na ob-
razku 19. Zde doslo k nejvétSimu rozdilu mezi kultivaci fibroblasti ve statickych
a v dynamickych podminkéach. Bunky vice proliferovaly v bioreaktoru, coZ je na jednu
stranu dobra zprava, nebot” tento zplsob in vitro zkousky mnohem lépe napodobuje testo-
vani in vivo. Na druhou stranu je nutno podotknout, Ze podle pofizenych fotografii je 2D
struktura bungk za statickych i dynamickych podminek kultivace zakulacené a neni ptiro-

zen& rozvétvend, coz byva typické pii in vitro kultivaci mySich fibroblasti.
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8.2 Vysledky in vitro zkousek na strukturovaném polystyrenu

Piivodné bylo v planu provést nejen kvalifikacni ale také kvantifika¢ni zhodnoceni
vlivu povrchové topografie strukturovaného polystyrenu (PS) na mysi fibroblasty. Také
proto byly vSechny pozorované materialy (véetné reference) nafezany na vzorky o stejnych
rozmérech kultivaéniho povrchu 1 cm % 1 cm. Bohuzel z divodu nedostatku testovaného

materialu nakonec nebylo mozné kvantifikaci bunék provést.

.
200 pm 200 pm »
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Obr. 20: Morfologie NIH/3T3 na cistém PS na snimkach z fluorescencniho mikroskopu

(zvétseni 100%): a) statickd faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c) dynamickd faze
ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

Pti testovani téchto materidlli byl zvolen jako referencni povrch Cisty tkanovy PS.
Buiiky narostlé na této referenci lze vidét na obrazku 20. Mysi fibroblasty kultivované
ve statickych podminkach zaujimaji sviij ptfirozeny tvar. Buiky dynamicky naméhané

v bioreaktoru maji strukturu podobné protdhlou a dochazi ke shlukovani bunék.
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Obr. 21: Morfologie NIH/3T3 na struktur. PS ¢. 1 na snimkach z fluorescencniho mikro-
skopu (zvetseni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c) dynamicka
faze ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

Morfologii mysich fibroblasti kultivovanych na strukturovaném PS (s oznacenim
€. 1) Ize vidét na obrazku 21. Ve statické fazi vypadaji bunky podobné jako na referenénim
povrchu. Kdezto v dynamické fazi zaujimaji buiiky velmi riiznorod¢ tvary, jak kulaté, tak

1 zna¢né protahlé.
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Obr. 22: Morfologie NIH/3T3 na struktur. PS ¢. 2 na snimkach z fluorescencniho mikro-

d)

skopu (zvetseni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c) dynamicka
faze ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

Morfologii mysich fibroblastti kultivovanych na strukturovaném PS (s oznacenim
€. 2) Ize vidét na obrazku 22. Bunky maji jak v dynamické fazi, tak ve statické fazi zaoble-
néjsi tvary ve srovnani s referenci. Rozdil v podminkach kultivace se projevil predevS§im
v mnozstvi prezivsich bun¢k. Po kultivaci za dynamickych podminek ztstalo na povrchu

adherovanych mén¢ Zivotaschopnych bunék.
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8.3 Vysledky in vitro zkousek na polyanilinovych filmech

Kvalifika¢ni hodnoceni vlivu vodivého polyanilinového (PANI) povrchu na mysi
fibroblasty bylo provedeno opét pomoci fluorescencni mikroskopie. Kvantifikace bunck
nemohla byt provedena MTT testem, nebot’ pouzivana chemikalie DMSO rozpoustéla
krom¢ formazanu také syntetizovany PANI film, jehoZ barva poté vyznamné ovliviiovala
vysledné hodnoty absorbance. Proto byla kvantifikace bun¢k provedena pomoci prutokové
cytometrie. Vysledky byly otestovany neparovymi t-testy, které dokazaly, ze priméry na-
métfenych hodnot jsou statisticky prikazné rozdilné na hladiné vyznamnosti p < 0,05 (*),

poptipadé p < 0,001 (***).
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Obr. 23: Primerny pocet Zivotaschopnych bunék namérenych priitokovym cytometrem
v zavislosti na podminkach kultivace: Referencni tkanovy polystyren (ref), syntetizovany
polyanilinovy film (pani), statické podminky (stat) nebo bioreaktor (bior) s rychlosti 5 rpm.
(*-p <005 ***-p=<0,001)

Jak 1ze vidét na obrazku 23, pro pozorované burky je jednozna¢né vhodnéjsi refe-
rencni povrch nezli PANI filmy. Pravdépodobné proto, Ze PANI poskytuje horsi povrcho-
vé vlastnosti pro rist pozorovanych mysich fibroblasti. Co se ty¢e podminek kultivace,
bioreaktor m¢l viditelné negativni vliv na pocet zivotaschopnych bunck, coz mohlo byt
castecné zplisobeno vétSimi naroky na uchyceni buné€k a na jejich pieziti a proliferaci, ale

také z velké casti nedokonale doladénymi podminkami kultivace v bioreaktoru.
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Obr. 24: Morfologie NIH/3T3 na cistem PS na snimkach z fluorescencniho mikroskopu
(zvétseni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c¢) dynamicka faze
ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

Pti testovani biokompatibility polyanilinového filmu byl zvolen jako referencni po-
vrch Cisty tkanovy polystyren (PS). Morfologii bun€k narostlych na této referenci lze vidét
na obrazku 24. Ve statické fazi doslo az k pfemnoZeni bunék, jejichz tvar je ptirozené pro-
dlouzeny a rozvétveny. V dynamické fazi doslo k jiz zmiflovanému poklesu poctu Zivota-
schopnych bunék a také k lehkému zaobleni jednotlivych buné¢k, ale povétSinou si buiiky

zachovaly svoji pfirozenou morfologickou strukturu.
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Obr. 25: Morfologie NIH/3T3 na PANI filmu na snimkdch z fluorescencniho mikroskopu
(zvétseni 100%): a) staticka faze ActinRed, b) staticka faze Hoechst, c¢) dynamicka faze
ActinRed, d) dynamicka faze Hoechst.

Morfologie mySich fibroblastii narostlych na syntetizovanych polyanilinovych
(PANI) filmech je k vidéni na obrdzku 25. Lze si v§imnout, Ze tyto buiiky maji stale pro-
tahly, misty zaobleny tvar (a to jak ve statické, tak v dynamické fazi). Je nutné také upo-

zornit na to, ze tyto buiiky jsou vzédjemné propojené a shlukované vice, nez je tomu bézné.
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9 DISKUZE

Prvnimi testovanymi vzorky byly nanotrubice z oxidu titani¢itého (TiO;) s riznymi
praméry (15, 50 a 100 nm), pticemz jako referencni povrch byla pouzita hladka titanova
folie. Tyto vzorky byly pfipraveny v kooperaci s Jozef Stefan Institut, Lublan, Slovinsko,
kde na nich byla jiz diive provedena studie Kulkarni et al., 207, jez se zabyvala vlivem
materidlli na prokaryotické bakteridlni builky (Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa),
eukaryotické kmenové bunky (ESC, MSC) a eukaryotické diferenciované bunky (kardio-
myocyty) za kultivace ve statickych podminkach. AZ v této bakalafské praci byl studovan
dynamickych podminek kultivace. Pozorovani narostlych bunék pomoci fluorescencniho
mikroskopu znaéné komplikoval fakt, Ze velka ¢ast bun€k se vnofila do vnitinich struktur
malych nanotrubic, kde je nebylo mozné dostatecné dobie nabarvit fluorescenénimi barvi-
vy. Pfi vzajemném porovndni morfologie fibroblastli kultivovanych za statickych podmi-
nek na jednotlivych vzorcich, lze fici, ze s rostoucim primérem nanotrubic se struktura
fibroblastii postupné zakulacovala a ztracela tak rozvétveny tvar, ktery je pro fibroblasty
typicky pfti in vitro kultivaci. Dynamické fluidni namahani bunék v bioreaktoru viditelné
podpofilo vnofovani bun¢k do strukturovaného povrchu. Za dynamickych podminek bylo
pozorovanych nejvice bunék na nanotrubicich s nejvétSim primérem 100 nm, proto by
mohl mit tento povrch na jednu stranu nejvétsi potencidl ve skuteCném in vivo prostiedi,
ale na druhou stranu i tentokrat mély bunky zakulacenou 2D strukturu. Ve skutecnosti vSak
mohou byt buiiky protahlé a rizné tvarované napti¢ nanotrubicemi, coZ neni mozné sledo-
vat klasickych fluorescencnim mikroskopem. Podrobnéjsi sledovani morfologie bunck ve
3D strukturach by bylo mozné pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu, ale pro

nedostatek ¢asu nebylo mozné toto pozorovani provést.

Druhym testovanym materidlem byl strukturovany polystyren s dvéma riznymi po-
vrchovymi topografiemi. Tyto vzorky byly piipraveny v kooperaci s Ustavem fyziky
a materidlového inzenyrstvi v ramci fakulty technologické na Univerzit¢ Tomase Bati,
Zlin, Ceska republika. Na téchto povriich jiz byla testovana biokompatibilita s mysimi
fibroblasty, o niz se piSe ve studii Wrzecionko et al,, 2017. Nicmén€ se opét jednalo
o in vitro zkousky pouze ve statickych podminkach, tedy pii volném uloZeni v inkubatoru,
kdeZto v této bakalarské praci byl pozorovan vliv povrchové nanotopografie téchto struktu-

rovanych polystyrent (a ¢istého tkanového polystyrenu jakoZto reference) na mysi fibrob-
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turovaném polystyrenu ¢. 1 mély obzvlasté v dynamické fazi riznorodé tvary, jak kulaté,
tak iznacn¢ protahlé. Nutno podotknout, ze fibroblasty kultivované na stejném povrchu
ve zminované studii Wrzecionko et al., 2017, vypadaly velmi podobné. Tato morfologicka
riznorodost mohla byt zplisobena tim, Ze topografie tohoto vzorku neni homogenni (jed-
notlivé pory se nachazi pomérné daleko od sebe), proto se n¢které buniky mohly uchytit na
rovné Casti povrchu a roztahnout se, zatimco jiné bunkky (zejména pii dynamickém nama-
hani) se mohly vnofit do poru a prizptsobit se jejich kulatému tvaru. Fibroblasty narostlé
na strukturovaném polystyrenu ¢. 2 zaujaly specificky zaoblengj$i tvary ve srovnani
s referenci. Témet stejnou morfologii mély 1 fibroblasty kultivované na stejném povrchu

v jiz zminované studii Wrzecionko et al., 2017.

Ttetim testovanym materiadlem byl polyanilinovy (PANI) film, ktery byl syntetizovan
na tkanovém polystyrenu, pficemz Cisty tkanovy polystyren slouzil jako reference. PANI
filmy byly vyrobeny vramci této bakaldiské prace podle metodiky uvedené vyse
v podkapitole: ,,Syntéza polyanilinovych filmi“. Na PANI filmech jiz byly kultivovany
rizné bunécné kultury, napiiklad ve studii Humpolicek et al., 2015, byla pozorovana kar-
diomyogeneze a neurogeneze ESC. OvSem opét byly veskeré in vitro zkousky provadény
pouze ve statickych podminkach, a proto byl v této bakalarské praci pozorovan vliv vodi-
minek. Na PANI filmech jak ve statické, tak v dynamické fazi zaujaly fibroblasty ovalny
tvar (vhodné protahly, ale ¢astecné zaobleny). Je zaddouci také upozornit na to, jak jsou tyto
buniky vzajemné propojené a shlukované vice, nez je tomu u referenéniho nevodivého po-
vrchu, kde jsou buiiky viceméné rovnomérné rozprostiené. U PANI filmu byla provedena
kromé fluorescencni mikroskopie také pritokova cytometrie. Lze shrnout, Ze fibroblasty
lépe proliferovaly na tkaniovém PS nez na PANI filmech. Pravdépodobné proto, ze PANI
neposkytuje tak dobré povrchové vlastnosti pro rist mySich fibroblastl jako tkanovy PS.
Co se ty¢e podminek kultivace, bioreaktor mél viditelné negativni vliv na pocet Zivota-
schopnych bunék. Tento efekt byl ¢astecné ocekavany, nebot’ 1ze logicky predpokladat, ze
dynamické fluidni namahéni v bioreaktoru, jenz pfipodobiiuje in vivo prostiedi, bude klast
vétsi naroky na uchyceni bunék k povrchu a celkové na jejich preziti a proliferaci. Nicmé-
n¢ hlavni pfi¢inou poklesu zivotaschopnosti bunék byly pravdépodobné nedostatecné do-
ladéné podminky péstovani bunck v bioreaktoru, napt. celkova doba kultivace ¢i rychlost

otaceni bioreaktoru.
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Touto bakalarskou praci vSak badani v této oblasti nekon¢i, naopak zacina. VSem
testovanym materialim bude dale vénovana pozornost (napf. v nadchazejici diplomové
praci), nebot’ je v planu vyuzit jednoduchou a ucinnou aplikaci vodivého polyanilinu na
ruzné strukturované povrchy z rozlisSnych materiali. Vytvofenim PANI filmu na téchto
materialech by se zajistil chemicky vhodny a jednotny povrch, ktery by byl navic vodivy,

ale pfitom by zistala zachovana specifickd nanotopografie strukturovanych substrata.
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo vypozorovani vlivu povrchové nanotopografie dvou
potencidlné biomimetickych materiali (nanotrubice z TiO,, strukturovany polystyren)
a vlivu elektrické vodivosti jednoho potencidln¢ biomimetického materidlu (polyanilinovy
film) na morfologii buné¢né linie mySich fibroblastt. Bylo zjisténo, Ze s rostoucim prameé-
rem nanotrubic se 2D struktura fibroblastli postupné zakulacuje, ¢imz fibroblasty ztraci
rozvétveny tvar typicky pii in vitro kultivaci. U strukturovaného polystyrenu zavisi morfo-
logie bun¢k predev§im na vzdalenosti a velikosti jednotlivych pért. V kazdém ptipadé
kultivace za dynamickych podminek v bioreaktoru viditeln€ podporuje vnofovani bunék do
vnittnich struktur testovanych povrchi. Déle je Zadouci upozornit na to, Ze fibroblasty pés-
tované na vodivém polyanilinovém filmu jsou vzdjemné propojené a shlukované vice, nez
je tomu u referen¢niho nevodivého tkanového polystyrenu, kde jsou buiiky viceméné rov-
nomérn¢ rozprostiené. Nicméné podle vysledkii z pratokového cytometru je pro proliferaci
vhodné se polyanilinovym filmim vénovat nadéle, nebot” jeho potencial v tkanovém inze-
nyrstvi spo¢iva nejen ve schopnosti vodit elektricky proud, ale také v jeho jednoduché
aucinné aplikaci na riznorodé povrchy. Proto je dalSim planovanym postupem (napf.
v diplomové préci) aplikace polyanilinu na rizné strukturované povrchy z rozlisSnych mate-
rialt, ¢imz by se zajistil chemicky vhodny a jednotny povrch, ktery by byl navic vodivy,

ale pfitom by zlstala zachovana specificka nanotopografie strukturovanych substratt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AFM
ASC
DMSO
DNA
ECM
ELP
ESC
ETH
GaAs
HAp
HCl
iPSC
MMPs
MSC
MTT

NT

PANI
PBS
PCL
PDMS

PEDOT

Mikroskop atomérnich sil
Adultni kmenova buiika
Dimethylsulfoxid

Kyselina deoxyribonukleova
Extracelularni matrice
Polypeptidy podobné elastinu
Embryonalni kmenova buiika
2-ethoxyethanol

Arsenid gallity (arsenid galia)
Hydroxyapatit

Kyselina chlorovodikova
Indukovana pluripotentni kmenova bunka
Matricové metaloproteasy

Mezenchymalni kmenova burika

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid

Nanotrubice

Hladina vyznamnosti

Polyanilin

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
Poly(e-kaprolakton)
Poly(dimethylsiloxan)

Poly(3,4-ethylendioxythiofen)
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PEG

PGA

PLA

PLGA

PS

PU

rpm

SCNT

SEM

THF

Ti

TiO,

Polyethylenglykol

Kyselina polyglykolova

Kyselina polymlécna,
Kopolymery kyselin polymlééné a polyglykolové
Polypyrrol

Polystyren

Polyuretan

Pocet otacek za minutu

Ptenos jader somatickych bunék
Rastrovaci elektronovy mikroskop
Tetrahydrofuran

Titan

Oxid titani¢ity
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