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Abstrakt

V dnesni dobé je poranéni patere prakticky nelécitelné. Tato prace se zabyva
vyrobou nahrady, ktera by umoznila regeneraci michy a pomohla obnovit jeji
funkci. Implantat by mél mit podobu hydrogelového valce, ve kterém jsou podélné
umisténa elektricky vodiva vlakna. Cilem této prace je vyrobit orientovana vlakna
opatfena vodivou povrchovou vrstvou a otestovat jejich cytokompatibilitu.

Nejprve bylo provedeno in vitro testovani PCL nanovldken opatienych
vrstvami polypyrrolu rizné tloustky, jehoz cilem bylo stanovit vhodnou vrstvu
polypyrrolu. Poté byla vyrobena orientovand PCL mikrovlakna metodou drawing.
Vlakna byla potaZena vrstvou polypyrrolu, zvolenou dle vysledkli piedchoziho
testovani, a podrobena testovani in vitro. Soucasti in vitro testii byl test viability
bunék, rastrovaci elektronova mikroskopie a fluorescen¢ni mikroskopie.

Vysledky ukazaly, Ze vrstva polypyrrolu napomaha adhezi a proliferaci
bunék, prilis velka vrstva vSak inhibuje bunécny rist. Testovani orientovanych
vlaken potvrdilo hypotézu, Ze buriky pii ristu kopiruji orientaci vlaken. Tato prace
je prvnim krokem k vyrobé nosice pro regeneraci michy. Vysledky potvrdily, Ze

materialy vyrobené a testované v ramci této prace lze pouZit pro vyvoj implantatu.

Klicova slova

misni 1éze, drawing, polypyrrol, tkaniové inZenyrstvi, scaffold



Abstract

Nowadays a spinal cord injury cannot be cured. This work is focused on the
development of the scaffold which enables regeneration of the spinal cord and
helps to renew its function. Scaffold should have the form of a hydrogel cylinder
with single conductive fibres inside. The aim of this work is to produce oriented
fibres covered with a conductive layer and test its cytocompatibility.

At first in vitro testing of electrospun PCL nanofibres with layers of
polypyrrole with different thickness was done. Then were produced oriented PCL
microfibers using the drawing method. Fibres were coated with a polypyrrole
layer, which was elected on the basis of previous tests with electrospun material,
and tested in vitro. The part of in vitro testing was cell viability test, scanning
electron microscopy and fluorescence microscopy.

The results showed that the polypyrrole coating supports the adhesion and
cell proliferation, but thick layer inhibits the cell proliferation. Testing of oriented
fibres confirms that cells copy the fibre orientation. This work is the first step in
development of scaffold for spinal cord regeneration. Results confirmed that

materials produced and tested in this work are useful for the implant.
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spinal cord injury, drawing, polypyrrole, tissue engineering, scaffold
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.  Uvod

MiSni 1éze je zranéni nejcastéji zplisobené poranénim patetre. Lidem s miSni
1ézi se po zranéni Zivot od zakladd zméni a doprovazi ho mnohé komplikace, at’ uz
zdravotni, socialni ¢i psychické. Bohuzel zatim neni mozné poranénou michu
vyléc¢it, souCasna medicina pouze dokaze zmirnit nasledky a spomoci
fyzioterapeuta naucit hendikepovaného clovéka co nejvyssi mozné samostatnosti.

Vyzkumy zamérené na regeneraci nervové tkané jiz existuji, zatim vSak nebyl
uveden do medicinské praxe zpusob, jak efektivné podpofit nervové burnky
vregeneraci a tim docilit uzdraveni jedince a jeho navratu k plnohodnotnému
Zivotu bez omezeni.

Cilem této prace je podniknout prvni kroky ve vyvoji nosi¢e pro lécbu
misSnich 1ézi. Tento implantat by mél vyplnit 1ézi a pomoci vybézkiim nervovych
bunék premostit poSkozenou oblast, prorist nosicem a obnovit funkci poskozené
michy. Hlavnim uUkolem prace je otestovat materidly a postup jejich vyroby.
Kone¢ny nosi¢ by mél mit podobu valce zhydrogelu, vnémZ jsou v prostoru
podélné umisténa jednotliva orientovana polymerni vlakna. Hydrogel slouzi
k napodobeni struktury michy a vlakna predstavuji oporu pro vybézky nervovych
bunék, které by meély kopirovat orientaci vlaken a tak snaze dosahnout cile.
JelikoZ nervové bunky pozitivné reaguji na elektrickou stimulaci, méla by byt
vlakna elektricky vodiva.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty informace tykajici se dané problematiky.
V prvni ¢asti experimentii se zabyvam vybérem vhodné tloustky vrstvy, ktera
zajisti elektrickou vodivost vlaken a v druhé poloviné experimentalni casti se

vénuji vyrobé a in vitro testovani samostatnych orientovanych vlaken.

~12 ~



Il. Teoreticka cast

1 Nervova soustava
Nervova soustava se sklada z mozku, michy a systému neuront. Jejim ikolem

je prijimani a vysilani signalli a prenos informaci po celém téle. [1]

1.1 Micha

Jedna se o sloupec nervové tkané, ktery je chranén obratli a meziobratlovymi
ploténkami. [2] Je dlouha 40 - 50 cm, Siroka 10 - 13 mm [4] a je tvofena tzv. Sedou
(vnitfni ¢ast, tvarem pripomind motyla) a bilou hmotou misni. Micha probiha mezi
prvnim krénim obratlem a kon¢i u druhého bederniho obratle. Mezi nimi z michy
vybihaji provazce miSnich nervili a tim je umoZnéna inervace celého organismu.
Nervy prenaseji informace o tom, co télo citi, prostfednictvim michy do mozku,

ktery informaci zpracuje a vysle signal k reakci do svalt. [2]

1.1.1  Anatomie michy

Micha se déli na miSni segmenty - tseky, ze kterych vybihaji korenova vlakna
pro jeden par miSnich nervi. Segmenty se oznacuji dle jejich umisténi, kazda cast
patere obsahuje jiny pocet miSnich segmenti: 8 kr¢nich, 12 hrudnich, 5 bedernich,
5 kitizovych a 1 kostréni. [5] Celkem z michy vybiha 31 part miSnich nervi. [4]
MiSni nervy probihaji sestupné a sklddaji se zrlznych vldken - motorickych,

senzitivnich a vegetativnich. [5]

bila hmota migni geda hmota misni

} rohy migni

senzitivni koien

centrélni kanal

meéklkd plena

pavucnice

tvrda plena

specifické misni obaly

Obr. 1.1-1 Stavba patei'ni michy [6]
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Zaméiime-li se na priirez michou (Obr. 1.1-1), uprostied nalezneme tzv.
centralni kanal. Kolem néj se nachazi Seda hmota misni, jejiZ tvar pripomina motyli
kridla. V piednich rozich miSnich jsou umistény motorické buriky (motoneurony),
které zajiSt'uji inervaci pricné pruhované svaloviny. V postrannich rozich misnich
nalezneme bunky vegetativnich vlaken a v zadnich miSnich rozich se nachazeji
nervova jadra. Z nich miri vybézky bud’ do mozku, nebo k motorickym burnkam.
Sedou hmotu obklopuje bil4 hmota misni, ktera je tvofena nékolika provazci -
vybézky nervovych bunék (nervovymi drahami). [5]

Na povrchu je micha kryta dvéma mékkymi plenami mi$nimi, mezi nimiz je

prostor vyplnény mozkomi$Snim mokem, a tvrdou plenou misni. [4]

1.1.2 Nervové drahy

Nervové drahy jsou provazce nervovych vlaken spojujicich ¢asti CNS. Dale se
zaméiim na misni nervové drahy, a sice tzv. projekéni, které spojuji centra nervové
soustavy nachdazejici se v riznych vertikalnich drovnich. Michou prochazi nékteré
zkiizené, nékteré nezkiizené. [5]

MisSni nervové drahy jsou umistény v presné danych oblastech michy. Déli se
na drahy ascendentni (senzitivni, dostiedivé) a drahy descendentni (motorické,
odstredivé). Motorické nervové drahy probihaji v prednich a postrannich miSnich
provazcich, senzitivni drahy v zadnich provazcich mi$nich. Kazda senzitivni draha
je specializovana na pienos urcitych vzruchli - nékteré drahy prenaseji tlakové a
dotykové vjemy, jiné tepelné, atd. Motorické drahy prenasSeji signaly z mozku
vedouci k provedeni volnich pohybi. [5]

Pfi poruSeni senzitivnich drah dochazi ke ztraté kozni citlivosti, vnimani
bolesti a tepla na opacné strané pod mistem poskozeni, v zavislosti na tom, ktera
nervova draha je poruSena. PoSkozeni motorickych drah (napf. pyramidové drahy
misSnich nervii) vede ke ztraté schopnosti vili ovladat pohyby na opac¢né strané

téla pod mistem poskozeni. [5]

1.2 Nervové bunky
Nervové burky, oznaCované také jako neurony, tvori v prostoru jakousi sit.
Navzdjem spolu komunikuji prostfednictvim vybézkli, na jejichz koncich jsou

kontaktni Utvary zvané synapse. Ze synapse se do mezibunécné (synaptické)
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Stérbiny vylucuje mediator, ktery pusobi na sténu druhé bunky a zajisti tak
chemicky prenos informaci. Kromé chemického prenosu se v nékterych castech
CNS (napft. v mozku) uplatiiuje i elektricky prenos informaci. Neuron se da rozdélit
na dvé zakladni oblasti - dendrity, kterymi prijima vzruchy (tzv. recep¢ni z6na), a
axon (neurit), kterym je vzruch veden bunikou dale (tzv. vodivy aparat bunky). [4]

dendrity

axon (s Myelinovou pochvou)

zakonceni axonu

R synaptické knofliky
Obr. 1.2-1 Stavba neuronu [7]

Nervové builky mohou mit rizné tvary, velikosti i pocty dendriti. Podle
téchto parametri se déli na neurony multipolarni hvézdicovitého tvaru diky
vétsSimu poctu dendriti, bipolarni sjednim axonem a jednim dendritem,
pseudounipolarni buriky, které maji spojeny neurit s dendritem, unipolarni buiiky
bez dendritu, jen srecepénim vybéZkem a bunky bez axonu, které maji jen
dendrity. Dle tvaru se oznacuji jako buiiky pyramidové, hvézdicovité, viretenovité,
apod. [4]

Z kazdého neuronu vystupuje jen jeden axon. Jeho délka mize byt riizna a
miuze dosahovat az délky nad 1 m. V priméru maji axony mezi 0,05 - 20 um. Na
povrchu jsou Kkryty myelinovou pochvou, pripadné jesté tzv. Schwannovymi

burikami. [4]

1.2.1  Cinnost neuronu

Vlivem podnétu, at' uz se jednad o elektricky, chemicky, nebo mechanicky,
vznikne vzruch (impuls). Vzruch poté putuje po axonu aZ kjeho koncovym
vybézkiim, kde se nachdazeji synapse. Pomoci nich je vzruch pfenesen pres

synaptickou Stérbinu k prijemci - dendritim dals$i nervové buriky, svalové burice,
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apod. Tento déj je umoznén diky transportu iontli bunétnou membranou a tim

zplsobenym zménam elektrického membranového potencialu. [4]

synapticky knofiik -

/ mitochondrie

vezikuly

synaptickd
Stérbina

receptory uvolitovdni
aiontové kandly neurotransmiteril
2 vezikuld

membrana dendritu
nebo bunééného téla

Obr. 1.2-2 Synapse a prenos nervového vzruchu [8]

Neuron miiZze prijimat i vice vzruchii najednou, je to dano velkym povrchem

dendritd, jeZ jsou pokryty 0,5 - 2 um dlouhymi vybézky (trny). [4]

1.2.2 Poskozeni a regenerace nervové bunky

Diferencované nervové buiky se dale nedéli, posSkozeny neuron tudiZ
nemiiZe byt nahrazen jinou nervovou burikou. Poskozeni téla neuronu a jeho zanik
vede k odumreni vSech ostatnich ¢asti buriky. [4]

PoSkozeni axonu zplisobi jednak jeho odumieni ve sméru k synapsim a
jednak degeneraci neuronu smérem k télu buniky. Rozsah nasledného poskozeni
téla neuronu je dan vzdalenosti poskozeni axonu od téla buiiky. Je-li poSkozeni
blizko téla, buiika vétSinou zanikne. Je-li axon poskozen dale, po nékolika dnech
dojde k zaniku C¢asti synapsi a po 1 - 2 tydnech dojde ke zdureni buriky a jeji télo se
zaobli. [4]

K regeneraci axonu muze dojit, pokud burka prezije poskozeni. Priblizné po
3 tydnech zacne ubyvat zduteni téla bunky a po nékolika mésicich miize byt bunka
opét funkcni. Ktomuto procesu dochazi prakticky jen v perifernich nervech za
pritomnosti velkého mnoZstvi Schwannovych bunék. Z pahylu axonu zacnou
vyristat tenkd pokracovani axonti. Mnoho z tenkych vlaken zahyne, ale nékteré
dosahnou zbytkd myelinovych pochev a Schwannovych bunék, kterymi se nechaji

vést az k cilovému organu. Nasledné ztloustnou a obnovi ptivodni funkci axont. [4]
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1.3 MisSni léze
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Obr. 1.3-1 Ztrata citlivosti v zavislosti na lokalizaci mi$ni 1éze [9]

Pri poskozeni michy je tok informaci prerusen a mozek nedostava signaly, co
se déje stélem pod urovni poranéni. Je postizena citlivost pod danou oblasti,
pohyb, ale také funkce stiev, mocového méchyte, nékdy jsou s poranénim spojené i
problémy s dychanim. Nejcastéji dochazi k misni 1ézi v dlsledku urazu, ale miize
k ni dojit i v souvislosti se zdravotnimi komplikacemi - tumory, degenerativnimi a
zanétlivymi onemocnénimi, aj. [2]

Misni 1éze miiZze byt bud kompletni, nebo ¢astecna. U kompletni 1éze jsou
signaly blokovany uplné, kdezto u ¢astecné 1éze miize byt zachovana ¢ast citlivosti
¢i pohyblivosti, coZ zavisi na rozsahu poskozeni. V dnesni dobé je toto poranéni
nelécitelné, ackoli v nékterych pripadech se da rehabilitaci docilit jistého zlepSent.
[9] Soucasti rehabilitace jsou cviceni pro posileni svalstva, ale také

elektrostimulace, antiedemozni 1éCba, aquaterapie, aj. [10]

1.4 Regenerace nervového systému
Poskozeni michy bylo odnepaméti povaZzovano za nevratné a nelécitelné
onemocnéni. Jiz v 19. stoleti vSak Theodor Schwann zaznamenal jisté znamky
regenerace nervovych bunék u kraliki. Podobné by se podle R. S. Cajala mél snazit

regenerovat nejen periferni nervovy systém, ale také centralni. Véril, Ze implantace
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¢asti perifernich nervli by mohla pomoci regeneraci CNS. Pozornost védcl se
k drazim michy obratila az po druhé svétové valce, kdy byla Sance ranénych na
preziti diky pokroklim mediciny vyssi. [11]

V 60. letech byl objeven prvni z riistovych faktorti, nervovy rastovy faktor
(NGF). [11] [12] Ristové faktory jsou nezbytné pro rlst a preziti nervovych bunék,
ovlivituji vyvoj a funkénost jejich vybézki. Téchto faktorl existuje celd rada, napft.
mozkovy ristovy faktor (BDNF), neurotrofni faktory, aj. V posledni dobé se
zkoumaji moznosti jejich vyuZiti pro 1é¢bu neurodegenerativnich chorob, jako je
Alzheimerova, ¢i Parkinsonova choroba, ale i schizofrenie aj., i miSnich 1ézi. [12]
Ristové faktory a jejich ucinky na rtzné buriky zatim nejsou zcela zndmé a jsou
stale predmétem zkoumani. Zrejmé ale nejsou jedinym prvkem ovliviiujicim
regeneraci nervové tkané, podle nékterych vyzkumi organismus obsahuje rovnéz
latky potlacujici rist nervovych bunék a mari snahy o 1é¢bu poskozené tkané. [11]

Jednou ze zkoumanych moZnosti regenerace je metoda, kde nervy obrostou
kolem 1éze a znovu se spoji se spravnym nervem. Tento proces je Fizeny proteiny
zvanymi netriny, které jsou produkovany mozkovymi buiikami a fidi migraci a rlist
nervovych bunék spravnym smeérem. [11]

Dal$imi ideami, kterymi se védci zabyvaji je napriklad pouziti ,neuralniho
lepidla“, které by spojovalo konce poskozenych axoni; uspésné bylo vyzkouSeno
na morcatech, kterym ¢astecné pomohlo obnovit funkce bezprostredné po zranéni
michy tlakem (spinal cord compression injury). [13] Dalsi vizi je pouZiti
fibroblastli, které by lézi premostily a produkci neurotrofinu stimulovaly rast
nervu. [11] [14]

Na univerzité v Indiané zkoumali vliv elektrické stimulace na rist nervové
tkané. Pstim aplikovali stimulator vysilajici slabé elektrické pulzy k mistu poranéni
patefe a podporuje tak regeneraci a orientaci poSkozenych nervi. Priblizné ve
tiretiné pripada doslo ke ziretelnému zlepsSeni. [11] [15]

Zkoumaji se také latky, které pri podani po Urazu zmirnuji nasledky léze.
Napriklad podani velké davky methylprednisolonu (kortikosteroid s
protizanétlivymi a imunosupresivnimi uc¢inky) do 8 hodin po Urazu miize zmirnit
nasledky miSni 1éze. Tato metoda je v mediciné jiZ praktikovana. Dalsi latky bud’
chranici nervy, nebo zvySujici jejich schopnost prenaset signdly jsou zatim

testovany na zviratech. [11][16]
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Velkym prilomem byl pokus na univerzité ve Philadelphii, kde
transplantovali nerv na misto misni 1éze. V kombinaci s aplikaci enzymf, které
rozrusuji zjizvenou tkan, se podarilo vratit citlivost a dokonce i pohyblivost
koncetin. Prilomem je, Ze tuto metodu lze aplikovat jak u zvirat Cerstvé ranénych,
tak se starsi 1ézi. JeSté néjaky Cas vSak potrva, neZ bude mozné tuto metodu pouZit
na lidech. [11][17]

CNS ma urcitou, i kdyZ pomérné malou schopnost regenerace. Proto Sance, Ze
budeme schopni ji uzdravovat, nejsou uplné mizivé, ackoli k tomu vede jesté
dlouha cesta. Klicovym krokem bude pravdépodobné objevit, jak nejlépe vyuZit
terapii kmenovymi burnikami v kombinaci s cilenym transportem léc¢iv a jakymi
zasahy aktivovat regeneraci nervi. [11]

Italsky tym védct vyvinul ndhradu nervu v podobé trubicky z PCL/PLGA.
Priklonili se k biodegradabilnimu materialu, aby se vyhnuli druhé operaci nutné
k odstranéni graftu. Pokud by ndahrada zlistala vtéle, mohla by zplsobovat
problémy, jako napriklad chronické reakce tkané na nahradu nebo nervovou
kompresi. Trubicku aplikovali krysdm s 10 mm dlouhym porusenim sedaciho
nervu za UcCelem vést nové nervové vybézky spravnym smeérem a zaznamenali
lepSi regeneraci oproti krysdm bez nahrady, u kterych doSlo k atrofii a degeneraci
nervové tkané. [18]

Védci z univerzity v Singapuru zkoumali scaffoldy z nanovldken smési PCL a
zelatiny v rizném poméru. Dokazali, Zze vlakna se 70 % PCL a 30 % zelatiny
podporuji diferenciaci a proliferaci nervovych bunék. V pripadé orientovanych
vlaken zjistili, Ze neurity rostou paralelné s vlakny. [19]

Pouzivani nahrad pro regeneraci miSnich poranéni zatim neni béZnou
medicinskou praxi, reSeni této problematiky je v dnesni dobé jen ve fazi vyzkumu.

Pro vyrobu nahrady nervové tkané je nutné nalézt material, ktery by poskytl
idealni prostredi pro adhezi a proliferaci nervovych bunék. Kromé vhodného tvaru,
aby napodoboval extracelularni matrix, by mél byt biodegradabilni a
biokompatibilni, nevyvolavat reakci imunitniho systému, videalnim pripadé by
mél byt také vodivy. Vyhodou by byla téZ moznost dodavat bunkam ristové

faktory a eliminovat komplikace spojené s poskozenim nervové tkané. [20]
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2 Regenerativni medicina

Regenerativni medicina je obor rozvijejici se poslednich nékolik desitek let.
JelikoZ v nékterych pripadech neni mozné obnovit bunky ¢i tkané béznou lécbou,
zaCali se védci zabyvat aplikaci bunék a aktivnich latek, které umozni télu se
zregenerovat. [21]

Uplatnéni by tato metoda nasla predevsim v oblastech mediciny, které nyni
neumime jinak resit, napriklad u Alzheimerovy ¢i Parkinsonovy choroby a jinych
nelécitelnych nemoci. Velmi uZite¢na by také byla pti vaznych poranénich, kdy jsou
transplantace prakticky nemozné, at' uz z diivodu nevhodnych darct nebo dokonce
proto, Ze neumime dany orgdn nahradit (naptiklad michu a nervovou tkan). [21]
Siroké uplatnéni by nalezla pti 1é¢bé tézkych popélenin, nemoci pohybového
aparatu, degenerativnich onemocnéni, onkologickych onemocnéni, aj. [22]

Regenerativni medicina vyuziva nékolika obord, které se velmi prolinaji.
Jedna se o bunécnou terapii a tkanové inZenyrstvi, pri praktické aplikaci se hojné

vyuzivaji poznatky z oblasti nanotechnologii. [21]

2.1 Bunécna terapie

Principem bunécné terapie je ndhrada defektnich bunék ptripadné podpora
ristu bunék novych. Nejvétsi potencial pro bunécnou terapii maji ziejmé buiiky
kmenové (SC). Maji totiZ velkou schopnost déleni a sebeobnovy, tudiZ mohou
vznikat stale nové buriky. Dale je jejich vyhodou schopnost diferenciace a mohou
se tedy stat typem burniky, ktery je v jejich okoli. Kmenové bunky lze dale rozdélit
na embryondlni a dospélé. Embryondlni SC a jejich pouziti v dnesni dobé vyvolava
mnoho diskuzi z hlediska etiky vyzkumu. Naproti tomu i v dospélosti 1ze ziskat SC -
mezenchymalni kmenové bunky (MSC), a to hlavné zkostni drené, ale také
z tukové tkané. Jelikoz se jedna o bunky z dospélého jedince, jejich pouZiti neni tak
diskutabilni. [21][23]

Pred samotnym pouZitim jakékoli nové metody je nejdrive nutné ji
porozumét. JeSté neni presné jasné, jakym zplisobem se ridi déleni a diferenciace
SC, proto se vyzkumu vénuje celosvétové velké usili. [23] PouZiti SC totiZ skyta
mnoho vyhod: v prvni radé jsou bunky snadno dostupné a hlavné je mozZné

autologni pouZiti, z ¢ehoZ plyne, Ze by mély byt bez problémi prijatelné télem
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pacienta a eliminuje se imunitni reakce téla na cizi tkan, snadno se kultivuji a
nevytvareji nadory. [21]

Oblast vyuZziti kmenovych bunék je opravdu Sirokd. Od popalenin pres
artritidu po 1écbu poranéni a onemocnéni nervového systému (Alzheimerova a
Parkinsonova choroba, roztrousena skler6za, mozkova mrtvice, aj.). [21]

Pri studiich transplantace u zvirat byly MSC kultivované ex vivo po aplikaci
schopny se diferencovat podle typu okolni tkané, regenerovat poskozenou partii a
castecné obnovit jeji funkci. Diferenciace se neomezuje pouze na uzky vybér tkani,
ba naopak - miiZe se vyvinout v meziobratlové ploténky, Kkosti, chrupavky,
neurony, kazi, plice, jatra, stieva, ledviny, aj. Tyto vysledky jen potvrzuji, jak

velkym krokem by bylo plosné pouziti bunécné terapie v medicinské praxi. [23]

2.2 Tkanové inzenyrstvi

Télo se v mnoha piipadech dokaze uzdravit samo, pokud ale dojde k prilis
velkému poskozeni, je tireba zasdhnout. Zatim se nadhrady tkané teSily
transplantacemi, at uz zvlastniho téla (autotransplantace), jiného clovéka
(allotransplantace), ¢i dokonce jiného zivociSného druhu (xenotransplantace).
Tyto zdkroky prinaseji mnoho nevyhod: ne vzdy jsou transplantaty dostupné,
pacient na né musi ¢ekat velmi dlouho a mohou nastat komplikace (napf. reakce
imunitniho systému, prenos nemoci). V neposledni radé je nutné zminit, Ze ne
vSechna zranéni a nemoci lze v dnesni dobé tuspésné vylécit. Tyto problémy by
mélo pomoci resit pravé tkanové inZenyrstvi. [24]

Tento obor kombinuje znalosti z mediciny, biologie a techniky a vyuziva je
pro regeneraci a vyrobu novych tkani, dokonce i celych organt. Zabyva se
moznostmi raznych materidli a jejich vyuzitim, dilezitda je predevsim
biokompatibilita (scaffold nesmi mit neZadouci Gcinky na organismus, nesmi byt
toxicky) a biodegradabilita (Casto je Zadouci, aby se nosi¢ sam postupné rozlozil,
neni pak nutna operace kvili jeho odstranéni). [24][25]

K vytvoreni vhodného scaffoldu, zajistujiciho vhodné prostiedi, mizeme
pouzit materidly prirodniho piivodu, syntetické nebo kombinaci obou. Pii
implantaci nahrady se uplatiiuji 2 metody. Pfi pouziti tzv. celularni strategie je

scaffold mimo télo osazen burikami, napriklad odebranymi z poSkozené tkané
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pacienta nebo nové diferencovanymi kmenovymi buiilkami, a nasledné je
implantovan pacientovi, naproti tomu pfi pouZiti acelularni strategie se aplikuje
samotny scaffold bez bunék. KdyZ nosi¢ poroste novou tkani, postupné se rozloZzi a
cizi latka je z téla vyloucena, neni tedy nutné scaffold chirurgicky odstranit. [26]
[24]

Je dilezité, aby scaffold svym sloZenim a strukturou podporoval adhezi a
proliferaci bunék. Vzhledem kvelikosti bunék je nutné zkoumat strukturu
materidlu na urovni velmi malych rozmérd, prvky v nano- a mikro-métitku (poéry,
vystupky, vlakna,...) hraji vZivoté bunky velkou roli. Scaffold by mél idedlné
napodobit strukturu tkané a systémem pord umoziiovat proristani bunék a difuzi

potirebnych Zivin a metabolitd. [24][27]
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Obr. 2.2-1 Princip tkanového inzenyrstvi [28]: (a) izolace bunék, (b) kultivace, (c) nasazeni na 3D porézni
scaffold, (d) vytvoreni tkang, (e) transplantace tkané do téla
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3 Materialy v tkanovém inzenyrstvi

Jak jiz bylo reCeno vyse, v tkaflovém inZenyrstvi se vyuzivd mnoho riiznych
material, at uz prirodnich nebo syntetickych. Prvnim faktorem, ktery hraje pfti
vybéru materialu roli, je jeho biokompatibilita, aby byly bunky schopné na
material adherovat a plnit svou funkci. Druhym posuzovanym faktorem je
biodegradabilita - aby se scaffold nemusel chirurgicky odstranovat a buriky pritom
mély Sanci vytvorit si svou prirozenou extracelularni matrix, musi se nosic rozlozit
na latky netoxické pro organismus a nasledné se vyloucit z téla. DileZité jsou také
mechanické vlastnosti materialu, jeZ by mély byt velmi podobné originalni tkani.
[27]

V dalsich kapitolach se bliZze podivime na materialy, jez byly pouZity v této

praci.

3.1 Polykaprolakton
Polykaprolakton je linearni alifaticky polyester s nizkym bodem tani (kolem
60 °C) a nizkou teplotou skelného piechodu (Tg= -62 °C) [32][29], coZ zajiStuje
pruznost pri pokojové a télesné teploté. PCL je Casto vyuZivany v tkanovém
inZenyrstvi, jelikoZ je biokompatibilni, biodegradabilni a netoxicky materidl, a to i
pres své hydrofobni vlastnosti, které snizuji afinitu bunék k materialu. [30]

Hydrofobni vlastnosti také prispivaji k pomérné dlouhému ¢asu degradace. [32]

O
O
catalyst |
—_—
heat O—CH, S

Obr. 3.1-1 Schéma vyroby polykaprolaktonu z e-kaprolaktonu [31]

PCL se vyrabi polymeraci za otevieni cyklu e-kaprolaktonu. [30] Degradace
PCL je zplisobena hydrolytickym roz$tépenim esterovych vazeb v fetézci. Retézec
se tak rozStépi na mensi fragmenty, které jsou pohlceny prii fagocytoze.
[32][32][33] Doba degradace zavisi mimo jiné na velikosti povrchu vystaveného
vnéjsim vliviim - nanovlakna degraduji rychleji, nez shluky polymeru. [32]

Vzhledem ke své biokompatibilité, nizké cené a univerzalnimu vyuZiti pro
vyrobu scaffoldii riznymi metodami, se tési velké oblibé v oblasti tkanového
inZenyrstvi. [32] Ke zvySeni afinity bunék k materialu se vyuZiva potazeni PCL

vhodnou vrstvou nebo kombinaci PCL s jinymi materidly za vzniku kopolymeri.
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Napriklad kolagen, ktery nemda vhodné mechanické vlastnosti pro tvorbu
samostatnych vldken, ale jako podklad pro riist bunék je velmi vhodny,
v kopolymeru s PCL ziskd pozadované mechanické vlastnosti a zaroven si zachova
vliv na leps$i adhezi bunék. [32][34] PCL vkombinaci sCa-P je vyuZitelny
vnahradach kosti, jelikoZ ma lepsi mechanické vlastnosti a Ca-P pomaha
napodobit originalni tkan obsahujici mineralni krystaly. [32][35] Podobné i
kombinaci jinych materiala ziska kopolymer vlastnosti z obou polymert, pozitivni

vlastnosti se zkombinuji a negativni vlastnosti se mohou kompenzovat. [30]

3.2 Polypyrrol
Polypyrrol je polymer, jenZ se vyrabi z heterocyklické slouceniny pyrrolu.
Pyrrol je bezbarva kapalina s bodem tani ti= -24 °C a bodem varu ty = 131 °C. [36]
[37] Vystavenim vzduchu a svétlu samovolné polymeruje a kapalina méni barvu na
hnédou. V prirodé se bézné vyskytuje v cernouhelném dehtu a v Zivych

organismech - je soucasti napriklad chlorofylii a hemoglobinu. [38] [37]

Pyrrole Polypyrrole
Obr. 3.2-1 Pyrrol a polypyrrol - vzorec [39]

Polymerace probiha radikdlovym mechanismem. Nejprve vlivem oxida¢niho
¢inidla nebo elektrického pole dojde ke vzniku pyrrolového radikalu, ktery reaguje
s dalSimi radikaly, ¢i molekulami pyrrolu a vznika retézec polymeru. Jeho délka
velmi zavisi na postupu a podminkach polymerace. Obecné existuji dva postupy -
metoda elektrochemicka a metoda chemicka. Elektrochemickou metodou sice lze
nachylnéjsi na spravné provedeni a podminky. [37][40][41] KaZda z metod ma své
vyhody i nevyhody, proto je vhodné predem zhodnotit, které vlastnosti maji pro
dany ucel vétsi vyznam. Pri pouziti elektrochemické polymerace lze ziskat tenci
vrstvu polypyrrolu, neZz v pripadé chemické polymerace, avSak pii pouZziti
chemické polymerizace lze vyrobit vétsi mnoZstvi materidlu najednou a také je

snazsi vytvorit funkcionalizovanou vrstvu polypyrrolu. [42]
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Cisty polypyrrol ma pomérné $patné mechanické vlastnosti, proto se ¢astéji
pouziva do kompozitnich materialii a jako material na povlaky rtznych substrata.
JelikoZ se daji polymerizovat i substituované derivaty pyrrolu, kromé elektrické
vodivosti se mlze povrch substratu funkcionalizovat a ziskat tak dal$i vyhodné
vlastnosti. [37]

Diky chemické stabilité, velmi dobrym elektrickym vlastnostem a
cytokompatibilité nachazi polypyrrol uplatnéni v oblasti polovodicii, polymernich
baterii a také v mediciné, naptiklad pro vyrobu vodivych scaffoldi v tkanovém
inZenyrstvi. [37][43] Mnoho typli bunék reaguje pozitivné na elektrickou stimulaci,
zvlasté se to tyka nervovych a svalovych bunék, ale také napriklad osteoblastl a
fibroblastti, které vykazuji vétsi proliferaci. [43][44] Polypyrrol lze rovnéZz pouzit
jako substrat usnadnujici komunikaci bunék navzajem, nebo komunikaci
s mikroelektrodami, vyuZzitelnych napriklad p¥i vyvoji protéz. Bohuzel polypyrrol
neni biodegradabilni a mohl by pii dlouhodobém vyskytu v organismu zptisobit
chronicky zanét. [44] Je nutné prozkoumat reakci organismu na dlouhodobou
aplikaci polypyrrolu a pripadné objevit jiny materidl, ktery by vykazoval kyzené

elektrické vlastnosti a zaroven byl biodegradabilni.
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4 Metody zvlaknovani

4.1 Electrospinning

Electrospinning je zvlaknovaci metoda, ktera je schopna vytvaret vlakna
s priméry v rozmezi 50 - 1000 nm. [45] Tato vldkna se v literatufe jiZz oznacuji
pojmem nanovldkna. Oproti béZnym vlaknim se nanovldkna vyrobena touto
metodou vyznacuji pdrovitosti a velkym povrchem a jsou obzvlasté vhodna pro
pouZziti v nanokatalyze, filtraci, tkannovém inZenyrstvi, aj. Diky schopnosti vytvaret
stabilné vlakna pozadovaného priméru a univerzalnosti, co se tykd pouzitych
polymerli, se osvédcila kvyrobé nanovldkennych materidldi metoda
electrospinning. [46]

Tato metoda vyuziva ke zvlaknovani elektrostatické sily. Polymerni vlakna
jsou taZzena mezi dvéma opacné nabitymi elektrodami, jedna (kladna) je v roztoku
polymeru a druha (zdporna) je umisténa v prostoru kolektoru. [47] Do zvlaknovaci
trysky je nadavkovano urcité mnozstvi roztoku. [46] Pisobenim vysokého napéti
se roztok polymeru nabije, na povrchu kapky vznikne Tayloriv kuzel, zjehoz
Spicky je odtahovdno nanovldkno smeérem kmistu sniZzSim potencidlem
(kolektoru). Polymer cestou ke kolektoru tuhne, rozpoustédlo se odparuje a
vznikaji vlakna. [47] Vysoce viskozni roztoky vytvari chaoticky rozmisténa vlakna,
ma-li roztok pfili§ malou viskozitu, misto vlaken se utvori kapky. [46] Vlastnosti
vlaken zavisi na molekulové hmotnosti a viskozité roztoku, ale také na vzdalenosti
elektrod. Je-li totiZ vzdalenost ke kolektoru prili§ kratka, nestihne se rozpoustédlo

odparit a vlakna se lepi k elektrodam i k sobé navzajem. [47]

Syringe

Polymer solution Taylor cone
Spinneret v
—II: +
Liquid jet "
+

High voltage (::_“‘_— ) =

e

e o

power supply

" Collector

Obr. 4.1-1 Schematické zobrazeni electrospinningu [48]
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V poslednich letech jsme mohli zaznamenat rozmach electrospinningu,
zfejmé v souvislosti srostoucim zajmem o nanotechnologie a nanovldkenné
materialy. Velkou vyhodou této metody je univerzalnost, co se tykd vstupnich
polymernich materialdi, a schopnost snadno vytvorit vldkna se submikronovymi az

nanometrovymi primeéry. [47]

411 Nanospider

Védecky tym profesora Oldricha Jirsaka z TUL zjistil, Ze k elektrostatickému
zvlaknovani neni potreba tryska, ¢i kapilara. Vyvinuli tak technologii Nanospider,
ktera je zaloZena na zvlaknovani z tenké vrstvy polymeru. Takto je mozné vyrobit
organicka i anorganicka nanovlakna z roztok ¢i taveniny. [49]

Princip je zaloZen na objevu, Ze pri nabiti tenké vrstvy polymeru vznikne na
povrchu kapaliny velké mnozstvi trysek, ze kterych jsou produkovana nanovlakna.
[50] Na povrchu rotujiciho valce ulpiva slaba vrstva kapaliny, ktera je vlivem
vysokého elektrického napéti nabijena. Presahne-li napéti kritickou hodnotu,
vzniknou na povrchu kapaliny trysky. Za ucelem optimalizace produkce byly

kromé valce vyvinuty i jiné tvary elektrod. [51]

4.2 Drawing
Drawing je metoda vyroby samostatnych vlaken. Hlavni vyhodou je moZnost
dlouZit vlakna jednotlivé. Lze tak dosahnout orientovanych vlaken pozadované
délky (az desitky centimetrli), coZz prina$i mnoho moznosti vyuiiti v rliznych

oblastech od nano-optiky a nano-elektroniky po tkanové inZenyrstvi. [52][53]

0 U U Ul

Step A Step B Step C Step D
Step E

Obr. 4.2-1 Schéma vzniku vlakna metodou drawing [53]
Vlakno vznika tak, Ze se kapky roztoku nebo taveniny polymeru, umisténé
na podlozce, dotkne kapilara. Jakmile se zacne usti kapilary odtahovat, vznika mezi
nim a kapkou vlakno o tloustce v ifddu nanometri az mikrometri. Diky veliké

plose vldkna se miize rozpoustédlo zroztoku rychle vyparit a vldkno tuhne.
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[52][54] Pri zvlaknovani z taveniny je tuhnuti vlakna zplisobeno ochlazenim. [55]
Z kazdé kapky lze proces tazeni nékolikrat opakovat. S postupnym vyparovanim
rozpoustédla se vSak méni viskozita roztoku, tedy i schopnost vlakna snést sily na
néj ptsobici a naslednou deformaci.

Vlastnosti vlakna silné zavisi na rychlosti zvlakiiovani, rychlosti chlazeni ¢i
vypatrovani rozpoustédla a presném sloZeni roztoku. Optimalni viskozity pro
dlouZeni se da dosahnout ovlivnénim rychlosti vyparovani rozpoustédla z roztoku.
[55] Pro zmenSeni priméru vlaken je dle ¢lanku [55] vhodné pouzit roztok
s kratSimi molekulami polymeru (nizsi molekulovou hmotnosti) misto dlouhych
retézct.

Rucni tazeni vlaken je narocné nejen Casove, ale také je problematické zajistit
stabilni podminky - presné stejné davkovani polymeru, rychlost dlouzeni,
atmosféra, aj. Proto byl na Technické univerzité v Liberci za spoluprace katedry
netkanych textilii (FT) a katedry kybernetiky (FS) navrZen a sestrojen stroj na
dlouZeni vlaken, tzv. mikromanipulator. [56] Tento pristroj umoznuje plynule
tahat vlakna po urcené trajektorii az 600 mm dlouhd, ackoli takto dlouha vlakna
jsou jizZ velmi nachylnda k porusSeni a je téméf nemozné je uchovat bez opory. Proto

se vlakna pokladaji na podloZzku. [57]

L _\\\®

Obr. 4.2-2 Zarizeni mikromanipulator [58]
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5 Principy pouzitych testovacich metod

5.1 MTT test

MTT test je kolorimetrické stanoveni metabolické aktivity (viability) bunék.
Zluty roztok MTT je pfidan k bunééné kultute a nasleduje inkubace po dobu 1 - 4
hodin pri 37 °C. MTT je metabolismem zivych bunék redukovano na fialovy
formazan a jeho mnoZstvi vypovida o aktivité dychaciho retézce a tedy i o viabilité
a mnozstvi Zivych bunék. MnozZstvi formazanu se stanovuje méfrenim absorbance
ve spektrofotometru pti vinové délce 570 - 630 nm, ¢im vyssi je absorbance zareni,
tim vyssi je aktivita bunék. [59][60]

Formazan se vylucuje ve formé krystalki vétSinou na povrchu bunék a
substratu, proto se musi nejdrive dikladné rozpustit. Pro tento tucel se pouziva
fada metod, aby se kromé rozpusténi stabilizovala barva, omezilo vyparovani a
interference sriznymi slozkami média, napf. okyseleny isopropanol, DMSO
(dimethylsulfoxid), dimethylformamid, aj. Okyselenim se zméni barva fenolové
Cerveni (indikator, ktery se pridava do média) a ta poté méné ovliviiuje vysledky

méreni. [59]

5.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Rastrovaci, nebo také radkovaci, ¢i skenovaci elektronova mikroskopie
vyuziva svazku elektrond urychlenych napétim ke snimani povrchu vzorki.
Zminéné snimani probiha nepfimo prostrednictvim sekundarnich (SE) a zpétné
odrazenych (BSE) elektroni dopadajicich na detektor. Vysledkem je trojrozmérny

obraz povrchu vzorku vznikajici po radkach. [61]
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Obr. 5-1 Rastrovaci elektronovy mikroskop [62]

Na vzorek dopada s vysokou energii primarni svazek elektront, interaguje s
povrchem vzorku a vyrazi z néj elektrony rozliSované podle hloubky, ze které byly
vyrazeny. VSEM se vyuziva tzv. sekundarnich a zpétné odrazenych elektrond.
V zavislosti na topografii, struktufe a chemickém sloZzeni vzorku interaguji
elektrony s povrchem jinak a na detektor dopada rlizna intenzita signalu, ktera se
projevi jako kontrast vobrazu. Kontrast zplisobeny rozdilnym chemickym
slozenim se projevi pri zobrazeni BSE, topograficky kontrast zase pri zobrazeni
pomoci SE. V zavislosti na kvalité mikroskopu a jeho casti 1ze dosahnout rozliseni

v desitkach az jednotkach nanometrt. [63][64] [62]

Obr. 5.2-1 Interakéni oblast vzorku pii dopadu primarnich elektroni [61]
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Vzorek se pripravuje jednoduse. Maly kus vzorku se prilepi na tercik, nejsou
potireba velké tpravy povrchu ani tloustky, je vSak nutné zajistit, aby byl elektricky
vodivy. Nevodivé vzorky se nabijeji a dochazi k deformaci obrazu i preparatu, to da
vyresit napriklad naparenim vodivé vrstvy o tlouStce nékolika nanometri. Aby
nedochazelo ke zkresleni obrazu, pracuje se ve vakuové komore, proto je dalSim
pozadavkem, aby byl vzorek bez necistot, stabilni ve vakuu a suchy, jinak hrozi
poskozeni mikroskopu. Touto metodou je mozZné zkoumat jak anorganické
nanomateridly, tak vzorky biologického ptvodu (tkané, pyl, ¢asti téla hmyzu,...).

Biologické vzorky je nutné pri pripraveé diikladné vysusit. [63][64]

5.3 Opticka mikroskopie

Vynalez prvniho mikroskopu je pripisovan Britovi Robertu Hookeovi a datuje
se do 17. stoleti. Od té doby prosel tento pristroj mnoha zménami aZ k dneSnim
modernim mikroskoplim, jezZ ndm umoznuji sledovat objekty v riiznych zvétSenich,
kontrastech,... a to vSe za pomoci Siroké skaly zobrazovacich technik. [65]

Optickd mikroskopie vyuzivd pro zobrazeni spektrum viditelného zareni,
proto je také jeji zvétSeni a rozliSovaci schopnost omezena vinovou délkou svétla.
[66]

Fluorescen¢ni mikroskopie vyuziva jevu fluorescence, tedy jevu, kdy po
ozareni dochazi kprechodim elektronti mezi povolenymi stavy atomu. Pri
prechodu na nizsi energetickou hladinu dojde k vyzareni fotonu. [3]

Fluorofory jsou latky, které po ozareni svétlem urcité vinové délky vyzari
svétlo o vétsi vlnové délce. Pri absorpci svétla dojde v molekule fluorofory k
excitaci a pri prechodu na nizsi energetickou hladinu je vyzareno svétlo o vinové
délce dané zménou energie. Dostanou-li se fluorofory do kontaktu s intenzivnim
svétlem, dojde ktzv. fotovybélovani, kdy jsou fluorofory rozklddany a ztraceji
schopnost fluorescence. [3]

Pro zviditelnéni molekul bez schopnosti autofluorescence se pouZiva
fluorescencni barveni. Nékteré fluorofory se vaZou na specifické bunécné struktury
samy (DAPI), jiné jsou kovalentné vazany na latku, ktera zprostredkuje vazbu mezi
bunécnou strukturou a fluoroforou (vazbu fluorofory umozni napt. phalloidin,

jenZ se vaze na aktinova vlakna). [3]
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Fluorescencni mikroskopie ma mnoho vyhod oproti béZné optické
mikroskopii, proto je dlleZitou soucasti biologie a biomediciny. PouZitim rady
fluorescencnich barviv, tzv. fluorochromd, lze pozorovat a identifikovat buiiky a
jejich slozKky v prostiedi, které neni fluorescencni. Navic se miiZe vyuzit moznosti
simultanniho znaceni vice barvami, které opticky odliSi mikroskopické objekty.
[59]

Kladem i zaporem této metody muze byt autofluorescence vzorkd, tedy
schopnost fluoreskovat bez pouZiti fluorochromu. Této schopnosti se da dobte
vyuzit, napriklad v oblasti botaniky nebo dokonce pfi studiu polovodict. Mtze ale
také zneptijemnit praci, kdyZz fluoreskuji objekty, které nejsou predmeétem
zkoumani, vznikaji problémy sjasem emitovaného zareni, atd. Proto se vice
vyuziva barveni vzorkl fluorochromy, které jsou excitovany specifickou vinovou

délkou a vyzatuji se spravnou intenzitou a barvou. [59]
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Experimentalni ¢ast

Pouzité materialy

6.1 Priprava nosice

FeCl3

Chloroform

Kyselina p-toluensulfonova
PCL (Mx=70 000 - 90 000)
Pyrrol

6.2 In vitro testovani

3T3 Swiss albino
BSA

DAPI

DMEM

FBS
Fluoroshield™ with DAPI
Glutaraldehyd
KCl

KH2PO4

MTT

NazHPO4

NaCl

Phalloidin - FITC
Propidium jodid
Triton™ X-100
Trypsin
Antibiotika:

Sigma - Aldrich
Penta

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich

ATCC

VWR

Sigma - Aldrich
Lonza

Biosera

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Analytika
Analytika

Analytika
Analytika
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich

Biosera

Penicillin - Streptomycin - Amphotericin B Lonza
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6.3 Zasobni roztoky,

média

Nazev Slozky Dalsi upravy

DAPI 1 mg/ml v destilované vodé

DMEM (médium) 90 ml DMEM Prace ve sterilnim prostiedi
10 ml FBS

1 ml antibiotika

Phalloidin (FITC)

1 mg/ml v methanolu

MTT 2 g/1vPBS Sterilizace pres stiikackovy
filtr (péry vel. 0,2 pm)
PBS 800 ml destilovana voda Uprava pH = 7,4
8 g NaCl Sterilizace v autoklavu
0,2 g KCl
1,44 g Na;HPO,
0,24 g KH,PO,
Glutaraldehyd 2,5 % v PBS

6.4 Pristroje a programy
Spektrofotometr ELx808 (BioTek)
LUNA Cell Counter, model L10001(Logos Biosystems)

Eclipse Ti-E (Nikon)

Vega3 SB - EasyProbe (Tescan)
Mikromanipulator (FS TUL)

Bio II Advance (Telstar)

CO2 inkubator NB-203XL (N-Biotek)

Cirkulovana digitalni vodni lazen (LabTech)
VIP series MDF-U33V (Sanyo)
Quorum Q150ES (Quorum)

NIS Elements AR

Microsoft Office Excel 2007
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7 Postupy

7.1 Priprava roztoku polymeru
Pro taZzeni vlaken pomoci drawingu byl pouzit 12 % roztok PCL
v chloroformu. Pro pripravu 10 g roztoku polymeru bylo do vialky navazeno 1,2 g
PCL (Mn=70000-90000) a pridano 8,8 g cistého chloroformu. Smés byla
v uzaviené vialce michana do druhého dne na magnetické michacce pri pokojové

teploté, dokud nevznikl roztok medové konzistence.

7.2 Méreni praméru viaken
Priméry vlaken byly méreny pomoci programu NIS Elements AR, k tomuto
ucelu byly pouZity snimky ze SEM vhodného pribliZeni. Pro kazdy typ vzorku byl

naméien soubor 100 vlaken z nékolika rtznych ¢asti vzorku.
7.3 Kultivace bunék 3T3

7.3.1 Rozmrazeni

Piipravené médium DMEM bylo nahiato ve vodni lazni na 37 °C. Bunky
v kryozkumavce byly rychle rozmraZeny ve vodni 1azni, cely obsah byl prenesen do
plastové zkumavky o objemu 15 ml. Do zkumavky bylo pomalu pridano 5 ml média
a nasledovala centrifugace 5 min pti 1200 rpm. Médium nad usazenymi burikami
bylo slito, poté bylo pridano 10 ml média a buiiky byly v médiu resuspendovany.
Nasledovalo stanoveni poctu bunék na 1 ml média a bunécna suspenze byla
rozdélena do kultivacnich lahvicek. Do kazdé lahvicky bylo pridano 5-10° bunék a

15 ml média.

7.3.2 Pasazovani

Pasazovani se provadi v laminarnim boxu, kdyZ bunky pokryvaji 70 - 80 %
povrchu kultiva¢ni nadoby. Veskery material potiebny k pasazi se pred umisténim
do boxu sterilizuje postrikem ethanolem.

Z kultivacni lahvicky bylo odsato médium a bunky byly oplachnuty cca 2 ml
PBS pufru. Po odsati pufru byly k bunkam pridany 2 ml trypsinu a kultiva¢ni
lahvicka vloZzena na 2 minuty do termostatu. Pod mikroskopem bylo

zkontrolovano, jestli buniky jiz plavou v roztoku. KdyZ bunky opustily dno lahvicky,
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bylo pridano 8 ml média DMEM a buiiky byly dikladné resuspendovany. Na
automatické pocitacce bunék bylo ur¢eno mnozstvi bunék na 1 ml, nasledné byla
suspenze bunék rozdélena do novych kultivacnich lahvicek a do kazdé lahvicky

pridano 12 - 15 ml média.

7.3.3 Vyména média

Ve vodni lazni bylo ohfato médium DMEM na 37 °C. Z kultiva¢ni lahvicky bylo
v laminarnim boxu pouzité médium odsato a nahrazeno 15 ml Cerstvého média
vytemperovaného na 37 °C. Vyména se provadi dle potreby priblizné kazdé 2 - 3

dny.

7.3.4 Nasazeni bunék na vzorky

Vzorky byly nejprve sterilizovany v 70 % ethanolu po dobu 30 minut. Poté
byly v laminarnim boxu pieneseny do sterilnich desticek (vzorky z Nanospideru do
96 jamkovych desticek, vzorky z drawingu do 24 jamkovych destic¢ek) a nékolikrat
promyty PBS. Ke kazdému vzorku byla pfidana buné¢na suspenze s poZadovanym
mnozstvim bunék (10* bunék na vzorky z Nanospideru a 105 bunék na vzorky z
drawingu) a cerstvé médium. MnoZstvi média urcené do jamky 96 jamkové

desticky je 200 pl, do 24 jamkové kultivacni desticky je 1 ml.

7.4 MTT test

Pro testovani byly pro kazdy testovaci den pouZity 4 vzorky osazené
buikkami, 1 vzorek bez nasazenych bunék (negativni kontrola) a 4 jamky
s nasazenymi burikami, ale bez nosice (pozitivni kontrola).

Ve sterilnim boxu bylo od vzorkl a pozitivni kontroly odsato staré médium a
scaffoldy preneseny do Cistych jamek. Zabrani se tim sledovani viability bunék
prisedlych na dno a zkoumame jen bunky adherované na scaffold. Kazdy vzorek
byl zalit 150ul média DMEM, ke kterému bylo pridano 50pl roztoku MTT. Vzorky
byly ponechany v inkubatoru pfi 37 °C po dobu 3 hodin.

Po uplynuti stanovené doby bylo Pasteurovou pipetou odsato médium s MTT
ze vSech vzorki i PC. Do jamek bylo pridano 200ul okyseleného izopropylalkoholu

a ponechano 5 minut pusobit, aby se rozpustily krystaly formazanu. Poté byl
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roztokem scaffold nékolikrat oplachnut a nasledné byl roztok prenesen do novych
jamek.

Desticka sroztoky byla umisténa do spektrofotometru, vnémz se mérila
absorbance pfi 570nm a 650nm. Vysledky byly exportovany do Excelu, kde byly

dale zpracovany.

7.5 Priprava vzorki na SEM
Scaffoldy byly premistény do nové desticky a dvakrat promyty PBS. Poté
byly bunky zafixovany plisobenim 100ul glutaraldehydu, na vzorky z drawingu
bylo pouZito 450ul glutaraldehydu, po dobu 10 minut v lednici. Poté byly vzorky
zbaveny vody postupnou ethanolovou radou. VZdy na 10 minut byly scaffoldy
ponoreny postupné do 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % a 100 % ethanolu. Nakonec
se nechaly schnout na parafilmu, resp. v na drzaku v desticce, do druhého dne.
VysuSené vzorky byly oboustrannou lepici paskou piipevnény na tercik a

byla na né nanesena 7nm vrstva zlata.

7.6 Priprava vzorkl na fluorescenéni mikroskopii

7.6.1 Barveni DAPI (Fluoroshield with DAPI)

Vzorky byly preneseny do nové desticky, dvakrat promyty PBS a zafixovany
vymraZenym methanolem po dobu 10 minut. Poté byl methanol odsat a vzorky
trikrat proplachnuty PBS, pufr byl odstranén a na kazdy vzorek byla nadavkovana
kapka (cca 30 pl) Fluoroshield with DAPI. S fluorescen¢nim barvivem je nutné

pracovat za Sera a vzorky po této proceduie chranit pred svétlem.

7.6.2 Barveni propidium jodidem

Vzorky byly preneseny do nové desticky, dvakrat promyty PBS a fixovany
vymrazenym methanolem po dobu 10 minut. Nasledné byly trikrat proplachnuty
PBS a ke kazdému bylo pridano 500pul roztoku propidium jodidu. Po 15 minutach
ve tmé a pri pokojové teploté byly vzorky jesté 3x proplachnuty PBS a uchovany

v temnu.
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7.6.3 Barveni phalloidinem + DAPI

Drzaky s vlakny byly presunuty do Cisté desticky, dvakrat promyty PBS a
fixovany 10 minut vlednici roztokem 2,5 % glutaraldehydu v PBS. Poté byly
vzorky tfikrat proplachnuty PBS a buriky byly permeabilizovany 0,1 % roztokem
Tritonu X-100 v 0,1 % roztoku BSA v PBS. Bylo pouZzito 400pl ke kazdému vzorku a
ponechano 5 minut pri pokojové teploté. Dale byly vzorky dvakrat promyty PBS a
barveny 500ul roztoku phalloidinu (1ul zasobniho roztoku phalloidinu v 1ml PBS)
30 minut ve tmé pti pokojové teploté. Nasledoval opét trikrat oplach PBS a barveni
roztokem DAPI (1pl zasobniho roztoku DAPI v 1ml PBS) 5 minut pfi pokojové
teploté. Po dalSim trojim oplachu PBS byly vzorky pripraveny k mikroskopii.
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IV. Vysledky a diskuse

8 Testovani nanovlaken z electrospinningu

Nejprve byly provedeny in vitro testy na vzorcich nanovlaken vytvorenych
metodou electrospinning na stroji Nanospider (16 % roztok PCL, M= 45 000, ve
smési chloroformu a ethanolu v poméru 9:1, rychlost zvlaknovani 10 mm/min) a
nasledné potazenych rdznou vrstvou polypyrrolu. Pro zjisténi optimalni vrstvy
polypyrrolu byly testovany vzorky pripravené za stejnych podminek (cas, teplota)
v polymeracnich roztocich o rlznych koncentracich pyrrolu: ci1=0,005 mol/],
c2= 0,01 mol/], cz3= 0,02 mol/l. Podle téchto koncentraci byly vzorky oznaCovany
(viz Obr. 8.1-1).

Pfi testovani byla pouZita nanovlakna z vyroby TUL a nasledné opatrena

vrstvou polypyrrolu od Ing. Jana Lukaska (NTI).

8.1 Morfologicka analyza viaken
Hodnoty namérené v programu NIS Elements byly dale zpracovany

v programu EXCEL.

Obr. 8.1-1 SnimKky SEM pouzitych materiald, méritko odpovida 5 pm
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Graf 8.1-4 Histogram priméru vlaken PCL Ppy 0,02
Tabulka 8.1-1 Namérené praméry vlaken
B oL Minimalni primeér Maximalni pramér
Material Primér vlaken [um]
[um] [um]
PCL 0,25+0,12 0,12 0,83
PCL Ppy 0,005 0,24 0,13 0,11 0,98
PCL Ppy 0,01 0,29 £ 0,07 0,18 0,71
PCL Ppy 0,02 0,34+ 0,08 0,21 0,72
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Graf 8.1-5 Priiméry vlaken materiali: (1) PCL, (2) PCL Ppy 0,005, (3) PCL Ppy 0,01, (4) PCL Ppy 0,02

Z grafu je patrné, Ze se primeérem lisi od plivodniho materidlu 1 materialy 3 a
4. Vrstva polypyrrolu tedy ovliviiuje primér nanovlaken.

Pfi pozorovani materiali pomoci SEM byly na povrchu vzorki zjevné shluky
polypyrrolu. Cim vy$$i byla koncentrace polymera¢niho roztoku pii piipravé
materiall, tim vice shlukd se na materidlu objevovalo. Tyto defekty by mohly
branit bunécné proliferaci a mechanicky se uvoliiovat. Pro dalsi testovani by bylo
vhodné pokusit se najit zptisob, jak eliminovat defekty a vytvorit na vlaknech
homogenni vrstvu polypyrrolu.

Vrstva na materialu 4 (PCL Ppy 0,02) je prilis silnd a pii manipulaci se vzorky
se drolila. I pri opatrné manipulaci s materidlem se vydroluje polypyrrolovy
prasek. Poté, co tento material proSel procesem bunécného testovani, se nékteré
vzorky dokonce rozpadly na dvé Casti. Jiz tento fakt mluvi proti pouziti zminéné

vrstvy za ucelem vyroby implantatu.

8.2 In vitro testovani

8.21 MTT test
MTT test byl proveden podle protokolu (viz 7.4). Pro kazdy testovaci den a
kazdy material byly pouZity 4 vzorky materialu osazeného bunkami (3T3 mysi

fibroblasty) a 1 vzorek neosazeny (NC).
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Bohuzel se ukazalo, Ze polypyrrol ovliviiuje vysledky testu - vydroluje se ze
vzorkl a barvi roztok. Po odeCteni hodnoty absorbance negativni kontroly byly
vysledky irelevantni, proto neni mozZné je pouZit (graf viz priloha A).

Pro vyhodnoceni mnozstvi bunék by bylo vhodné pouZit jiné metody, napf.

fluorimetrické stanoveni mnozstvi DNA.

8.2.2 Fluorescenéni mikroskopie

Vzorky byly barveny pomoci DAPI dle protokolu (viz 7.6.1).

Obrazek A-1 Snimky vzorkii obarvenych DAPI; méritko odpovida 100 pm - Fadky: material (PCL; PCL Ppy
0,005; PCL Ppy 0,01; PCL Ppy 0,02), sloupce: testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den, 14. den)

Snimky z 1. dne ukazuji, jak bunky adheruji na jednotlivé materialy -
polypyrrol adhezi napomaha. Snimky zdalSich dni dokumentuji bunécnou
proliferaci. Je patrné, Ze na rozdil od ostatnich materiali PCL Ppy 0,02 bunécny
rist inhibuje, tudiZ neni pro ucely této prace vhodny. Ostatni materialy proliferaci

podporuji, ackoli nékteré zabéry mohou byt v tomto sméru matouci (3d PCL Ppy
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0,005 a 7d PCL Ppy 0,1). JelikoZ se nejedna o tentyz vzorek, ale kazdy testovaci den
byl pouzit jiny vzorek (a¢ stejného materidlu), mohou vzniknout takovéto

odchylky. Jako nejvhodnéjsi se pro ucely prace jevi PCL Ppy 0,01 a PCL Ppy 0,005.

8.2.3 SEM

Obrazek A-1 Snimky SEM, méritko odpovida 50 pm - radky: material (PCL; PCL Ppy 0,005; PCL Ppy 0,01;
PCL Ppy 0,02), sloupce: testovaci dny (1. den, 3. den, 7. den, 14. den)

Prvni testovaci den nejsou buriky na testovanych materialech vidét, zietelné
jsou na snimcich SEM az vrstvy bunék. Na snimcich ze tretiho dne jsou jiz zietelné
malé plochy bunéc¢nych vrstev, material PCL Ppy 0,005 je porostly podstatné vice.
Sedmy den je patrna rostouci vrstva bunék na nanovldknech. Pouze na PCL Ppy

0,02 nebyly bunky viditelné. Na snimcich ze ctrnactého dne jsou u vétSiny
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materialli vidét vrstvy bunék zaujimajici témér celou plochu. Material PCL Ppy 0,02

je porostly pouze ostriivkovité.

Z vysledkl in vitro testd vyplyva, Ze nejlépe podporuji adhezi a proliferaci
materialy PCL Ppy 0,005 a PCL Ppy 0,01. Porovnavame-li tyto dva materialy mezi
sebou, jsou jejich vysledky srovnatelné. Proto byla k dalSimu testovani zvolena
koncentrace polymeracniho roztoku c= 0,01 mol/l. Provést testy sobéma

koncentracemi nebylo mozné pro nedostatek materialu i z casovych diivodd.
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9 Vyroba vlaken metodou drawing a jejich testovani

9.1 Vyroba viaken PCL metodou drawing

Cely mikromanipulator je ovladan programem z pripojeného pocitace. Po
zapnuti stroje i veSkerého prisluSenstvi je nutné propojit pocitaC s ovladacim
zafizenim mikromanipulatoru. DalSim krokem bylo manualni nastaveni
pocatecniho bodu zvlaknovani. Délka trajektorie je zapsana v ovladacim programu,
ale umisténi jehly do vhodné vysky a pozadovaného bodu bylo provedeno
manudlnim polohovanim v ovladacim programu. Posun vpied a vzad byl
realizovan posunem celé podloZzni desky. Jehla by méla smétovat kolmo k podloZce
a lehce se ji dotykat, pocatek by mél byt zvolen tak, aby byly drzaky umistény
uprostied trajektorie.

Po nastaveni os byl pripraveny polymer pienesen do stiikacky s kénickou
davkovaci jehlou a pistem ovladanym davkovaci pumpou. Diky ni bylo moZné
davkovat ur¢ené mnozstvi polymeru predem nastavenym impulzem o zvoleném
tlaku a dobé trvani. Spravné nastaveni je nutné experimentalné otestovat, polymer
nesmi ze strikacky samovolné vytékat, ale zaroven musi byt vytlaCeno dostate¢né
mnozstvi pro vytvoreni kapky. V tomto pripadé se osvédcil tlak 1,4 baru a impulz
délky 0,8 s. Do desky byly upevnény drzaky vlaken a znovu zkontrolovano
umisténi jehly, aby byla vlakna umisténa u kraje krouzku, ale omezilo se jejich
odlétani ven.

Po odjisténi kontrolniho panelu bylo moZné zapnout prvni cyklus tazeni
vlaken. Nacasovani davkovani polymeru bylo manualni, v kazdé tvrati bylo nutné
zmacknout tlacitko, aby byla kapka polymeru vzidy nova a dosahlo se stejnych
vlastnosti roztoku pro kazdé vlakno. Mikromanipulator zvlaknuje po sériich
Citajicich 50 vlaken, poté se vZdy zastavi a je nutné spustit dalsi sérii. V této praci
byly pouzity vzorky obsahujici v kazdém drzaku 10x50 vlaken, drzak byl po kazdé
sérii posunut o 0,75 mm.

Po skonceni posledni série byla vlakna k drzakiim ptipevnéna krouzky, které
udrZi vldkna napnutd. Nakonec byla vlakna mezi jednotlivymi drzaky prerusena a

pripravena k dalSimu testovani.
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Obrazek A-1 Drzaky s vlakny PCL (bilé) a PCL s vrstvou Ppy (¢erné)

9.2 Potazeni viaken polypyrrolem

Pro potahovani vldken z drawingu byla pouZita jiZ jen jedna koncentrace
polymeracniho roztoku, a sice c= 0,01 mol/l, kterd se dle vysledkl z prvniho
testovani zdala byt nejvhodnéjsi.

Nejprve bylo nutné precistit pyrrol, jelikoZ dochazi kjeho samovolné
polymeraci. To bylo provedeno destilaci za sniZzeného tlaku (t,= 80 °C pfri
p=100 mbar) dostatecné dlouhou dobu, aby bylo najimano potfebné mnozZstvi
pyrrolu.

Nejprve bylo do kadé s vlakny na drzakach vlito 300 ml methanolu s 347 pl
pyrrolu a ponechdno 30 minut na magnetické michacce dikladné promichat pri
otackach cca 100 rpm. Ve 200 ml destilované vody bylo rozpusténo 1,865 g
chloridu Zelezitého a 951 mg monohydratu kyseliny p-toluensulfonové a ptridano
k roztoku methanolu s pyrrolem. Lazen byla ponechana na michacce 3 dny.

Poté byl polymera¢ni roztok slit a vldkna byla oplachnuta nejdrive
destilovanou vodou, poté methanolem a tento postup byl jesté trikrat opakovan.
Poté byly prebyte¢né shluky polypyrrolu rozruSovany ultrazvukem a opét byl
opakovan oplach destilovanou vodou a methanolem. Nakonec byly vzorky
oplachnuty destilovanou vodou a vysouSeny nékolik dni v exsikatoru (vysousedlo:
NaOH).
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9.3 Morfologicka analyza viaken

Obr. 9.3-1 Snimky SEM materialt vyrobenych drawingem, méritko odpovida 100 pm

15
2 10
o
s
>8 5
O — T T |l'l'.| T T T T T 1
5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 Dalsi
Primér vlaken [um]
Graf 9.3-1 histogram primeéru vlaken PCL
15
17
g 10
s
3 2
O .
3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 Dalsi
Primér vlaken [um]

Graf 9.3-2 Histogram priméru vlaken PCL Ppy

Tabulka 9.3-1 Namérené praméry vlaken

Minimalni primér Maximalni primér
Material Prameér vlaken [um]
[um] [um]
PCL 12,4 +4,1 5,5 24,9
PCL Ppy 12,1+5,2 3,0 29,8
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Graf 9.3-3 Pruméry vlaken materialti: (1) PCL, (2) PCL Ppy

Vysledky ukéazaly, Ze se materidly priimérem vyrazné neli$i. Vrstva
polypyrrolu ma zjevné takovou tloustku, Ze ovlivni rozméry vldken priméru
stovek nanometrd, ale v porovnani s radové mikrometrovym priimérem ma vrstva
zanedbatelné rozméry.

Metodou drawing lze zatim vytvaret spiSe vldkna mikrometrova, nez
nanovlakna. V priibéhu procesu taZeni se neda tloustka vlaken prilis ovlivnit. Je
vSak otazkou, jak by vlastnosti vlaken ovlivnily zmény rtiznych podminek - napf.
atmosféry (zvlaknovani v parach rozpoustédla), teploty, molekulové hmotnosti
polymeru. Tyto pokusy by mohly byt souc¢asti dalSiho testovani.

Ani u materialu z drawingu se nepodafrilo zabranit tvorbé shluki polypyrrolu
(viz ptiloha D) a jeho vydrolovani z vldken. To by mohl byt problém pii vyrobé
implantatu, proto je treba najit zplsob optimalizace podminek procesu

polymerace, aby se dala vytvorit homogenni vrstva polypyrrolu na vlaknech.

9.4 In vitro testovani

941 MTT test
Test byl proveden podle postupu (viz 7.4) srozdily v mnozstvi pouzitych
roztokli. Celkem byl pouzit 1 ml ke kazdému vzorku se zachovanim poméru 3:1

média a MTT. TaktéZ IPA byl pro rozpusténi formazanu pouzit 1 ml.
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Kviili vydrolovani polypyrrolu ze vzorki byly roztoky z jamek prepipetovany
do mikrozkumavek a centrifugovany pfi 4000 rpm 6 minut, aby pritomny
uvolnény polypyrrol neovliviioval vysledky testu.

JelikoZ je spektrofotometr kalibrovany na objemy 200 pl, byly stoCené
roztoky preneseny do 96 jamkové desticky a absorbance byla zmérena dle
protokolu. Pri zpracovani byly hodnoty vynasobeny pétkrat.

Tento postup se priliS neosvédcil, jelikoZ plocha vlaken je pomérné mala a
vzorky tedy priliS nafedény. Koncentrace formazanu byla na spodni hranici
detekéniho limitu a vysledky tim mohou byt silné ovlivnény, proto nebyly pouZity

(graf viz priloha B).
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9.4.2 Fluorescenc¢ni mikroskopie
Pro fluorescencni mikroskopii bylo vyuzito barveni bunécnych jader
propidium jodidem a také barveni aktinovych vldken phalloidinem konjugovanym

s FITC a bunécnych jader DAPI dle protokoli (viz 7.6).

id PCL Ppy

Obr. 9.4-1 Snimky bunéénych jader 3T3 mysich fibroblastii barvenych propidium jodidem, méritko
odpovida 100 pm - radky: testovaci dny (1. den, 7. den, 14. den), sloupce: material (PCL; PCL Ppy)
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Obr. 9.4-2 Snimky bunék barvenych phalloidinem - FITC (aktinova vlakna - zelena) a DAPI (jadra -
modra), méritko odpovida 100 pm - radky: testovaci dny (1. den, 7. den, 14. den), sloupce: material (PCL;
PCL Ppy)

Ze snimkd z 1. dne je patrné, Ze bunky lépe adheruji na material s vrstvou
polypyrrolu. Proliferace také probiha lépe na potaZeném materialu, bunky pii
ristu kopiruji orientaci vlaken a 14. den jiz prerastaji z jednoho vlakna na druhé a
tvori vrstvy poristajici celé snopce vlaken.

Tyto vysledky bohuzel nelze z vyse uvedenych diivoda potvrdit testem MTT a
bylo by dobré pro potvrzeni vhodnosti materialu pouZzit jinou metodu vyjadrujici

mnozstvi bunék, napft. fluorimetrické stanoveni mnozstvi DNA ve vzorcich.
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9.4.3 SEM

radky: testovaci dny (1. den, 7. den, 14. den), sloupce:

Obr. 9.4-3 Snimky SEM, méritko odpovida 50 pm

material (PCL; PCL Ppy)
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Snimky SEM potvrzuji hypotézu o lepsi adhezi bunék na vrstvu polypyrrolu
oproti samotnému PCL. Na snimcich ze 7. dne jsou na vlaknech PCL jiz patrné
rostouci bunky, které zacinaji vytvaret malé oblasti vrstev mezi vlakny, na
vlaknech potaZenych polypyrrolem jsou pri bliZzSim pohledu na stfed snimku jiz
patrné veétsi vrstvy bunék preristajici vice vlaken najednou. Zaroven si na
okrajovych vlaknech mizeme vSimnout shlukd polypyrrolu (defekty z pripravy
povrchové vrsty). Na snimcich ze 14. dne jsou viditelné vrstvy bunék na obou
materialech.

Na vlaknech téchto rozmeéri jsou buiiky Spatné patrné, viditelné jsou az vétsi

plochy porostlé bunikami. Detailni snimky viz priloha C.

VysledKy in vitro testovani ukazuji, Ze vrstva polypyrrolu podporuje adhezi a
proliferaci bunék. Bunky porftistaji jednotliva vldkna a kopiruji jejich orientaci.
Namétem pro dalsi zkoumani muiZe byt napriklad vliv priméru jednotlivych vlaken
na adhezi a proliferaci bunék, jsou-li vhodnéjsi vlakna nanometrova, s primérem

v radech jednotek mikrometri ¢i desitek mikrometrd.
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V. Zavér

Cilem prace byla vyroba a in vitro testovani dil¢ich soucasti nosice
vyvijeného za ucelem lécby miSnich 1ézi.

Vtéto praci byly zkoumany dva druhy materdlG: nanovldkna vyrobena
metodou electrospinning a nasledné potaZend tfemirtzné silnymi vrstvami
polypyrrolu a orientovand mikrovldkna vyrobena metodou drawing a poté také
opatiend vrstvou polypyrrolu. Pfi zkoumani morfologie vzorki bylo zjiSténo, Ze
vrstva polypyrrolu ovliviiuje priméry nanovlaken, proti mikrovlaknim ma vSak
zanedbatelné rozméry. Dale bylo zjiSténo, Ze se na vlaknech tvoii nezadouci shluky
polypyrrolu, jeZ by bylo vhodné optimalizaci procesu vyroby polypyrrolové vrstvy
eliminovat. Prilis velka vrstva polypyrrolu také zpusobuje kiehkost materidlu a
nachylnost k droleni, proto neni pro vyrobu scaffoldu vhodna.

In vitro testy za pouziti 3T3 mysich fibroblast byly provedeny nejdiive na
nanovlaknech. Soucasti in vitro testl byl test viability bunék (MTT test), rastrovaci
elektronova mikroskopie a fluorescentni mikroskopie. BohuZel se ukazalo, Ze
vydrolujici se polypyrrol vyrazné ovliviiuje vysledky MTT testu, proto nebylo
mozné vysledky pouzit a pro dalSi testovani je vhodné najit jinou metodu
stanoveni mnoZstvi bunék na materialu. Vysledky jsou vyvozovany hlavné ze
snimki z elektronové a fluorescen¢ni mikroskopie. Na zakladé vysledki in vitro
testd byla vybrana jedna vrstva polypyrrolu, jeZ byla pouzita v dalsi ¢asti prace.

Nasledné byla metodou drawing vyrobena orientovana mikrovlakna a
potaZena vrstvou polypyrroluy, jez se osvédcila v predchozi ¢asti prace. Vlakna byla
poté rovnéz podrobena in vitro testovani s butikami 3T3. Kvili vySe zminénym
komplikacim pfri realizaci MTT testu byly vysledky opét vyvozovany z mikroskopie.

In vitro testy ukazaly, Ze vrstva polypyrrolu podporuje adhezi a proliferaci
bunék, priliS silna vrstva ale proliferaci inhibuje. Buiiky rostou i na jednotlivych
vldknech a kopiruji jejich orientaci. Tyto vysledky potvrzuji hypotézu o
orientovanych vlaknech jako soucasti scaffoldu s icelem vést bunky a usnadnovat
jejich orientaci.

Dalsi fazi vyzkumu bude vyroba scaffoldu jako celku a in vitro testovani za
pouziti nervovych bunék. MoZnym pokracovdnim mohou byt i testy vlivu
elektrické stimulace na rlst nervovych bunék, osazeni scaffoldu kmenovymi

burikami ¢i funkcionalizace polypyrrolové vrstvy k podpoteni bunécné proliferace.
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VII. Prilohy
A Vysledky testu MTT vlaken z electrospinningu
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Graf A-1 Porovnani absorbance u vzorkii PCL potaZenych polypyrrolem po odecteni absorbance
negativni kontroly

B Vysledky testu MTT vlaken z drawingu
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Graf B-1 Porovnani absorbance u vzorku orientovanych vlaken potaZenych polypyrrolem po odecteni
absorbance negativni kontroly
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C Detailni snimky SEM orientovanych viaken

Obr. C-1 Detailni snimky SEM orientovanych vlaken, méritko odpovida 20 pm - radky: testovaci dny
(7. den; 14. den), sloupce: material (PCL; Ppy)
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D Defekty viaken

Ted

Obr. D-1 Defekty na orientovanych vlaknech, méritko odpovida 20 pm - Na tomto snimku jsou viditelné
defekty vzniklé pfi tazen{ vlaken, nezadouci shluky polypyrrolu i buriky 3T3 rostouci na vlaknech.
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