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ABSTRAKT

Strata tkaniva alebo jeho funkcie ma znacny vplyv na kvalitu Zivota ¢loveka. Napriek
vyspelym technologiam v medicine je najCastejSim spdsobom nahrady takto poskodeného
tkaniva transplantacia, ktord prindsa velké mnozstvo nevyhod. V praci boli preto vyrobené
rozne typy alginatovych hydrogélov 1v kombindcii so zelatinou, ktoré boli
nasledne biologicky aj materidlovo charakterizované. Charakterizacia zahfnala testy
cytotoxicity, proliferacie a viskoelastickych vlastnosti v snahe dokézat’, Zze materidl ma

vlastnosti vhodné na vyrobu tkanivovych nosicov pre makké tkaniva.

KIacové slova: alginat, hydrogély, tkanivové nosice, Zelatina
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ABSTRACT

Tissue loss or dysfunction has a significant impact on the quality of one’s life. Despite
advanced medical technologies, transplantation remains the most common way to replace
such damaged tissue. However, transplantation comes with numerous drawbacks. Therefore,
different types of alginate-based hydrogels, also in combination with gelatin, have been
fabricated and their biological and material properties were characterized in the thesis. The
characterization included cytotoxicity tests, proliferation assays, and assessment of
viscoelastic properties, aiming to demonstrate that the material possesses properties suitable

for the production of tissue scaffolds for soft tissues.

Keywords: alginate, hydrogels, tissue scaffolds, gelatin
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UvVOD

Pocas zivota l'udi ¢asto dochadza k poSkodeniu ¢i obmedzeniu funkcie réznych tkaniv, co
znacne ovplyviiuje kvalitu zivota. Ked'Ze transplantacia, ktora je najCastejSim spdsobom
rieSenia tychto problémov prindsa rozne rizikd a vyzaduje kompatibilné organy alebo
tkaniva darcov, ktorych pocet je limitovany, Coraz viac sa presadzuje snaha vytvorit

potrebné tkaniva de novo in vitro.

Medzi biomateridly vhodné na vyrobu tkaniv patria aj alginaty, ktoré maju Siroké spektrum
potencidlneho vyuzitia v biomedicinskych aplikaciach, st biokompatibilné, biodegradabilné
al'ahko dostupné. Pre vytvorenie tkanivového nosi¢a je vSak okrem biokompatibility
potrebné zabezpecit' aj vhodné mechanické a biologické vlastnosti, vd’aka ktorym bude

tkanivovy nosi¢ pouzite'ny v podmienkach in vivo.

V praktickej Casti prace boli najprv vytvorené alginatové hydrogély s réznym zlozenim,
a nasledne bola vykonana biologick4 a materidlova charakterizacia jednotlivych vzoriek.
Na biologicku charakterizaciu boli uskutocnené testy cytotoxicity z extraktu aj v priamom
kontakte atesty proliferdcie na povrchu apo injektovani do objemu 3D Struktiry.
Materidlova charakterizacia zahfnala testy preukazujice maximalne napétie, ktorym mozZno
na Struktiru pdsobit’ bez toho, aby doslo k jej rozpadu a testy, vd’aka ktorym bolo mozné
urcit’ pomer jednotlivych modulov viskoelastickych latok, ktoré vypovedaji o schopnosti

hydrogélu tlmit’ vibracie a o pevnostnych vlastnostiach biomaterialu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANIVOVE INZINIERSTVO

Tkanivové inzinierstvo obecne zahffia vyuzitie materidlov a buniek v snahe o vytvorenie
novych zivotaschopnych tkaniv alebo organov. [1] Délezitym faktorom je pochopenie
funkcie a spravania tkaniv, ¢o vyzaduje dlhodoby vyskum v mnohych oblastiach. Niektoré
z tychto oblasti zahfiiaju skiumanie bunky samotnej, teda biologiu kmenovych buniek,
vyskum zdrojov buniek aich naslednti kultivaciu &i diferenciaciu. DalSou skumanou
oblast’ou je embryologia, ktord umoziuje pochopit’ vznik tkaniv pri embryonalnom vyvoji,
teda aj princip, akym ich mozno vytvorit' in vitro. Zaroven je tiez nutna znalost

materialovych vied, ¢i biotechnologii. [2]

Jednym z najpodstatnejSich doposial’ zistenych faktov je, Ze spravanie buniek je mimoriadne
ovplyvnené extracelularnym matrixom, na ktory bunky v organizme adheruju. Napodobit’
extracelularny matrix, na ktory by bunky spravne reagovali je vSak vel'mi naro¢né, preto sa
tkanivové inZinierstvo mimo iné zaobera aj skimanim fyzikalnych a chemickych vlastnosti
roznych materidlov, ktoré by mohli mat’ potencidlne vyuzitie pre ndhradu konkrétneho
tkaniva. Materidly, ktoré su v tkanivovom inzinierstve vyuZivané najCastejSie, zahfnaju

prirodné a degradabilné polyméry, ale aj biokeramiku. [2]

Dalsim dolezitym &initelom pri vyvoji biomaterialov je kompatibilita s tkanivami, ktora je
kritickd pre bezpecné pouzitie v organizme a spravnu interakciu s bunkami ¢i proteinmi
nachadzajucimi sa v tele. Na zdver sa tkanivové inZinierstvo taktiez zaobera vyvojom tzv.
inteligentnych biomaterialov, ktoré napriklad dokaZzu reagovat’ na rozne externé podnety, o
mdze zohravat’ vyznamnu rolu pri uvol'niovani lie€iv a inych latok v cielovom tkanive alebo

organe. [3]

1.1 Historia

Uz v sedemdesiatych rokoch dvadsiateho storo¢ia sa doktor W. T. Green pokusil
o vytvorenie chrupavky zasadenim chondrocytov do kostnej Stiepky, ktord bola nasledne
implantovana mysi. Aj napriek tomu, Ze zdkrok nebol uspesny, jeho predpoklady
o vyhodach biokompatibilného materidlu, na ktory by bolo mozné zasadit’ bunky a vytvorit’

tym tkanivo, boli spravne. Par rokov po prvotnych snah4ch doktora Greena bola vytvorena
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syntetickd ndhrada koze pomocou dermalnych fibroblastov nasadenych do kolagénového

matrixu, ¢i vrstvy keratinocytov pouzité pri pacientoch s popaleninami. [4]

Vsetky popisané experimenty jednoznacne prispeli ku vzniku tkanivového inzinierstva, no
klicova bola praca doktora Josepha Vacantiho v osemdesiatych rokoch dvadsiateho
storo¢ia, ktory priSiel s myslienkou navrhnutia umelo vytvorenej opornej Struktiry
(tkanivového nosica), ktora by mimikovala prirodzené prostredie, a ktora bude bunky
dopravovat’ do cielovej destindcie, miesto sadenia buniek na dostupné, prirodzene
vyskytujuce sa nosice, ktorych fyzikdlnymi ¢i chemickymi vlastnostami nemozno
manipulovat’, teda zapri¢iiuju nepredvidatelné vysledky experimentov. Doktor Vacanti
zaviedol stadiu, ktorej cielom bolo vytvorit funkéné ndhrady tkaniv za vyuZitia
biokomatibilnych  a biodegradabilnych  syntetickych  polymérov s nasadenymi
zivotaschopnymi bunkami. V snahe preskimat’ toto odvetvie podrobnejsie, bolo v Eurdpe
aj Spojenych Statoch zalozenych mnoho vyskumnych centier a laboratorii, ktoré sa zadali
téme biomateridlov a tkanivového inzinierstva naplno venovat. V druhej polovici
devitdesiatych rokov dvadsiateho storo€ia boli institucie venujice sa tejto vedeckej oblasti

takmer v kazdej rozvinutej krajine sveta. [5]

1.2 Princip

Principy tkanivového inZinierstva sa stali predmetom diskusie aZ v neskorych
osemdesiatych rokoch dvadsiateho storoCia, kedy sa vedci, ale aj inzinieri a lekari zacali
zaoberat’ moZnost'ou vytvorenia nového tkaniva, ¢im by zniZili akitny nedostatok organov
na transplantaciu. Bez ohl'adu na to, aké tkanivo alebo orgén je cielom vytvorit’, zakladné
principy tkanivového inZinierstva zahffiaji ziskanie zdroja buniek, ich izolaciu a néslednu
proliferaciu, vyrobu tkanivového nosica a zabezpecenie vhodnych podmienok pre kultivaciu

buniek. [6]

Na vytvorenie nového tkaniva mozno pouzit' tri zdroje buniek, ato autologne bunky
pochéadzajuce od samotného recipienta, ktoré st imunitne kompatibilng, ale ich dostupnost’
je obmedzend. Dalsim zdrojom s bunky alogénne pochadzajiice od darcu, ktoré su
dostupnejsie, ale menej kompatibilné. Tretim zdrojom su bunky xenogénne, ktoré
pochéddzaji od iného Zzivoc¢iSneho druhu, pri ktorych nastdva problém s kompatibilitou

aj prenosom virusovych ochoreni. Po vybere pozadovaného zdroja buniek je mozné vykonat’
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genetické Upravy, vdaka ktorym mozno dosiahnut’ inhibiciu imunitnej odpovede, ¢i

zvysenie sekrécie biologicky aktivnych latok. [7]

Dalsim z hlavnych pilierov tkanivového inZinierstva je vyroba spravneho nosica, ktory
bunkam poskytuje podmienky napodobujuce extracelularny matrix, teda podporuju adhéziu
a proliferaciu buniek, zabezpeCuji vymenu zivin, metabolitov a plynov, zatial ¢o su
biodegradabilné, netoxické a spdsobuju minimalnu zédpalovi rekciu. Po osadeni tkanivového
nosi¢a bunkami prichddza rad na vytvorenie podmienok podobnych podmienkam
v l'udskom organizme, ¢o mozno dosiahnut pomocou bioreaktorov. Bioreaktory
zabezpecuju homogénnu distribuciu buniek na 3D S$truktire, neustdlu vymenu média
a celkovo kontrolované prostredie. Vd'aka presne definovanym podmienkam je mozné

zabezpecit’ diferenciaciu buniek, ¢im dosiahneme vytvorenie pozadovaného tkaniva. [6]

implantacia

hlavné principy
tkanivoneho

inzinierstva tkanivovy
nosic¢

elektrické

Obrazok 1 - zdakladné principy tkanivového inZinierstva (upravené podla [5])
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2 TKANIVOVE NOSICE

Strata funkcie tkaniva alebo organu sposobena zraneniami alebo inymi vplyvmi, predstavuje
pre cloveka zna¢ni komplikaciu zdravotného stavu, ale aj znizenie kvality zivota.
NajrozvinutejSou formou népravy straty funkcie tkaniva alebo organu je v sti¢asnosti
transplantdcia, ktorda okrem samotného nedostatku darcov anéaro¢ného zaistenia
kompatibility tkaniv donora a recipienta, prichadza s rizikom infekcie a odumierania
transplantovaného tkaniva. DalSie moZnosti lie¢by ako chirurgicka rekonstrukcia, terapia
alebo syntetické protézy, na rozdiel od transplantacii nie st limitované dostupnostou,

ale funk¢nost'ou, pretoze spravidla nahradia funkciu tkaniva alebo organu iba ¢iastocne. [8]

Vdaka vyspelym technologidm a dlhodobym vyskumom sa vSak Coraz CastejSie zacinaju
vyuzivat' biomateridly, nahradzajice funkciu poSkodeného organu alebo tkaniva, ¢i

tkanivové nosice (scaffoldy) podporujice hojenie ran.

Tkanivové nosice predstavuju podporné Struktiry pre bunky, ktoré podmieniuju ich rast
v snahe nahradit’ poskodené tkanivo alebo organ. Ulohou scaffoldu je bunkam poskytnut
docasnu podporu, vd’aka ktorej proliferujii aj na miestach, v ktorych by prirodzenymi
mechanizmami neboli schopné chybajtce tkanivo nahradit’. Po vykonani svojej primarnej
funkcie alebo pocas procesu hojenia, musi tkanivovy nosi¢ samostatne degradovat, teda
musi byt’ odstranitel'ny bez vonkajSieho chirurgického zasahu. Vysledkom procesu nahrady

tkaniva je produkt s pozadovanym tvarom a vlastnost'ami ¢i funkciami. [9]

Biodegradabilita tkanivového nosica predchadza potrebe opédtovného zasahu do organizmu,
ale aj mnohym vedlajs§im ucinkom sposobenym zanechanim trvalych podpornych
materialov v tele. Pre jej dosiahnutie je preto potrebné, aby pouzity scaffold spifal §pecifické
mechanické, fyzikalne a chemické poziadavky, ktoré zabezpecia bunec¢nt difuiziu, a tym

formovanie 3D tkanivovych Struktur. [10]

Pri vyvoji tkanivového nosi¢a sa Casto vedci inSpirujii extracelularnym matrixom (ECM),
ktory je znaCne biodegradabilny a biokompatibilny. Dve hlavné triedy makromolekul
tvoriace extracelularny matrix st proteoglykany a fibrilarne proteiny. Najviac zastupenym
fibrilarnym proteinom v ECM je kolagén, ale nachadzaju sa v nom aj proteiny ako elastin

alebo fibronektin. Latky zastipené v extracelulirnom matrixe zabezpecuji bunkam
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biochemickil aj mechanicki podporu a zaroven prispievaju k riadeniu ich regeneracie.
Vicsina spomenutych polymérov, prirodzene sa vyskytujicich v extracelularnom matrixe,
je vyuzivanych prave na vyrobu tkanivovych nosicov, pretoze su schopné reagovat’ na rozne
chemické vplyvy produkciou derivatov. Vzniknuté derivaty potom moézu ovplyvinovat
adhéziu buniek, ale aj sposob degradacie materialu a jeho siet'ovanie. Pri vyrobe scaffoldov
je teda dolezité vyuzivat materidly napodobujice ECM, najmi proteiny ako fibrin,
fibrinogén i kolagén a zaroven polysacharidy zahritujice kyselinu hyaluronov, celulozu
a alginaty. Nemenej doleZzité je vytvorit' podmienky priblizujuce sa skutoénému dianiu a

interakciam v organizme. [11]

2.1 Pozadované vlastnosti

Idedlny tkanivovy nosi¢ sa zvycajne definuje ako trojrozmerna Struktira sluziaca ako
bunkova podpora. Aby boli tkanivové nosi¢e pouzitelné v organizme, musia mat’
vyhovujice biologické, ale aj materialové vlastnosti. Idedlny scaffold musi byt schopny
dopomoct’ k naprave poSkodeného tkaniva. [12] Detailné materidlové vlastnosti nie je
mozn¢é jasne definovat’ pre vSetky tkaninové nosice. Zavisia predovSetkym na type tkaniva
pre ktoré st uréené. Aviak existuju obecné vlastnosti, ktoré by mali spinat’ vietky tkaninové

nosice a buda popisané d’ale;.

2.1.1 Biologické vlastnosti

Zékladnou biologickou vlastnostou scaffoldu je biokompatibilita a netoxickost, ¢o
znamena, ze bunky musia na tkanivovy nosi¢ adherovat, musia byt schopné proliferacie
a diferencidcie, pricom maju vykazovat normalne fungovanie. Nemenej podstatnd je
schopnost’ biodegradability a bioresorbovatel'nosti, ktora umoziiuje sti€asnti tvorbu nového
tkaniva a Ubytok doc¢asného nosica. [13] Pri otdzke degradability je vSak dolezity najmé vek
recipienta. Ked’ze hojenie ran u starSich I'udi prebieha pomalsie, aj rychlost’ degradability
musi byt’ niz$ia. [14] Netoxické musia byt v neposlednom rade aj degrada¢né produkty
vznikajuce pri odburavani scaffoldu, ktoré maju byt vylucené z organizmu bez hromadenia
sa, ¢1 akéhokol'vek zdsahu do iného orgéanu alebo tkaniva. Tkanivové nosice musia byt
navrhnuté a vyrobené tak, aby nespustili imunitnt reakciu host'ovského organizmu. Zaroveil

musia byt’ schopné komunikovat’ s okolitym prostredim a bunkami, aby bola zabezpecena
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migrécia a diferencidcia buniek, ¢i formovanie novych tkaniv, a to bez neziaducich prejavov

ako su jazvy. Tieto aspekty materidlovych vlastnosti zahfna bioaktivita. [13]

2.1.2 Struktiirne a mechanické vlastnosti

Tkaniva predstavuji 3D Struktiry s veI'mi komplexnymi mechanickymi funkciami. Vytvorit’
takuto zlozita Strukturdlnu siet je vel'mi obtiazne, a preto sa v ramci tkanivového inzinierstva
vyuzivaju v nosi¢och bunky, proteiny a gény, ktoré podporuji prirodzent rekonstrukciu
tkaniva. Mechanické vlastnosti scaffoldov by teda mali zodpovedat’ vlastnostiam
anatomického prostredia, v ktorom ich chceme vyuzit. Z praktického hl'adiska by mali byt
dostato¢ne pevné na to, aby vydrzali zaobchadzanie pocas procesu implantacie. Medzi
Struktirne vlastnosti scaffoldov patri aj porozita, ktord ovplyviiuje migraciu buniek, ale aj
absorpciu vody a telesnych tekutin, no rovnako zabezpecuje prechod kyslika tkanivovym
nosicom. Velkost’ porov vSak musi byt prisposobena typom buniek nachadzajucich sa
v cielovom tkanive, pre vac¢Sinu tkaniv je optimalna vel'kost’ porov v rozmedzi 100 az 300
um. Okrem vel'kosti porov je vel'mi vyznamny faktor 1 prepojenost’ porov. V pripade, Ze by
pory v tkanivovom nosi¢i neboli vzijomne prepojené, nebola by umoznena bunkova
migrécia, ¢i proliferacia a taktiez by bola zna¢ne obmedzend vymena Zivin v rdmci nosica.
[11] Nemenej dolezité¢ su aj reolologické vlastnosti ako viskoelasticita, ktora odpoveda
schopnosti materialu tlmit’ mechanické vibracie. Predstavuje odozvu materialu na striedavé
namahanie v tlaku a tahu, ¢o je pri materiali, ktory ma byt umiestneny v l'udskom tele, kde

dochédza k r6znym druhom naméhania vel'mi vyznamné. [15]

2.1.3 Chemické vlastnosti

Chemické zloZenie tkanivovych nosicov mé za nasledok materidlové vlastnosti a teda vel’ky
vplyv na to, ¢i bude umoZznena absorpcia proteinov na nosi¢ a tym nasledovana bunecna
adhézia a proliferacia. Casto vyuzivané substraty na pripravu scaffoldov st prirodné
a syntetické materialy ako polyméry, hybridné materidly alebo biokeramiky. Syntetické
polyméry, napriklad polyanhydrid alebo polycaprolakton moézu byt vyrobené tak, aby
svojim tvarom prispievali k jednoduchSiemu naviazaniu zaporne nabitych skupin, teda
prispievali aj k jednoduchSiemu spojeniu sa s bunkami. Zaroven by mohli byt schopné
viazat’ vodu, a teda dorucit’ vel'ké mnozstvo rozpustnych molekul. [11] Na povrchovy néboj

a zmacavost’ povrchu maju funkéné skupiny vyskytujlice sa na povrchu. Napriklad metylové
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skupiny maju za néasledok hydrofobnejsi povrch. [16] Taktiez bolo dokazang, ze pritomnost’
karboxylovych skupin ovplyviiuje bunkovy rast aich naslednii morfologiu. Co sa tyka
chemického zlozenia materiadlov, existuje velmi mnoho moznosti, ktoré ovplyviiuji ako
materidlové, tak biologické vlastnosti vysledného materialu a nie je mozné ich spomenut’

vSetky. [17]

2.2 Biomaterialy vyuZivané na pripravu scaffoldov

Na pripravu tkanivovych nosicov si vyuzivané biomateridly, teda materialy vytvorené za
ucelom vyroby zariadeni, ktoré nahradzaju ¢ast’ alebo funkciu organu ¢i tkaniva v 'udskom
tele. Vytvorené biomateridly musia byt’ spol'ahlivé, bezpecné a fyziologicky odpovedajice
svojmu ucelu. [18] Najcastejsie su na pripravu tkanivovych nosicov vyuZzivané tri skupiny
biomateridlov, a to keramické biomaterialy, prirodné polyméry a syntetické polyméry. [19]
Kazda ztychto skupin ma zna¢né vyhody, ale aj nevyhody, preto sa ich pouzitie 1isi
v zavislosti na cielovom tkanive. Jednotlivé skupiny budd popisané v nasledujicich
kapitolach. Ked’Ze vSetky druhy materidlov vyuZivanych na pripravu tkanivovych nosicov
vykazuju isté komplikacie, tkanivové inZinierstvo sa Coraz viac zaobera vyskumom
scaffoldov vytvorenych z viacerych faz, teda kombinaciou réznych druhov materialov.
Doposial’ prebehlo niekol’ko pokusov o zavedenie keramickych biomateridlov do scaffoldov
na baze polymérov, ale aj pridanie prirodnych polymérov k syntetickym polymérom v snahe
zlepsit’ ich biologické vlastnosti. Napriek vSetkym snaham vyvinutym k priprave vhodného
biomaterialu je doposial najcastejSie vyuzivanym substratom pre tkanivové nosice kolagén.

[14]

2.2.1 Keramické biomaterialy

Biokeramické materidly sa vyznacuju skvelou biokompatibilitou, vysokou chemickou
iteplotnou stabilitou, ¢i pevnostou. Medzi najCastejSie vyuzivané biokeramiky patria
hydroxyapatit alebo fosfore¢nan vépenaty, ktoré st casto vyuzivané v aplikaciach
pre regeneraciu kostnych tkaniv. Umoziuju to ich mechanické vlastnosti ako vel'mi nizka
pruznost, tvrdy akrehky povrch, ale hlavne pevnost. Z pohladu kosti su vhodnym
materidlom, pretoZze keramika napodobniuje Struktiru minerdlov obsiahnutych v kostiach.
Interakcie keramiky s kostnymi bunkami prispievaju k proliferacii a diferenciacii

osteoblastov. Aj napriek tomu, Ze je biokeramika na pripravu kostnych tkanivovych nosi¢ov
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vhodnd, nardzame pri nej na problémy, medzi ktoré patri narocné tvarovanie, ¢i zlozita

regulacia rychlosti degradacie. [14][20]

2.2.2 Syntetické polyméry

Mnozstvo syntetickych polymérov vyuzivanych na pripravu biomateridlov v posledne;j
dekdde znacne vzrastlo najmid vdaka rozvoju technolégii ako mikrovyroba alebo
nanotechnoldgie. Vyhodou syntetickych polymérov je moznost’ pripravy s homogénnou
distribuciou, ¢i moznost’ prisposobit’ ich konkrétnej pozadovanej aplikécii v organizme
vd’aka Sirokému spektru dosiahnutel'nych fyzikalnych a chemickych vlastnosti. [22] Medzi
syntetické¢ polyméry vyuzité v snahe pripravit’ tkanivové nosice pari napriklad kyselina
polyglykolova (PGA) alebo kyselina polymlie¢na (PLA). Aj napriek tomu, Ze materialy
z tychto latok mdzu byt’ pripravené so Struktirou a vlastnostami presne podl'a potreby, ich
nevyhodou je riziko odmietnutia materialu organizmom kvoli nizkej bioaktivite. Dalsou
prekdzkou vo vyuzivani PLA a PGA v tkanivovych nosicoch je ich spdsob degradacie, ku
ktorému dochadza hydrolyzou. Hydrolyza sposobuje lokalne okyslenie zniZzenim pH, ¢o

moze viest’ k nekrdze buniek aj tkaniv. [14]

2.2.3 Prirodné polyméry

Dal$ou skupinou materidlov vyuzivanych na pripravu scaffoldov st biologické materily,
do ktorych spadaju proteoglykdny, kolagén, chitozan a substraty na baze alginatu. Medzi ich
najvyznamnejSie prednosti patri prirodzend biokompatibilita a biodegradovatelnost’. Vd’aka
svojmu prirodnému povodu su tieto latky bioaktivne, ¢im podmienuju adhéziu buniek
a proliferaciu. Medzi nevyhody patri ich t'aZie definovateI'né zlozenie vyplyvajlce z izolacie
z prirodnych zdrojov. Z toho vyplyva, Ze vyzvou pri prirodnych polyméroch je priprava
scaffoldou s homogénnou Struktirou, ktort by bolo mozné reprodukovat’. [23] Ked'Ze je tato
bakalarska praca zamerand na pripravu tkanivovych nosic¢ov na baze alginatu, nasledujtica

kapitola sa bude podrobnejsie venovat’ danému prirodnému polyméru.
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3 ALGINATY

Alginat je prirodny polysacharid nachddzajtci sa v bunkovej stene r6znych druhov hnedych
rias ako Laminaria hyperborea alebo Lessonia. Mozno ho syntetizovat’ pomocou baktérii.
Alginaty obsahuju linedrne retazce, ktoré su zlozené z opakujucich sa monomérnych
jednotiek kyseliny a-L-gulurénovej (G) a l1—4-viazanych epimérov kyseliny B-D-
manurénovej (M) ulozenych do blokov, pricom obe nesu volné hydroxylové (-OH)
a karboxylové (-COOH) funk¢né skupiny. [24] Bloky M zaujimajt linearnu Struktaru, ktora
je pruzna, zatial’ ¢o ich vézba s blokmi kyseliny gulurénovej vytvara okolo karboxylovych
skupin stéricku zabranu, ¢o sposobuje skladant konforméciu blokov G, zodpovedni
za tuhost’ retazcov v bloku. Alginaty s vysokym obsahom M blokov st imunogénne, teda
produkuju vacsie mnozstvo cytokinov zodpovednych za uspesny priebeh imunitnej reakcie,
ako alginaty s vysokym obsahom blokov G. [25] Pomer monomérov kyseliny a-L-
gulurénovej a B-D-manurénovej aich usporiadanie v retazci, teda ¢i je retazec
homopolymérny alebo heteropolymérny, ale aj molekulova hmotnost’ retazca su zavislé

na zdroji alginatu, podmienkach rastu rias a sposobe ich spracovania. [24]

Alginaty ziskané z roznych druhov hnedych rias zvycajne obsahuji vysoky obsah blokov
kyseliny gulurénovej, zatial’ Co alginaty vyprodukované pomocou baktérie Pseudomonas
Aeruginosa G blokmi nedisponuju. Bakteridlne produkované alginaty sa odliSuju takisto
pritomnostou acetylacie na druhom alebo tretom kysliku, ktort pozorujeme v alginatoch

ziskanych z hnedych rias iba po cielenej chemickej uprave. [26]

LO5 PH HOOCHQ ~ HO
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Obrazok 2 - Strukturne usporiadanie retazcov algindtu (upravené podla [17])

3.1 Ziskavanie

Ako uz bolo vysSie spominané, alginat je polymér ziskavany z hnedych rias. R6zne druhy
hnedych rias obsahuju az do 40 % prirodného polysacharidu alginatu. Riasy obsahujice
tento polysacharid sa nachadzaju najmd v Australii, Cinea Cile, ale aj v rdznych

primorskych krajinach Europy, ¢i v Juznej Afrike. VicSina svetovej produkcie alginatov je
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ziskavand prave zo spominanych rias, no mdzu byt extrahované aj z baktérii druhu
Azobacter a Pseudomonas. Presné zlozenie alginatu sa odvija od konkrétneho zdroja, priCom
doposial’ bolo z prirody extrahovanych a identifikovanych priblizne 200 druhov. Proces
ziskavania algindtu obnaSa niekolko krokov. Riasy prvotne absolvuju proces Cistenia,
suSenia a rozomletia na prasok. PraSok je nasledne rehydratovany s pridanim chemikalii
sltziacich k odstraneniu nechcenych zloziek. Dalej proces pokraduje ipravou, ktora spdsobi
narusenie rastlinnych bunkovych stien a vo vode rozpustny alginat je extrahovany pomocou
uhli¢itanu sodného. Vysledny produkt je najcastejSie izolovany vo forme alginatu sodného.

[27]

hned4 riasa alginat vlastnosti
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Obrazok 3 - ziskavanie algindtu - interakcia retazcov navzajom a s inymi latkami zavisi na
molekulovej hmotnosti a kompozicii alginadtu, ktory sa lisi v zavislosti od konkrétneho zdroja
(upravené podla [17])

3.2 Vlastnosti

Vlastnosti alginidtu maju vyznamnu rolu v zavislosti na konkrétnej pozadovanej aplikécii.
Hlavnym c¢initelom ovplyviiujucim vlastnosti alginatu je molekulovd hmotnost’, ktord sa
pohybuje v rozmedzi 32 000-400 000 g/mol. VysSia molekulovd hmotnost’ zabezpecuje
lepsSie fyzikalne vlastnosti a vysSiu pevnost’ vzniknutych gélovych Struktur, avSak zaroven
sposobuje vyssiu viskozitu, ktord moze byt vnimana negativne pri mieSani v procese vyroby.
Velky vplyv na mechanicko-fyzikalne vlastnosti atym padom na vyslednt stabilitu
hydrogélov, ma pomerové zastupenie G- a M- blokov. [28] Mnoho $truktirnych vlastnosti
je ovplyvnenych presnym zlozenim, ktoré je zavislé predovsetkym na konkrétnom zdroji
alginatu. Na pdvode alginatu je zavisla aj biokompatibilita vyslednej Struktary. Ked'ze

alginaty su ziskavané z prirodnych zdrojov, dochddza k Castej kontaminacii réznymi
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necistotami ako su tazké kovy, preto je pri vyuzivani alginatov pre ucely biomateridlov

vel'mi dolezité dbat’ na ich pdvod, ale aj spdsob spracovania a Cistenia. [25]

3.3 Siet’'ovanie

Bezna priprava alginatov zahffia i6onové zosietovanie pomocou dvojmocnych katiénov.
Zatial' ¢o bloky kyseliny malurénovej vykazuju v roztoku dvojmocnych katidnov slabé
vézby, spojenia s blokmi monomérov G st pevné. Mechanizmus vézby s blokmi kyseliny
gulurénovej spociva v koordinacii dvojmocnych kationov a Styroch karboxylovych
(-COOH) skupin za vzniku usporiadania tzv. ,,egg-box*. [6nové sietovanie zahfna dva rozne

spdsoby pripravy hydrogélov, a to vonkajSie gélovanie a vnttorné gélovanie. [26]

Ca?*(®)
—

Obrazok 4 — ionové sietovanie alginatu (dostupné z [18])

V pripade vnutornej gelacie dochddza k pridaniu nerozpustnej formy véapnika (CaCO3)
k vodnému roztoku algintu. Nasledne je k roztoku pridana slaba kyseliny, ktord zabezpeci
postupné uvolniovanie vapenatych ionov, ¢o spdsobi gelaciu. [29] Tymto mechanizmom sa
vytvaraji gély, ktoré vykazuji vysSiu homogenitu, avSak tieZ vykazuji niz$iu hustotu
a zvyCajne obsahuju vicsie pory. [30] Pri externej geléacii sa k vodnému roztoku alginatu
pridava rozpustnd forma véapnika (CaCly), ¢o vedie k rychlej tvorbe gélu s nizSou
homogenitou. Vd’aka odlisnému mechanizmu jednotlivych metdd gelacie maji vysledné

gély rozdielnu Struktiru aj vlastnosti. [29]

3.4 Vyuzitie

Alginat ma Siroké vyuzitie v mnohych druhoch priemyslu, ale aj v biomedicinskych
aplikaciach. Vo farmaceutickom priemysle s alginaty Casto vyuzivané ako zahustovadla

a stabilizatory, v sucCasnosti vSak nachadzaju vyuzitie hlavne v oblasti lieCiv
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s kontrolovanym uvolfiovanim. Coraz viac vo farmaceutickom priemysle dochadza aj
k vyuZivaniu alginatovych hydrogélov ako lokélne nosiée lie¢iv pre tkaniva. Dalsie vyuZitie
alginatov zahtna krytie ran, pricom gélové alginatové obvézy vyrobené ibnovym sietovanim
su lyofilizované a po priloZeni na ranu absorbuju tekutiny, ¢o spdsobi opédtovné vytvorenie
gélovej Struktury. Tato Struktura potom zabezpecuje vlhké fyziologické prostredie a zaroven
minimalizuje vznik bakteridlnych infekcii. Velky potencial ma alginat v neposlednom rade
pre vyrobu tkanivovych nosicov, pri ktorych moze vdaka nizkej adsorpcii proteinov
na alginat, ale aj nepritomnosti receptorov rozpoznavajucich alginat v bunkach cicavcov
sluzit' ako modifikovatel'ny zaklad. Velkou vyhodou alginatovych hydrogélov je, ze ich
Struktura je velmi podobna prirodzenému ECM. [31] Vyuzitie nachadza pri regeneracii

tkaniv, ciev, kosti a potencidlne aj svalov ¢i nervov. [25]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIEL PRACE

Ciel'om préace bola priprava hydrogélov na baze alginatu aj s pridanim zelatiny a ich
nasledna materidlova charakterizacia spocivajuca v skumani reologickych vlastnosti
a biologicka charakterizacia zahrniujlica testy cytotoxicity v priamom kontakte a z extraktu,

ale aj testy proliferacie na povrchu hydrogélov, ¢i migracie do pérov v objeme 3D Struktury.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Pouzité pristroje a pomocky

V praktickej Casti boli na pripravu alginatovych hydrogélov vyuzité analytické vahy Radwag
AS 220.R2 a magnetické miesadla Arex digital Pro. Na pracu s bunkovymi kultarami bol
vyuzity laminarny box (flow-box) Alpina BIO130, inkubator Heracell 1501 (Thermo
Scientific), centrifuga Eppendorf 5702 R, membranovéa vyveva KNF N86, fluorescencny
mikroskop Olympus IX 81, fotometer Tecan Infinite 200 PRO, orbitalna trepacka IKA KS
130 basic, inkubator BMT Incucell 404, systém pre vyrobu ultracistej vody VWR Puranity
TU3 avodny kapel Memmert WNB. Na reologické testy vykonané na pripravenych

biomateridloch sa pouzil reometer Anton Paar MCR 502 s geometriou doska-doska.

5.2 Bunkové kultury

Pri vSetkych testoch zameranych na biologické hodnotenie bola vyuzita linia mySich
embryonélnych fibroblastov NIH/3T3 (ATCC, CRL-1658™). Bunky boli kultivované
v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) High Glucose (Biosera), ku ktorému
bolo pridané 1 % antibiotik Penicillin-Streptomycin Solution 100X (Biosera) a 10 %

tel'acieho séra Calf Serum (Biosera). Podrobny postup kultivacie je popisany nizsie.

5.3 Experiment

V nasledujtce;j Casti budi popisané vsetky kroky experimetov vykonanych v praktickej Casti
bakalarskej prace, ktoré boli potrebné pre pripravu, posudenie cytotoxicity a proliferacie
a zistenie reologickych vlastnosti pripravenych vzoriek alginatovych hydrogélov. Vsetky

testy cytotoxicity in vitro boli vykonané v stilade s normou CSN EN ISO 10993-5. [32]

5.3.1 Priprava alginatovych hydrogélov

Na vyrobu hydrogélov boli vyuzité dva rdzne druhy pevnych alginatov, a to Sodium alginate
W201502 od vyrobcu SIGMA — ALDRICH a Alginic acid sodium salt from brown algae
71238 od vyrobcu SIGMA. Dané alginaty sa liSia najymd molarnou hmotnost'ou, pricom
alginat 71238 ma priblizne desatnasobne vyssiu molarnu hmotnost” ako alginat W201502.

Podla udajov od vyrobcu sa molarna hmotnost’ alginatu W201502 pohybuje v rozmedzi 12
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000-40 000 Da, zatial’ o pri alginate 71238 sa pohybuje v rozmedzi 100 000 az 200 000 Da.
Z oboch alginatov boli pripravené vodné roztoky s koncentraciou 10 hmotnostnych %
(Obrazok 5). Po rozpusteni alginatov bolo vytvorenych Sest’ r6znych vzoriek, ktoré boli
d’alej testované. Vzorka SA; obsahovala uz pripraveny alginat W201502 s koncentraciou
10 hmotnostnych %, zatial' ¢o vzorka SA; obsahovala alginat 71238 s rovnakou
koncentraciou. Vzorky SA1Gzs a SA2Gas obsahovali 75 % alginatov SA1 a SA; pricom
zvy$nych 25 % tvoril roztok Zelatiny z hovddzej koZze Gelatin from bovine skin Type B
G9391 od vyrobcu SIGMA s koncentraciou 10 hmotnostnych % . Piata a Siesta vzorka
SA1Gso a SA2Gso boli tvorené z 50 % alginatmi SA1, pre vzorku SA1Gso, a SA2, pre vzorku
SA>Gso a z 50 % pripravenym roztokom Zelatiny. Zlozenie jednotlivych vzoriek je uvedené

v Tabulke 1.

Tabulka 1 - zloZenie jednotlivych vzoriek pripravenych hydrogélov

Vzorka ZloZenie

SA; 100 % alginatu (12-14 kDa)

SA; 100 % alginatu (100-200 kDa)
SA1Gas 75 % algindtu (12-14 kDa) + 25 % Zelatiny
SA,Gys 75 % alginatu (100-200 kDa) + 25 % Zelatiny
SA1Gso 50 % algindtu (12-14 kDa) + 50 % Zelatiny
SA,Gso 50 % algindtu (100-200 kDa) + 50 % Zelatiny

Vsetky vzorky boli v kvapalnom stave riadne zhomogenizované a prevedené do foriem,
na ktoré boli z dvoch stran pripevnené dialyza¢né membrany (cut-off 14 000 g/mol). VSetky
vzorky boli umiestnené do 0,IM roztoku dihydratu chloridu vapenatého (CaCl,-2H>0)
po dobu 24 hodin, ktory zabezpecil ich zosietovanie. Vytvorené hydrogély mali po vybrati
z foriem na dotyk r6znu tuhost’ a boli narezané na vel'kosti vyhovujice jednotlivym testom.
Pred vykonanim danych testov boli vzorky hydrogélov sterilizované v 70% roztoku etanolu
po dobu jednej hodiny. Po sterilizacii boli vzorky premyté a nasledne po cely ¢as uchovavané

v ultracistej vode, €o je zndzornené na Obrazku 6.
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Obrazok 5 - roztoky algindtou s koncentraciou Obrazok 6 - pripravené vzorky alginatovych
10 hm. % hydrogélov v ultracistej vode

5.3.2 Pasazovanie a kultivacia buniek

Na pasazovanie boli vyuzité mySie embryonalne fibroblasty z bunkovej linie NIH/3T3, ktoré
boli predom kultivované do dosiahnutia priblizne 80 % konfluencie, co bolo overené
pomocou mikroskopu. Vyuzitd bunkova kultira v kultivacnej nadobe je zndzornena
na Obrazku 7. Vo flow-boxe bolo z kultivacnej nadoby najprv odsaté médium, pricom bolo
dolezité dbat’ na opatrné zaobchadzanie, ktorym mozno predist’ poskodeniu kultivovanych
buniek. K bunkdm v kultivacnej nddobe bol nasledne pipetovany fosfatovy pufor (PBS)
v objeme 4 ml, ktory je vyuzivany na premyvanie buniek, za uc¢elom odstranenia zbytkov
média. Nasledne bolo PBS odsaté a k bunkam boli pridané 3 ml trypsinu, zabezpecujiceho
enzymatické oddelenie jednotlivych buniek od seba navzijom a zaroven aj od povrchu
kultivacnej nadoby, na ktory bunky adheruju. Kultivacnd nadoba obsahujiica bunky
s trypsinom bola inkubovand po dobu 3 minut. K suspenzii buniek a trypsinu bolo
pipetovanych 5 ml média na zriedenie. Suspenzia bola premiestnend do centrifugacnej
skimavky a nasledne odstredovand v centrifuge temperovanej na 37 °C pri otackach
1100 otaCok/min po dobu 3 mintt. Po odstredeni skimavka obsahovala bunky v podobe

sedimentu a supernatant zlozeny z trypsinu a média, ktory bol odsaty, pricom
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k sedimentu tvorenému bunkami bol pipetovany 1 ml média. Médium s bunkami sa
nasledne homogenizovalo pomocou mikropipety. Vysledna suspenzia mala koncentraciu
2:107 buniek v 1 ml média. Cast’ pripravenej suspenzie bola pre ziskanie koncentracie
2-10° buniek v 1 ml média a 2-10° buniek v 1 ml média desatnasobne a stondsobne zriedena.
Pripravena suspenzia s koncentraciou 2-10° buniek v 1 ml média bola davkované v objeme
100 pl do platov s 96 jamkami a v objeme 1 ml do platov s 24 jamkami (Obrazok 8), ktoré
boli umiestnené do inkubatora a nasledne, pri dosiahnuti konfluencie priblizne 80 %,
vyuzivané na jednotlivé testy. Cast’ pripravenej suspenzie bola tiez pouzita na injektovanie

do vzoriek hydrogélov, ¢i test proliferacie buniek na povrchu hydrogélu.

Obrazok 7 - kultivacna nadoba obsahujica Obrazok 8 — davkovanie kultivacného média
bunky linie NIH/3T3 do platu s bunkami

5.3.3 Priprava extraktov

Extrakty na testovanie cytotoxicity boli pripravené podla normy CSN EN ISO
10993-12. [33] Na pripravu extraktov boli do sterilnych skimaviek pomocou pinzety

umiestnené jednotlivé vzorky alginatovych hydrogélov, pricom ich hmotnost’ sa pohybovala
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vzdy okolo 0,2 g. Pipetovany objem média potrebného na pripravu extraktu bol vypocitany
na zaklade presnej hmotnosti vzorky tak, aby bola vysledna koncentracia kazdého extraktu
0,1 g vzorky/l ml média. Skiimavky boli nasledne trepané a inkubované pri teplote 37 °C

po dobu 24 hodin.

5.3.4 Test cytotoxicity z extraktu

Na vykonanie testu cytotoxicity z extraktu boli vyuzité tri predom pripravené 96-jamkové
platy, v ktorych bunky dosiahli priblizne 80 % konfluencie a extrakty jednotlivych vzoriek
alginatovych hydrogélov (Obrazok 9). Konfluencia buniek bola overena pomocou optického
mikroskopu. Médium bolo z jednotlivych platov opatrne odsaté a nahradené novym médiom
a extraktom s celkovym objemom 100 pl. Kazdy plat bol rozdeleny tak, aby koncentracia
extraktu v jednotlivych jamkéch po riadkoch nadobudala 100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 10 %
a 5 %. Extrakt z kazdej vzorky hydrogélu bol do jamiek multikanalovou pipetou pipetovany
v Styroch opakovaniach pre jednu koncentraciu. Kazdy plat obsahoval okrem extraktov
dvoch réznych vzoriek suvedenymi koncentrdciami alginitov aj 12 jamiek sltZiacich
pre referenciu, do ktorych bolo pipetovanych 100 pl kultivacného média. Platy boli nasledne
umiestnené do inkubatora na 24 hodin pri 37 °C, priCcom po uplynuti inkuba¢nej doby bola

cytotoxicita extraktov vyhodnotend pomocou metody MTT (Obrazok 10)
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Obrazok 9 - 96-jamkovy plat obsahujuci Obrazok 10 - plat obsahujuci MTT premenené
suspenziu buniek a rozne koncentrdcie extraktov na formazan
vzoriek

5.3.5 MTT test

MTT je kolorimetricky test zaloZeny na premene MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) Zltej farby, na fialové nerozpustné krystaliky formazanu. Ttto
premenu su schopné uskutoCnit’ iba zivotaschopné bunky, preto je test jednym
z najrozsirenejSich spdsobov zistovania bune€nej viability. Vdaka priamej Gmernosti
mnozstva MTT premeneného na formazan k poctu zivotaschopnych buniek, je mozné test
vyhodnotit pomocou merania absorbancie. Na prevedenie testu boli vyuzité platy s 96
jamkami, ktoré obsahovali suspenziu buniek a rozne koncentracie extraktov vyrobenych
hydrogélov. Po uplynuti inkubacnej doby boli platy odsaté a do kazdej jamky bolo
pipetovanych 100 pl roztoku MTT v médiu s koncentraciou 0,5 mg/ml. Platy boli
umiestnené do inkubatoru na 4 hodiny pri 37 °C. Po uplynuti inkubac¢nej doby bolo odsaté
médium a vzniknuté krystaliky formazanu boli rozpustené pridanim 80 ul DMSO. Nasledne
bola spektrofotometrom merana absorbancia pri vinovej dizke 570 nm, o odpoveda vinove;

dizke, pri ktorej MTT absorbuje. Referen¢na vinova dizka predstavovala 690 nm .
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5.3.6 Test cytotoxicity v priamom kontakte

Test cytotoxicity v priamom kontakte bol vykonany s pouzitim tenkych koliesok
jednotlivych vzoriek a 24-jamkovych platov s bunkami, ktorych stav bol vopred overeny
mikroskopom. Z platu bolo najprv opatrne odsaté médium a do jamiek boli na adherovanu
vrstvu buniek polozené tenké kolieska jednotlivych vzoriek vzdy v dvoch opakovaniach.
Pri pokladani koliesok vzoriek bolo potrebné dbat’ na to, aby nedoslo k strhnutiu vrstvy
buniek. Do vSetkych jamiek platu, vratane referenénych, ktoré neobsahovali ziadne vzorky
bol nasledne pipetovany 1 ml kultiva¢ného média. platy obsahujice vzorky boli inkubované
pri 37 °C po dobu 24 hodin (Obrazok 11). Nasledne boli bunky fixované a farbené

pre vyhodnotenie optickymi metdédami.

Obrazok 11 - plat obsahujici suspenziu buniek a hydrogél vyuzity na test cytotoxicity v priamom
kontakte

5.3.7 Test proliferacie na povrchu

Pre test proliferacie na povrchu boli vyuzité ¢isté 24-jamkové platy, do ktorych boli pinzetou
vlozené vzorky pripravenych alginatovych hydrogélov, rovnako v dvoch opakovaniach.

Na povrch koliesok jednotlivych vzoriek hydrogélov boli pomocou mikropipety davkované
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kultivované bunky v koncentracii 2-10° buniek v 1 ml média v objeme 100 pl s cielom
vytvorit na povrchu prisadnutd kvapku. S platom sa pri prenose a umiestiovani
do inkubatoru manipulovalo obzvlast' opatrne, aby bolo predidené skiznutiu kvapiek
z povrchu vzoriek. Platy s bunkami na povrchu boli inkubované najprv po dobu 1 hodiny
pri 37 °C, ¢o zabezpecilo adhéziu buniek na povrch hydrogélu. Po uplynuti inkubacnej doby
bolo do kazdej jamky pridané médium v konecnom objeme 1 ml, ktoré bunkam dodavalo
ziviny potrebné pre proliferdciu. Platy boli opét’ inkubované po dobu 5 dni pri teplote 37 °C,
pricom kultivacné médium bolo pravidelne menené. Proliferacia bola nasledne
vyhodnocovana pomocou fluorescenéného mikroskopu. Vyhodnoteniu predchadzalo

fixovanie a farbenie jadier a cytoskeletov buniek.

5.3.8 Test vrastania buniek do objemu hydrogélov

Test proliferacie skrz Struktaru hydrogélov spocival v injektovani suspenzie kultivovanych
buniek s koncentraciou 2-10° buniek v 1 ml média do vytvorenych hydrogélov. Vyrobené
vzorky hydrogélov boli pomocou pinzety umiestnené do dvoch platov so Siestimi jamkami,
pricom pre kazda vzorku boli vykonané dve opakovania (Obrazok 12). Injektovanie bolo
prevedené pomocou injekénej striekacky s ihlou a do kazdého kolieska hydrogélu bolo
zavedenych 500 pl suspenzie. Nakazdej vzorke bolo vykonanych 6 rovnomerne
rozmiestnenych vpichov. Po zavedeni suspenzie do hydrogélu boli vzorky inkubované
po dobu 1 hodiny pri 37 °C a nésledne k nim bolo pridané kultiva¢né médium, pricom bolo
dolezité zabezpecit' ponorenie celého objemu alginatového hydrogélu. Vzorky boli opat’
umiestnené do inkubatoru s teplotou 37 °C, v ktorom pri pravidelnej vymene média zotrvali

priblizne 5 dni. Test bol vyhodnoteny pomocou optickych metdd.
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Obrazok 12 - plat obsahujuci vzorky Obrazok 13 - platy obsahujuce vzorky
hydrogélov, na ktorych bol vykonany test hydrogélov pre test vrastania buniek do objemu
vrastania buniek do objemu hydrogélu hydrogélu (v case vyhodnotenia)

(bezprostredne po davkovani suspenzie)

5.3.9 Fixacia a farbenie buniek

Fixacia a farbenie st doleZité pre vylepSenie moznosti pozorovania morfologie buniek po
vykonani testov. Farbenie umozituje pomocou fluorescenéného mikroskopu rozlisit
jednotlivé Casti ako cytoskelet alebo jadra buniek, ktoré by boli bez pouzitia farbiv tazko
pozorovatel'né. Fixacii a farbeniu boli podrobené vsetky vzorky s bunkami, ktoré boli
vyhodnocované optickymi metédami. Na zafixovanie vzoriek bolo z platov so 6 a24
jamkami opatrne odsaté médium a nasledne bol do jamiek pridany 4% formaldehyd,
pripraveny zriedenim vypocitaného mnozstva 37% formaldehydu s ultracistou vodou.
Po 15 minttach bol formaldehyd odsaty, jamky boli preplachnuté pufrom PBS a nasledne
bol pipetovany 0,5% Triton X-100, ktory ucinkoval 5 mintt. Triton X-100 bol odsaty
a jamky boli trikrat preplachnuté PBS. Po tretom preplachnuti bolo do platov pridané d’alSie
PBS spolu s dvoma kvapkami farbiva ActinRed™ 555, ktoré zabezpecuje zafarbenie
stresovych vlakien cytoskeletu a 5 pg/ml farbiva Hoechst 33258, ktoré¢ zvyrazni jadra

buniek. Platy s pridanymi farbivami boli ulozené na tmavom mieste po dobu 15 minut.
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Po uplynuti potrebného ¢asu bol obsah jamiek opdt’ odsaty, jamky boli najprv preplachnuté
pufrom a na zaver bol pufor pipetovany do jamiek. V tomto Stadiu boli platy obsahujice

bunky pripravené na samotné vyhodnotenie mikroskopom (Obrazok 15). Zasobné roztoky

formaldehydu a Triton X-100 su uvedené na Obrazku 14.

Obrazok 14 - pripravené roztoky 4% Obrazok 15 - vytvaranie snimok nafarbenych
formaldehydu a 0,5% Tritonu X-100 pouzitych buniek konfokalnym mikroskopom s fazovym
na fixaciu buniek kontrastom

5.3.10 Reologické testy

Reologické testy na vyrobenom alginatovom hydrogéle su dolezité pre zaistenie moznosti
dobrej manipulécie pri implantacii hydrogélu, ale aj pre zaistenie dostatocnej pevnosti
a pruznosti materialu pri neustalom namahani v 'udskom tele. Na meranie viskoelastickych
vlastnosti boli vyuzité vzorky hydrogélov v tvare tenkych koliesok. Pri kazdej vzorke
hydrogélu boli vykonané dynamické cyklické skusky, pri ktorych je sledovany vplyv
mechanického namahania na vlastnosti latky. Meranie amplitudy deforméacie, teda rozsah,

v ktorom materidl dokaze odolavat’ deformdacii bez jeho poskodenia bolo vykonané
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v podmienkach vynutenych mechanickych kmitov. Viskoelastické latky sa skladaju
z idedlne elastickej zlozky, nazyvanej dynamicky modul, ktora predstavuje odpor materialu
proti deformacii. Druhou, imaginarnou ¢astou, je stratovy modul, ktory odpoveda miere
mechanickych strat a predstavuje energiu, ktora bola v materidli premenena na teplo.
Velkost mechanickych strat je vyjadrend pomerom stratovej a elastickej zlozky a odpoveda
hodnote tangens delta (tg (6)). [34] Predmetom reologickych testov bolo preto aj meranie
podielu viskdznej a elastickej zlozky vzoriek, ktory vypoveda o stabilite materidlu. VSetky
merania boli uskutonené s pouzitim reometra (Obrdzok 16) s geometriou doska-doska
(215 mm) (Obréazok 17), ktora disponuje zdrsnenym povrchom zabranujicim sklzu vzorky

pri merani. Merania boli vykonané pri teplote 37 °C.

Obrazok 16 - reometer Anton Paar Obrazok 17 - geometria pouzita na reologické

testy
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

6.1 Biologické vlastnosti

Testy vykonané pomocou bunec¢nych linii st jednym z prvych krokov pri zabezpecovani
funkCnosti biomaterialov. St doélezité pre zistenie cytotoxicity daného biomaterialu
av pripade negativneho vysledku, aj schopnosti buniek adherovat’ a proliferovat
na hydrogéle. Na ucely testovania pripravené¢ho alginatového tkanivového nosica boli
vyuzité Styri rdzne testy, ato test cytotoxicity z extraktu, test cytotoxicity v priamom
kontakte, test proliferdcie na povrchu hydrogélu a test vrastania buniek po injektovani
do hydrogélu. V nasledujucich podkapitolach budii diskutované vysledky vysSie

spominanych testov.

6.1.1 Test cytotoxicity z extraktu

Na uskutoc¢nenie daného testu boli vyuzité extrakty 6 vzoriek vyrobenych alginatovych
hydrogélov s rdoznymi koncentraciami, ktoré boli skimané v pritomnosti mySich
fibroblastov a nésledne vyhodnotené pomocou metédy MTT. Zo ziskanych tdajov boli
zostrojené grafy zavislosti relativnej bunecnej viability na koncentracii extraktu, ktoré st

uvedené v Obrazku 18.
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Obrazok 18 — grafy zavislosti relativnej bunecnej viability na koncentracii extraktu pre jednotlivé
vzorky pripravenych hydrogélov, referencia predstavuje viabilitu 100 %

Materidl sa povaZuje za netoxicky pre bunky v pripade, Ze viabilita (Zivotaschopnost’)
buniek je minimalne 70 %. Vdaka priamej imernosti medzi absorbanciou a bunkovou
viabilitou, moZe byt zivotaschopnost buniek uréend pomerom priemernej absorbancie
v jamkach, v ktorych bunky neboli vystavené extraktom (referencia, zodpovedajica 100%
viabilite) a priemernej absorbancie v jamkach sroéznymi koncentraciami jednotlivych
extraktov. V pripade vSetkych testovanych extraktov bolo zistené, Ze -cytotoxicitu
nevykazujui ani pri ich 100% koncentracii. Z grafov vyplyva, ze v niektorych pripadoch
bunky, na ktoré pdsobili extrakty, vykazovali vysSiu viabilitu ako referencné jamky
obsahujtce bunky s kultivaénym médiom. Toto zvySenie viability v§ak mozno vo vSetkych
pripadoch povazovat’ za zanedbatel'né. Hodnoty viability sa vyrazne nemenia ani zvySenim
koncentracie zelatiny v alginatovom hydrogéle, z ¢oho vyplyva, Ze toxicka nie je ziadna
z latok obsiahnutych vo vzorkach. Tieto vysledky potvrdzuji skuto¢nosti zistené inymi
vykonanymi §tadiami, Ze alginat je vhodny na pouzivanie v biomedicinskych aplikaciach
z dévodu jeho necytotoxickej povahy. O vhodnosti alginatu ako biomaterialu pre aplikacie
regenerativnej mediciny pojednava napriklad reSerSnd praca od autorov Sun a Tan,

kde potvrdili necytotockt povahu alginatovych hydrogélov. [35]
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6.1.2 Test cytotoxicity v priamom kontakte

Test cytotoxicity v priamom kontakte bol vykonany opatrnym umiestnenim koliesok vzoriek
hydrogélov na bunky adherované v jamkach platov. Po uplynuti inkuba¢nej doby boli bunky
zafixované, nafarbené a sledované metodou fluorescencnej mikroskopie. Pre kazdy typ
alginatu bola vytvorena snimka zvyraznenych jadier a cytoskeletov buniek, ktoré boli

nasledne pomocou softvéru zlucené. Jednotlivé snimky su uvedené nizsSie.

--
--
--

Obrazok 19 — snimky mysich embryondlnych fibroblastov v priamom kontakte s jednotlivymi
vzorkami pripravenych hydrogélov, cervenou je oznaceny bunkovy cytoskelet a modrou jadra
buniek

Na Obrazku 19 mozno pozorovat’, Ze mnozstvo buniek v jamkéach so vzorkami SA; a SA2Gos

je vysSie ako mnozstvo buniek na ostatnych vzorkach. V pripade vzorky SA, mozno
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konsStatovat’ najviac homogénnu distribuciu buniek, aj ked’ nezaberaju celu plochu
sledovaného povrchu. Aj napriek nadpriemernému rastu buniek na vzorke SA»Gso su tu
sledované miesta, ktoré¢ bunky neobsahuju. Vakantné miesta boli pravdepodobne sposobené
Ciastonym strhnutim vrstvy adherovanych buniek pri pokladani vzorky hydrogélu
do jamky, nie st teda vysledkom cytotoxicity daného biomaterialu. Vo vSeobecnosti
mdzeme konstatovat’, Ze test neprekdzal cytotoxicitu v pripade ziadnej vzorky vyrobeného
materidlu. Distriblicia a miera konfluencie buniek je zéavisla najmd na manipulécii
so vzorkou a homogenite suspenzie pri kultivovani buniek. Zaroveil je mozné konstatovat,
ze neboli pozorované ziadne morfologické deformity a bunky si zachovavali svoj typicky
pretiahnuty fyziologicky charakter. Preto je mozné zhrnuit, Ze testovanie cytotoxicity

v priamom kontakte potvrdilo vysledky z testovania cytotoxicity pomocou extraktov.

6.1.3 Test proliferacie na povrchu a test vrastania buniek do objemu hydrogélu

Po vykonani testov cytotoxicity a zisteni, Ze biomateridly pre bunky toxické nie su, boli
vykonané testy proliferacie dvoma spdsobmi. Jednym zo spdsobov bol test proliferacie
na povrchu, pri ktorom bola na testovanom hydrogéle vytvorend prisadnutd kvapka
bunkovej suspenzie. Pri teste proliferacie po injektovani bolo pozorované, ¢i budii bunky
prirodzene migrovat do porov hydrogélu. Oba testy boli vyhodnotené mikroskopickymi

metodami, ktorym znovu predchddzalo fixovanie a farbenie buniek. Snimky vytvorené

s pouzitim fazového kontrastu pre test proliferacie na povrchu st uvedené na Obrazku 20.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

-.
-.

Obrazok 20 - snimky mysich embryondlnych fibroblastov na povrchu jednotlivych
vzoriek vyrobenych hydrogélov, cervenou je oznaceny bunkovy cytoskelet a modrou jadra buniek

Na snimkach vytvorenych fluorescenénym mikroskopom boli sledované jednotlivé vzorky
hydrogélov, ktorych povrchy boli pokryté suspenziou buniek v médiu. Vo vSetkych
pripadoch, okrem vzorky SA>G»s doslo ku skiznutiu prisadnutej kvapky skor ako stihlo dojst’
k adhézii buniek na hydrogél, co sposobilo, Ze na povrchu sa nachadzalo minimélne
mnozstvo buniek. V pripade vzorky SA>Gzs mozno vidiet homogénne pokrytie povrchu
bunkami, ale aj ich migraciu do objemu 3D Struktary. Vzorky obsahujuce alginat s nizSou
molekulovou hmotnostou (SAi, SA1G2s, SA1Gso) boli nestabilné, pricom vzorka SA1Gso
vykazovala najhor$iu konzistenciu a dochddzalo kjej rozpadu, Co znacne st'azovalo
manipuléciu. Spolo¢nym znakom spravania buniek v pritomnosti jednotlivych hydrogélov
je ich migracia do objemu 3D Struktiry a poérov, ¢oho vysledkom bola neschopnost’

zaostrenia celej plochy vzorky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Obrazok 21 — vzorky hydrogélov vyuzitych na test vrastania buniek do objemu hydrogélov v case
vyhodnocovania

Rovnaky problém nastal pri vyhodnocovani testu proliferacie po injektovani suspenzie
buniek do hydrogélu, v pripade ktorého z dovodu nestability 3D $truktiry a migracie buniek
do poérov nebolo mozné danou metddou vytvorit’ snimky zobrazujuce vysledky. Test
proliferacie po injektovani by preto mohol byt predmetom diplomovej prace, avSak
metodika jeho spracovania a analytickd metéda pouZitd na vyhodnotenie by musela byt
pozmenend. Jedna z moznosti lepSieho vyhodnotenia a zaostrenia by bolo pre vyhodnotenie
pouzivat’ konfokalny mikroskop, ktory disponuje ovela lepsim rozliSenim ako fluorescencny

mikroskop pouZity v ramci tejto bakalarskej prace.

Vo vSeobecnosti je v literatire rozSireny fakt, ze na neupravenom cistom alginatovom
hydrogéle bunky nie su schopné proliferovat’. Pridavok Zelatiny do matrice by mohol prave
adhézii a naslednej proliferacuii dopomoct’. [36] Napriek tomu, Ze najlepsi vysledok bol
sledovany pri vzorke SA>Gzs, nemozno tito domnienku potvrdit’ ani vyvratit. Ako je
spomenuté¢ vyssie, vysledky boli ovplyvnené povahou hydrogélov a na overenie proliferacie
by bolo vhodné vylepsit’ metodiku testovania. Celkovo je vS§ak mozné konstatovat’, ze bunky
boli schopné adherovat’ a viac, ¢i menej sa rozrastat’ v Struktire hydrogélov a to dokonca

i v pripade samotnych alginatovych hydrogélov.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

6.2 Materialové vlastnosti

Okrem biokompatibility tkanivovych nosicov, su pre ispech pri podpore regeneracie tkaniva
rozhodujuce aj materidlové vlastnosti. Pri priprave nosic¢a je nutné dbat’ na jeho porozitu,
prepojenost’ pérov ijeho mechanické vlastnosti. [37] Ako bolo spominané v teoretickej
Casti, vhodné materidlové vlastnosti zavisia od konkrétneho tkaniva, pre ktoré je nosic
zamysSlany. Vramci bakalarskej prace boli otestované mechanické, konkrétne

viskoelastické vlastnosti pripravenych hydrogélov.

6.2.1 Reologické testy

Na vykonanie reologickych testov bol vyuzity reometer s geometriou doska-doska so
zdrsnenym povrchom abol vyuzity oscilaény modd. V prvej Casti testu bola zmerana
amplitida deformdacie, pri ktorej dochadzalo k zvySovaniu napétia pdsobiaceho
na biomaterial a pozoroval sa moment, v ktorom hydrogél nebol nad’alej schopny odolavat’
namahaniu a doslo k jeho rozpadu (amplitude sweep). Test bol vykonany pri fyziologickej
teplote 37 °C, ktorej dosiahnutie bolo zabezpecené pritomnostou Peltierovho ¢lanku
v pristroji. Vysledky testu amplitude sweep su uvedené v grafe zavislosti dynamického

a stratového modulu na napiti v Obrazku 22.
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Obrazok 22 - graf zobrazujuci test deformacie v zavislosti na napdti; velicina G' predstavuje
dynamicky modul, velicina G" stratovy modul



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

Z grafu vyplyva, Ze pri hodnote priblizne 3,91 % pdsobiaceho napdtia dosSlo k rozpadu

Struktary, pretoze hydrogél nebol nad’alej schopny deformécii odolavat.

V d’alSom kroku bolo meranim zistené, aké je zastupenie elastickej a viskoéznej zlozky
v jednotlivych hydrogéloch. Elasticka (realna) zlozka charakterizuje pevnostné vlastnosti
materidlu, zatial ¢o viskozna (imaginarna) zlozka odpoveda schopnosti materidlu tlmit
mechanické vibracie V grafoch zavislosti stratového a dynamického modulu na konstantnej
uhlovej frekvencii boli porovnané hydrogély rovnakej skupiny s réznou koncentraciou

zelatiny (Obrazok 23).
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Obrazok 23 - graf zavislosti stratového a dynamického modulu na konstantnej uhlovej deformdcii
pre skupinu hydrogélov SA4;

Z grafu vyplyva, Ze najvyssi podiel elastickej zloZky sa prejavuje pri vzorke SA1, zatial’ co
najnizsi podiel obsahuje vzorka SA1Gso. Na rozdiel od algindtovych hydrogélov skupiny
SA> uvedenych nizSie, priskupine SA; podiel elastickej zlozky so zvySujucou sa

koncentraciou Zelatiny v hydrogéle klesa ako sme predpokladali.
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Obrazok 24 - graf zavislosti stratového a dynamického modulu na konstantnej uhlovej deformacii
pre skupinu hydrogélov SA,

Na Obrazku 24 mozno pozorovat, Ze alginat SA>Gso vykazuje najnizsi podiel elastického
modulu, ¢o mdZe byt spdsobené nedostatocnym sietovanim alginatu so Zelatinou z dovodu
jej prili§ vysokej koncentracie roztoku. K danej skuto¢nosti doslo iba v skupine vzoriek SA»,
nie v pripade vzoriek skupiny SAi, ¢oho dévodom je priblizne desatnasobne vyS$Sia

molekulova hmotnost’ v pripade alginatu SA..

Na zaver bola zistend hodnota stratového faktoru(tg (§)) (Obrazok 25), ktora zodpoveda

pomeru stratovej a elastickej zlozky hydrogélu a vypoveda o celkovej stabilite.
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Obrazok 25 — graf zavislosti stratového faktoru na frekvencie pre vsetky pripravené vzorky
hydrogélov

Ak st hodnoty stratového faktoru blizke nule, prevazuju elastické vlastnosti hydrogélu,
kdezto ak hodnoty stupaji, vécSie zastipenie maji tlmiace schopnosti, teda
vo viskoelastickych latkach prevlada viskozna zlozka. Vdaka tomu moézZeme usudit,
ze alginat SA1Gso ma najhorSie pevnostné vlastnosti, ¢o bolo potvrdené aj pri testoch
s bunkami, kde dant vzorku nebolo mozné opticky vyhodnotit' z dovodu jej rozpadu.
Najvyssim stratovym faktorom sa vyznacuje vzorka SA», ktord vo vSeobecnosti vykazovala

najvacsiu pevnost’.

Podla odbornej literatury sa hodnoty elastického modulu mékkych tkaniv a orgénov
pohybuju v Sirokom rozmedzi, a to od 100 Pa az do 1 000 kPa. [38] Pri d’alSej aplikacii
materialov je preto nutné dbat’ na konkrétne tkanivo, pre ktoré by hydrogély boli vyuzité.
Vseobecne je ale moZzné konsStatovat’, ze vSetky vzorky, okrem SA1Gso vykazovali vhodné

mechanické vlastnosti pre d’alSie aplikacie ako tkaninové nosice.
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ZAVER

NajvyuzivanejSim sposobom nahrady tkaniva a organu, ¢i ich funkcie je v stcasnosti
transplantacia, ktora je znacne obmedzend nedostatoénym poctom darcov, ale aj
kompatibilitou darcu a recipienta. Okrem samotného problému s kompatibilitou dochadza
Casto aj k odmietnutiu transplantovaného tkaniva, preto sa v poslednych rokoch
do povedomia dostavaju biomateriadly, z ktorych mozno vytvorit' Struktary osidlené

vlastnymi bunkami recipienta, ¢im sa v znac¢nej miere predide spominanym problémom.

Ciel'om praktickej Casti bakalarskej prace bolo vytvorit’ alginatovy hydrogél — 3D Strukturu,
ktord by po osidleni bunkami a transplantdcii mohla nahradzat’ funkciu mékkych tkaniv.
Alginatové hydrogély su vyhodné vdaka svojim vlastnostiam, ako je biokompatibila
a biodegradabilita, a zdroven dobrej dostupnosti. Po vyrobeni Siestich vzoriek hydrogélov
s odlisSnym zlozenim na nich boli vykonané testy cytotoxicity, proliferacie, ale aj

reologickych vlastnosti.

Vzorky boli pripravené zo sodnych alginatov sdvoma réznymi molekulovymi
hmotnost'ami, pricom pripravené boli vzorky z Cistého alginatu, aj z alginatu s pridavkom

Zelatiny.

Testy cytotoxicity boli vykonané dvoma sposobmi, a to testovanim extraktov hydrogélov,
ktory bol vyhodnoteny metédou MTT, ale aj priamym kontaktom vzorky biomateridlov
s bunkami, ktory bol sledovany opticky. Bunkové viabilita pri pridani r6znych koncentrécii
extraktov sa pohybovala vrozmedzi 89-100 %, c¢o znaci, Ze ziaden z vytvorenych
hydrogélov nevykazuje cytotoxické ucinky. SkutoCnost’ bola potvrdend aj optickym

vyhodnotenim testu cytotoxicty v priamom kontakte.

V d’alSej casti prace boli vykonané testy proliferacie na povrchu a po injektovani buniek
do Struktiry hydrogélov. Vysledky, ziskané tymito testami potvrdili schopnost buniek
proliferovat’ na povrchu biomaterialu, aj migrovat’ do porov v objeme 3D Struktary, no
analytickl metodu pouzit na ich vyhodnotenie aj metodiku samotného testu by pre ziskanie
lepSich vysledkov bolo potrebné prehodnotit’ a pozmenit, ¢o mdze byt potencidlnym

predmetom vyskumu diplomovej prace.
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Na zéver boli vykonané reologické testy, vd’aka ktorym boli posudené elastické a viskozne
vlastnosti vzoriek. Z testu deformacie vyplynulo, Ze maximalne napétie, pri ktorom
dochadza knevratnej deformacii vzoriek je vrozmedzi 1,49-1,89%. V teste
porovnavajucom dynamicky a stratovy modul jednotlivych vzoriek bolo zistené,
ze zastupenie elastickej zlozky zabezpecujucej pevnost’ materidlu v pripade vzoriek SA;
so zvySujucou sa koncentraciou Zelatiny klesd. Vdaka stratovému, ktory vypoveda o pomere
elastickych a viskdznych zloziek bolo urcené, ze najhorsSie pevnostné vlastnosti vykazuje

vzorka SA1Gsp.

Zaverom mozno konstatovat, ze pripravené hydrogély vykazovali vhodné biologické
vlastnosti pre vyuzitie v tkanivovom inzinierstve. TaktiezZ, az na vzorku SA1Gso,
ich reologické vlastnosti zodpovedaji vlastnostiam prirodzenych tkaniv. Takto pripravené
materialy moézu byt vhodnym adeptom na inkorporaciu réznych bioaktivnych zloziek

¢i lieciv a byt predmetom d’al§ieho vyskumu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

[1] F. Marga, A. Neagu, 1. Kosztin, a G. Forgacs, “Developmental biology and tissue
engineering”, Birth Defects Res. Part C Embryo Today Rev., roC. 81, €. 4, s. 320-328, 2007,
doi: 10.1002/bdrc.20109.

[2] J. D. Boer et al., Tissue Engineering. Elsevier, 2008.
[3] M. Ebara et al., Smart Biomaterials. Springer, 2014.

[4] Y. Ikada, “Challenges in tissue engineering”, J. R. Soc. Interface, ro€. 3, ¢. 10, s.
589-601, apr. 2006, doi: 10.1098/rsif.2006.0124.

[5] C. A. Vacanti, “The history of tissue engineering”, J. Cell. Mol. Med., ro¢. 10, ¢. 3,
s. 569-576, jul. 2006, doi: 10.1111/j.1582-4934.2006.tb00421.x.

[6] B. Bakhshandeh, F. Mohammadipanah, M. S. Mirtaleb, M. M. Gazani, S. S. Nateghi,
a P. Abbasi, “Bacterial biopolymers in tissue engineering and regenerative medicine; current

applications and future perspective”, Biocatal. Agric. Biotechnol., ro€. 54, s. 102928, nov.
2023, doi: 10.1016/j.bcab.2023.102928.

[7] A. K. Saxena, “Tissue engineering and regenerative medicine research perspectives
for pediatric surgery”, Pediatr. Surg. Int., ro¢. 26, ¢. 6, s. 557-573, jun. 2010, doi:
10.1007/s00383-010-2591-8.

[8] R. Lanza, R. Langer, J. P. Vacanti, a A. Atala, Principles of Tissue Engineering.
Academic Press, 2020.

[9] P. Tomlins, Characterisation and Design of Tissue Scaffolds. Elsevier, 2015.

[10] K. N. Bitar a E. Zakhem, “Design Strategies of Biodegradable Scaffolds for Tissue
Regeneration”, Biomed. Eng. Comput. Biol., ro¢. 6, s. 13-20, mdgj. 2014, doi:
10.4137/BECB.S10961.

[11] A. Eltom, G. Zhong, a A. Muhammad, “Scaffold Techniques and Designs in Tissue
Engineering Functions and Purposes: A Review”, Adv. Mater. Sci. Eng., ro€. 2019, s.
€3429527, mar. 2019, doi: 10.1155/2019/3429527.

[12] A. D. Augst, H. J. Kong, a D. J. Mooney, “Alginate Hydrogels as Biomaterials”,
Macromol. Biosci., ro€. 6, €. 8, s. 623—633, 2006, doi: 10.1002/mabi.200600069.

[13] L. Roseti et al., “Scaffolds for Bone Tissue Engineering: State of the art and new
perspectives”, Mater. Sci. Eng. C, ro¢. 78, s. 1246-1262, sep. 2017, doi:
10.1016/j.msec.2017.05.017.

[14] F.J. O’Brien, “Biomaterials & scaffolds for tissue engineering”, Mater. Today, roC.
14, €. 3, s. 8895, mar. 2011, doi: 10.1016/S1369-7021(11)70058-X.

[15] T. Garguldk, “Viscoelastic Behaviour of Materials”. [Online]. Available at:
http://hdl.handle.net/10563/12476



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

[16] C.S.Leung, S.S. F. Leung, J. Tirado-Rives, a W. L. Jorgensen, “Methyl Effects on
Protein—Ligand Binding”, J. Med. Chem., ro¢. 55, €. 9, s. 4489-4500, maj. 2012, doi:
10.1021/jm3003697.

[17] Y. Arimaa H. Iwata, “Preferential adsorption of cell adhesive proteins from complex
media on self-assembled monolayers and its effect on subsequent cell adhesion”, Acta
Biomater., ro€. 26, s. 72—81, okt. 2015, doi: 10.1016/j.actbio.2015.08.033.

[18] J. Park a R. S. Lakes, Biomaterials: An Introduction. Springer New York, 2007.
[Online]. Available at: https://books.google.sk/books?id=bb68wbOR EAC

[19] S.G. K. bar, C. Laurencin, a M. Deng, Natural and Synthetic Biomedical Polymers.
Newnes, 2014.

[20] S. Punj, J. Singh, a K. Singh, “Ceramic biomaterials: Properties, state of the art and
future prospectives”, Ceram. Int., ro¢. 47, ¢. 20, s. 28059-28074, okt. 2021, doi:
10.1016/j.ceramint.2021.06.238.

[21] S. Kalsi, J. Singh, S. S. Sehgal, a N. K. Sharma, “Biomaterials for tissue engineered
bone Scaffolds: A review”, Mater. Today Proc., ro€. 81, s. 888-893, jan. 2023, doi:
10.1016/j.matpr.2021.04.273.

[22] D.S. Kohane a R. Langer, “Polymeric Biomaterials in Tissue Engineering”, Pediatr.
Res., ro€. 63, €. 5, s. 487-491, m4j. 2008, doi: 10.1203/01.pdr.0000305937.26105.¢7.

[23] S. O. Ebhodaghe, “Natural Polymeric Scaffolds for Tissue Engineering
Applications”, J. Biomater. Sci. Polym. Ed., ro€. 32, ¢. 16, s. 2144-2194, nov. 2021, doi:
10.1080/09205063.2021.1958185.

[24] M. L. Neves, L. Moroni, a C. C. Barrias, “Modulating Alginate Hydrogels for
Improved Biological Performance as Cellular 3D Microenvironments”, Front. Bioeng.
Biotechnol., roc. 8, jun. 2020, doi: 10.3389/fbi0e.2020.00665.

[25] K.Y.LeeaD.lJ. Mooney, “Alginate: Properties and biomedical applications”, Prog.
Polym. Sci., ro¢. 37, €. 1, s. 106126, jan. 2012, doi: 10.1016/j.progpolymsci.2011.06.003.

[26] A.C. Hernandez-Gonzélez, L. Téllez-Jurado, a L. M. Rodriguez-Lorenzo, “Alginate
hydrogels for bone tissue engineering, from injectables to bioprinting: A review”,
Carbohydr. Polym., ro€. 229, s. 115514, feb. 2020, doi: 10.1016/j.carbpol.2019.115514.

[27] S. Saji, A. Hebden, P. Goswami, a C. Du, “A Brief Review on the Development of
Alginate Extraction Process and Its Sustainability”, Sustainability, ro¢. 14, €. 9, Art. €. 9,
jan. 2022, doi: 10.3390/sul4095181.

[28] Z. Li, Y. Fu, D. J. McClements, a T. Li, “Impact of alginate block type on the
structure and physicochemical properties of curcumin-loaded complex biopolymer
nanoparticles”, LWT, ro€. 162, s. 113435, jin. 2022, doi: 10.1016/j.1wt.2022.113435.

[29] J. Shu, D. J. McClements, S. Luo, J. Ye, a C. Liu, “Effect of internal and external
gelation on the physical properties, water distribution, and lycopene encapsulation properties



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

of alginate-based emulsion gels”, Food Hydrocoll., ro¢. 139, s. 108499, m4j. 2023, doi:
10.1016/j.foodhyd.2023.108499.

[30] L. W. Chan, H. Y. Lee, a P. W. S. Heng, “Mechanisms of external and internal
gelation and their impact on the functions of alginate as a coat and delivery system”,
Carbohydr. Polym., ro€. 63, €. 2,s. 176187, feb. 2006, doi: 10.1016/j.carbpol.2005.07.033.

[31] D. R. Sahoo a T. Biswal, “Alginate and its application to tissue engineering”, SN
Appl. Sci., ro€. 3, €. 1, s. 30, jan. 2021, doi: 10.1007/s42452-020-04096-w.

[32] 14:00-17:00, “ISO 10993-5:2009”, ISO. Cit: 13. m4j 2024. [Online]. Available at:
https://www.iso.org/standard/36406.html

[33] 14:00-17:00, “ISO 10993-12:2021”, ISO. Cit: 16. maj 2024. [Online]. Available at:
https://www.iso.org/standard/75769.html

[34] “POLYMERY-Po-RECENZILpdf”. Cit: 13. maj 2024. [Online]. Available at:
http://kmi2.uniza.sk/wp-content/uploads/2009/10/POLYMERY -Po-RECENZIILpdf

[35] J. Sun a H. Tan, “Alginate-Based Biomaterials for Regenerative Medicine
Applications”, Materials, ro¢. 6, ¢. 4, s. 1285-1309, mar. 2013, doi: 10.3390/ma6041285.

[36] M. B.Labowska, K. Cierluk, A. M. Jankowska, J. Kulbacka, J. Detyna, a I. Michalak,
“A Review on the Adaption of Alginate-Gelatin Hydrogels for 3D Cultures and
Bioprinting”, Materials, ro€. 14, C. 4, s. 858, feb. 2021, doi: 10.3390/ma14040858.

[37] M. Krishani, W. Y. Shin, H. Suhaimi, a N. S. Sambudi, “Development of Scaffolds
from Bio-Based Natural Materials for Tissue Regeneration Applications: A Review”, Gels,
ro€. 9, ¢. 2, 5. 100, jan. 2023, doi: 10.3390/gels9020100.

[38] J. Liu, H. Zheng, P. S. P. Poh, H.-G. Machens, a A. F. Schilling, “Hydrogels for
Engineering of Perfusable Vascular Networks”, Int. J. Mol. Sci., ro¢. 16, €. 7, s. 15997—
16016, jul. 2015, doi: 10.3390/ijms160715997.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

51

ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

ECM

3D

PGA

PLA

DMSO

DMEM

PBS

MTT

extracelularny matrix

trojrozmerny

kyselina polyglykolova

kyselina polymliecna
dimetylsulfoxid

Dulbecco's Modified Eagle Medium
fostatovy pufor

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
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