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ABSTRAKT

Vyskyt chronickych ran v populaci se celosvétoveé zvysuje a ma silny ekonomicky dopad.
Proto je nutné vyvijet efektni materialy pro jejich 1é¢bu. Cilem této diplomové prace je
pfiprava polypyrrolovo-alginatovych hydrogelt urenych pravé na kryti ran. Alginatové
hydrogely jsou pomérné jednoduché, dostupné a levné struktury, které jsou vhodné i jako
nosiCe aktivnich latek. Kryty ran museji vSak spliiovat rtizné biologické a fyzikalng-
chemické aspekty jako je biokompatibilita, netoxi¢nost, bioadheze, podpora bunécné
migrace, ale také reologické vlastnosti aj. Proto je prakticka cast této prace zaméfena na
testovani cytotoxicity pomoci ISO 10 993, scratch assay, ale také reologie a UV-Vis

spektrofotometrie.

Kli¢ova slova: alginat, hydrogel, biokompatibilita, hojeni ran

ABSTRACT

The incidence of chronic wounds in the population is increasing worldwide and has a major
economic impact. It is therefore necessary to develop effective materials for their treatment.
The aim of this thesis is to prepare polypyrrole-alginate hydrogels for use as wound
dressings. Alginate hydrogels are relatively simple, affordable, and cheap structures that are
also suitable as carriers of active substances. However, wound dressings must fulfil several
biological as well as physical-chemical aspects such as biocompatibility, nontoxicity,
bioadhesion, the ability to support cell migration, but also rheological properties, etc.
Therefore, the practical part of this thesis focuses on cytotoxicity testing using ISO 10 993,
scratch assay, but also rheology and UV-Vis spectrophotometry.

Keywords: alginate, hydrogel, biocompatibility, wound healing
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UvVOD

Lidské t€lo je dynamicky systém a dochézi v ném k neustalé komunikaci jednotlivych casti
mezi sebou, a proto pfi zkoumani jedné ¢asti je Casto potieba vzit v diiraz 1 vSechny jeji
interakce. Klize jakozto nejvétsi organ téla neni pouze ochrannou bariérou, ale md mnohem
komplexnéjsi funkci interagujici s vnitinim 1 vn&j$im prostiedim. Je nutno ji dikladné
chranit. V piipad¢ jakéhokoliv poranéni je v dnesni dob¢ jiz spoustu riznych biomateriali,
které¢ lze pouzit k tomu, aby byla chranénd a co nejrychleji zocelena. Tim muze byt
1 obycCejna naplast, nicmén¢ tato prace se zajima o trosku specifickou verzi néplasti, nez
jakou ji zndme, a to konkrétné o hydrogelové kryti. Hydrogely jsou 3D struktury, na které
se mohou navdazat aktivni farmakologické latky anebo samy o sobé mohou chranit poranénou
kGzi pted proniknutim mikroorganismii do téla, dalSim mechanickym nebo jinym
poskozenim. Od hydrogelt jsou vyzadovany specifické biologické a fyzikalné-chemické
vlastnosti; mély by byt biokompatibilni, netoxické, antibakterialni, mély by mit specifické
reologické vlastnosti apod. Zejména pro tyto vlastnosti jsou zkoumany hydrogely ptirodniho
puvodu jako napf. chitosanové nebo algindtové. Alginatové hydrogely jsou zkoumany také
kvili tomu, Ze jsou pomérné levné a jednoduché na ptipravu. Casto se struktury jako alginat
a chitosan také kopolymeruji nebo situji, aby bylo dosdhnuto lepsSich fyzikalné —
chemickych vlastnosti, popt. biologickych. Pfi zkoumani biologickych charakteristik je
potieba zohlednit strukturu kiize a typ poranéni v zavislosti na daném hydrogelu a jeho
vlastnostech. Jedny ze zakladnich biologickych testovani miize byt cytotoxicita hodnocena
napt. pomoci MTT assay, simulace rany a migrace bunck v ptitomnosti hydrogelu do mista

poskozeni pomoci scratch assay apod.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KUZE JAKO NEJVETSI ORGAN LIDSKEHO TELA

Kiize je nejvétsim organem téla a pokryva cely jeho vnéjsi povrch. Slouzi predevsim jako
primarni bariéra proti okolnimu prostiedi. Sklada se z riiznych molekul, jako jsou lipidy,
proteiny, ale také voda, mineraly aj. Mezi jeji funkce patii napt. regulace teploty, ochrana
pted ultrafialovym (UV) zafenim, patogeny, mikroorganismy apod. Kiize hraje také roli
v imunologickém ohledu, smyslovém vnimani a udrzovani homeostdze obecné. Je také
vysoce adaptabilni, diky cemuz se dokaze piizpisobovat pohybu a rliznym tvarim. Zaroven
ma rdznou tloustku v zavislosti na mist¢ vyskytu. Stim také souvisi jeji rtzné

specializované funkce, které se 1i8i na riznych castech téla. [1, 2]

1.1 Funkce kuze

Jak jiz bylo zminéno, hlavni funkce klize pro organismus je ochrannd — jako primarni bariéra
chrani organismus proti mikroorganismiim, dehydrataci, UV zafeni a mechanickému
poskozeni. Dale obsahuje buiiky, které umi rozpoznat zménu teploty, dotek, bolest anebo
pusobeni tlaku. Podili se také na pohybu a endokrinnich procesech spojenych s tvorbou
vitaminu D, ktery je zasadni k absorpci vapniku, ktery se podili na tvorb¢ kosti a chrupavek.
Vykazuje exokrinni aktivitu — uvoliiovani vody, mocoviny nebo amoniaku. Dale kize
vylucuje produkty jako kozni maz, feromony a vykonava jiné imunologické funkce
vyluc¢ovani bioaktivnich latek jako jsou cytokiny a pomdhd k rozvoji imunitniho systému
proti patogentim. V neposledni fadé€ se podili na termoregulaci uchovédvanim ¢i uvoliiovanim
tepla a pomahé udrzovat vodni a homeostatickou rovnovahu téla. Po vystaveni slune¢nimu

zateni ma kize schopnost syntetizovat vitamin D [1, 2]

1.1.1 Syntéza vitaminu D3

Syntéza vitaminu D je velmi dilezitad funkce ktze, a to pfedevsim kvuli tomu, Ze jeho
nedostatek ma mnoho negativnich dopadl na na$ organismus. Hypovitamin6za vitaminu D
zahrnuje problémy, jako jsou deprese, inava, slabost kosti, oslabend imunita a pomalé hojeni
ran. Pfi pobytu na slunci se vysokoenergetické UV zafeni (vlnova délka mezi 290-315 nm)
dostava skrz epidermis a fotolyzuje provitamin D3 (7dehydrocholesterol) na previtamin D3.
Jakmile je zformovan previtamin D3, postoupi termaln¢ indukovanou izomeraci na vitamin
D3 anebo je fotolyzovéan na lumisterol a tachysterol. Proces izomerace z previtaminu D3 na
vitamin D3 trv4 okolo 2 az 3 dntli. Melanin, ktery je zodpovédny za zbarveni kiize soutézi

s provitaminem D3 o UV zafeni a limituje tedy fotolyzu na previtamin D3. Nicméné neni
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hlavnim faktorem omezeni excesivni syntézy vitaminu D3. Druhymi produkty previtaminu
D3 jsou lumisterol a tachysterol. K jejich tvorbé dochazi, jelikoz previtamin D3 je
fotolabilni, a to je také diivodem, proc se ho netvoii vice nez 10-20 % z celkové koncentrace
provitaminu D3. Faktory jako vék, pouzivani opalovacich krémt, rocni obdobi, ¢as dne a

obsah melaninu ovliviiuji celkovou syntézu vitaminu D3. [1, 2, 3]

1.2 Anatomie kuZe a jeji embryonalni piivod

Ktze se sklada ze tii zakladnich vrstev — vnéjsi epidermis neboli pokozka, prostiedni dermis
jinak pojmenovavana jako Skara a nejspodnéjsi Tela subcutanea — podkozni vazivo zvané

také jako hypodermis (obrazek 1). [1]

1. Pokozkaneboli epidermis je nejsvrchnéjsi vrstvou kiize, kterd slouzi pfedevsim jako
primdrni bariéra a piispiva k zabarveni kize. Embryologicky se epidermis vyviji
z ektodermu. Epidermis se v mistech, kde je kiize hrubsi jako jsou napt. dlang, dale
déli do 5 vrstev — Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum
lucidum a Stratum corneum. Na jinych mistech na téle, kde je kiize méné hruba se
obvykle vyskytuji jen 4 vrstvy bez Stratum lucidum. Toto rozdé€leni urcuje stupen
keratinizace u nejhojnéji zastoupeny bunek v pokozce, a to u keratinocytii. Mezi dalsi
vyznamné buiky v kizi patii melanocyty — ty produkuji pigment melanin, ktery
Obsahuje také Langerhansovy butiky jako soucast imunitniho systému a Merkelovy

neuroendokrinni buniky. [1, 4]

2. Dermis — Skara, se nachazi pod epidermis, od které je oddé€leni skrze bazalni
membranu. Vyvinula se zmezodermu a je sloZzena z pojivové tkdné, vlasovych
folikulti, krevnich cév, lymfatickych cév a potnich Zldz. Dermis se na rozdil od
epidermis déli pouze na dvé dals§i vrstvy — papilarni a retikuldrni dermis. Mezi
bunééné typy zastoupené v dermis patii piedevsim fibroblasty produkujici kolagen a

elastin. Dale pak mastocyty, histiocyty ¢i lymfocyty. [1]

3. Nejspodngjsi vrstvou je podkozni vazivo nebo také hypodermis, ktera je slozena
z tuku a pojivové tkan€ a pochazi z ektodermu. Hypodermis umoziiuje spojeni klize
s podkladem, tedy s hloubé¢ji ulozenymi tkdnémi jako jsou organy, svaly nebo kosti.
Diky hojnému zastoupeni adipocytl - tukovych bunék, funguje také jako zadsobarna

energie. [1]
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Obrazek 1 Zjednodusena struktura anatomie kiize
Na plnéni funkce klize se podileji riizné bunécné typy, které nas nejveétsi organ obsahuje.
Jejich zastoupenti se 1i8i v zavislosti na konkrétnich vrstvach kiize. Dale jsou popsany nejvice

zastoupené bunécné typy. [1,4]

1.2.1 Keratinocyty

Minimaln€ 80 % keratinocytl epidermis jsou vyvinuty z ektodermu. Proces diferenciace
probiha pii migraci bunék ze Stratum basale smérem k svrchnim vrstvam, jehoZ disledkem
je keratinizace. Keratinizace je proces béhem, kterého bunky prochazi nejprve syntetickou a
nasledn¢ degrada¢ni fazi. V syntetické fazi se buniky nabaluji cytoplasmickou zasobou
keratinu. Keratin je fibrézni protein v alfa-helixovém prostorovém uspotadani, jehoz svazky
vladken konverguji a konci tvorbou desmozomli — bunéénych spoji. Nasledné behem
degradacni faze keratinizace se ztraci obsah bunck a konsoliduje se do smési vldken a
amorfnich bunéénych obald. Bunka je nakonec zndma jako rohovita tzv. korneocyt.
Keratinocyty maji aktivné propojené cesty s imunitnimi buikkami béhem hojeni ran, k cemuz

napomahaji signaliza¢ni proteiny (cytokiny a chemokiny) a extracelularni vezikuly aj. [4, 9]

1.2.2 Melanocyty

Melanocyty jsou dendritické, pigment-syntetizujici buniky vyvinuté z neurdlni liSty (Gtvar
vnikajici v pribéhu 3. tydné¢ embryonalniho vyvoje pfi procesu tvorby nervové trubice).
Vyskytuji se hlavné v bazalni vrstvé. Nicméné, ¢im vySe se vyskytuji, tim spiSe mohou
navazat kontakt s keratinocyty, netvofi s nimi vSak bunééné spoje (obrazek 2). Melanocyty

jsou zodpovédné pievazné za tvorbu melaninu a jeho pfenosu ke keratinocytim. Melanin je
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produkovan v kulatych, membranovych organeldch nazyvanych melanozomy skrze fadu
receptorové zprostiedkovanych, hormonalné stimulovanych a enzymaticky katalyzovanych
reakcich. Melanozomy jsou agregovany do membranovité spojenych melanozomovych
komplexii. U tmavsi kiiZze je tendence rychlejSiho uvolfiovani melanozomi z téchto
komplexti smérem ke keratinocytim nez u kize svétlejsi. Zvysend expozice UV zafeni
stimuluje melanogenezi, a tedy i zvySeni pfenosu melanozomi na keratinocyty. Nasledkem
tohoto procesu je nejen opaleni pokozky, ale také zvySeni schopnosti bunék absorbovat

svétlo a chranit tak genetickou informaci pfed Skodlivym zatenim. [4, 5]

Keratinocyty

Melanin
Melanozom
Melanocyt

Bunécné jadro

Obrazek 2 Propojeni mezi melanocyty a keratinocyty
1.2.3 Merkelovy buiiky

Merkelovy buiiky maji ovalny tvar, pomalu se pfizpiisobujici mechanoreceptor typu L., ktery
se nachazi v mistech s vysokou citlivosti, kterd je desmozomy spojena k bazilnim
keratinocytim. Merkelovy bunky se nachéazeji v prstech, rtech, v nékterych ¢astech dutiny
ustni a u vnéjSi kofenové pochvy vlasového folikulu. Nékdy jsou sestaveny do
specializovanych struktur, které jsou znamé jako dotykové disky nebo kopule. Relativné
malé¢ deformace prilehlych keratinocytd jsou dostatecnych podnétem k vylouceni
chemickych signala generujici akéni potencial v dostfedivém neuronu, ktery prenese signal
do mozku. Vysoka koncentrace Merkelovych bun€k napt. v koneccich prsti ma za nasledek

hustéji zaplnéna receptivni pole, a tedy i zvySenou hmatovou citlivost a rozliSeni. [4, 6]
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1.2.4 Langerhansovy burky

Langerhansovy builky jsou zahrnuty v riznych procesech imunitnich odpovédi T-bunék.
Pochazeji z kostni dien¢, odkud migruji do suprabazalni pozice v epidermis béhem zacatku
embryonalniho vyvoje a nésledné pokracuji v neustalé cirkulaci a znovu shromazd’ovanim
v epidermis. Buiiky maji stejné jako melanocyty dendriticky tvar a neformuji bunééné spoje
se sousednimi bufikami. Langerhansovy buniky musi rozpoznat a zpracovat rozpustné
antigeny nachazejici se v epidermis. Pokud je antigen vazédn na membranu, je pohlcen
endocytdzou a vytvari se bunécna granula. Obsah granuli je dale fagocytovan v cytoplazme
hydrolytickymi enzymy podobnymi tém, které se nahazeji u makrofagt. V prvni fazi zivota
jsou Langehansovy buiiky slabymi stimulatory T-bunék, ale jsou schopny pfijimat a
zpracovavat antigeny. Pozdéji, jakmile se buiika stane efektivnim aktivatorem T-bunégk, tak

se aktivace skrze kontakt s antigenem jiz nespusti fagocytozu, ale bunéénou migraci. [4, 7]

1.2.5 Epidermalni privésky

Kozni adnexa jsou seskupenim ektodermalnich ptivéskl, vcetné ekrinnich a apokrinnich
zlaz, kandlkl a pilosebaceoznich jednotek. Po zranéni jsou vSechny adnexalni struktury
schopné reepitelizace prostiednictvim migrace keratinocytl z adnexalniho epitelu na povrch
pokozky. Zejména pokozka obliceje a hlavy obsahuji vyS$i mnoZstvi pilosebaceoznich
jednotek, a proto v té€chto mistech dochazi k rychlejsi reepitelizaci nez jinych oblastech. [4,
8]
Typy epidermalnich ptivésku:
a. Ekrinni potni Zlazy — termalni regulace; nejhojnéji zastoupeny jsou na ploskach
chodidel a neyméné na zadech.
b. Apokrinni potni Zlazy — termalni regulace a vylucovani pachu; jsou zejména
v podpaznich jamkach a na rozdil od ekrinnich potnich Z14z nevystupuji na povrch
kaze
c. Apoekrinni potni zlazy — vyvijeji se v obdobi puberty a objevuji se také u populace
se zvySenou sekreci potu jinak znamou jako hyperhidroza.
d. Vlasové folikuly — maji mnoho biologickych vlastnosti jako napf. ochranna,

distribuce potnich Zlaz, psychosomalni v rdmci spolecnosti apod. Lisi se znacné

velikosti, tvarem v zavislosti na mist€¢ vyskytu, ale maji spole¢nou zakladni
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strukturu. Jiz béhem vyvoje plodu je stanoven pocet a distribuce pro dany organismus

a budouci fenotyp kazdého vlasu.

e. Mazové¢ zlazy — nachazeji se zejména na obliCeji a na hlave, ale jsou ptitomny skoro
na vSech mistech lidského téla. Obsahuji kapicky lipidi zndmé jako sebum

v cytoplasmé a jsou usporadany do segmentt u vlasového folikulu.

f. Nehty — chrani prsty, a tedy i citlivost v koneccich prstli a zaroven umoznuji
uchopeni malych predméti. Samotny nehet je slozen z matrix keratinocytti. Nehty
rostou v priméru o 0,1 mm denné, coz je zhruba 2x az 3x rychleji nez nehty na

nohou. [4, 8]
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2 ZRANENI KUZE

Zranéni kGize zpusobuji rany — biologické poskozeni tkané jako je ktize, ale také sliznice ¢i

organu. Radné CiSténi a zajiSténi radny je nezbytné pro prevenci infekce ¢i dalSiho

prohloubeni poskozeni. Existuje mnoho typil ran a dle toho mnoho druhti déleni, zde jsou

uvedené nékteré z nich. [9,10]

2.1 Typy ran

Podle hloubky poranéni:

1.

Nepenetrujici rany: Obvykle jsou vysledkem tupého poranéni nebo tieni s jinymi

povrchy; rdna nepronikd vSemi vrstvami kiize, ale jednd se o naruSeni jenom
povrchové vrstvy. Patii sem: odérky (oskrabani vnéjsi vrstvy ktize), trzné rany (rana
podobna slzam), pohmozdéniny (oteklé modiiny v disledku nahromadéni krve a
odumfelych bunék pod kizi), otfesy mozku (poskozeni organti a tkdné€ na hlave bez

vyrazného vnéj$iho poranéni)

Penetrujici rany: Vznikaji v disledku traumatu, které prorazi celou tloustku ktze;

sahajici az k podkoznimu vazivu a orgdniim a zahrnuje: bodna poranéni (trauma od
ostrych pfedmétd, jako jsou noze), fezy na kiizi, chirurgické rany (imyslné potezani
ktze za Gcelem provedeni chirurgickych zakroki), stfelnd zranéni (rany zplisobené

stielnymi zbranémi). [9, 10]

Podle podnétu zranéni:

a.

Tepelnd poranéni: Extrémni teploty, at’ uz horké nebo studené, mohou zplisobit

tepelné poranéni (jako jsou popéleniny, spaleniny od slunce a omrzliny)

Chemickéd poranéni: Vznikaji v disledku kontaktu nebo vdechnuti chemickych

materiald, které zptisobuji poskozeni ktize nebo plic.

Kousnuti a bodnuti: Kousnuti mohou pochézet od lidi, pst, netopyrt, hlodavci,

hadd, Stirh, pavoukt a klist'at. Pfi tomto typu ran je vysoké riziko zaneseni infekce

Elektrickd zranéni: Obvykle se vyskytuji povrchovymi popéleninami nebo

bodnutimi, které jsou sekundarni k priichodu vysokonapétovych elektrickych

vewvr

Reznd a trznd zranéni: Disledkem plsobeni externiho télesa a mechanické sily napf.

ostré predméty, hrany apod. [9, 10]
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Podle piivodu poranéni a délky léceni:

a. Akutni: Vznikd ndhle na zdravé kazi v disledku vnéjsiho vlivu. Napft. odérky, bodné
rany, popaleniny, puchyfe atd. Za ptredpokladu spravné péce se akutni rany hoji

obvykle pomémeé rychle, béhem dnt az tydni.

b. Chronickd: Sekundarné se hojici rana, kterd vzniké postupné, a i pfes adekvatni
terapii nevykazuje po dobu 6-9 tydnt tendenci k hojeni. Napf. bércové viedy,
diabeticka noha (tzv. gangréna), prolezeniny atd. Takovato rana ¢asto souvisi s jinym
onemocnénim, které naruSuje hojivé procesy, miize se jednat napi. o cukrovku.
Taktéz ale mohou chronické rany vznikat zanedbanou péci o akutni zranéni.

Chronické rany vétsinou vyzaduji specializovanou 1é¢bu. [10]

2.2 Hojeni ran

Hojeni je opravny proces, ktery nastava prakticky ihned po vzniku poSkozeni ktize. Jedna se
o komplexni systém bunéénych reakci, které se navzajem prolinaji. Hojeni muize byt
realizovano regeneraci a/nebo fibrézou. Regenerace je procesem, kdy probihd substituce
neboli nahrazeni patologické nebo poskozené tkané€. Oproti tomu fibrdza je nespecificka
forma hojeni, kdy se posSkozena tkan hoji a vytvoii se jizva. Jelikoz muze byt fibroza
povazovana za nedokonaly pokus obnoveni tkang, 1ze ji povazovat za patologicky jev. [9,11]
Jak bylo zminéno vySe, hojeni ran je komplexni proces sestavajici se z né€kolika se

prolinajicich sledt Podle Stojadinovic A. a spol. Lze rozdé&lit hojeni ran na 4 stadia:
1. Hemostdza a koagulace spojené s tvorbou provizorni matrix.
2. Zanét s naborem neutrofili a monocyta.

3. Proliferace a regenerace s tvorbou granulacni tkdn€ a obnovenim vaskularni sité a

reepitelizaci — v této fazi je rovnéz produkovan kolagen III.

4. Remodelace, ke které dochéazi od 21. dne az do 1 roku po zranéni — kolagen III. Je

zde nahrazen kolagenem I. [11]

Proces hojeni ran lze, ale rozdélit obecnéji pouze na 3 stadia (obrazek 3), kdy faze hemostazy

a zanétu byvaji spojené v jedno:
1. Zanétliveé stadium, aby se zranéni zamezilo a zabranilo infekci.

2. Prolifera¢ni stadium charakterizované tvorbou nové tkané.
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3. Stadium remodelace s reorganizaci extracelularni matrix.

Faze hojeni ran

Zanétlivé Proliferaéni Remodelaéni

Epidermis

Dermis

Fibroblast Q Makrofag ® €ervena krvinka

“ Y

Neutrofil oS Krevni desticka > Keratinocyt

Obrazek 3 Faze hojeni ran

2.2.1 Zanétlivé stadium

Tento proces je charakterizovan pfilivem krevnich bunék a vypuSténim cytokint
a mediatorti. Poranéni vede k naruSeni krevnich cév a nasledné k vyplaveni Cervenych
krvinek a dalSich krevnich komponentl. V této fazi dochazi ke koagulaci, coz je proces
procesu hojeni a koagulace jsou krevni desticky. Krevni desticky jsou stimulovany lokalné
tvofenym trombinem a fibrildrnim kolagenem. Prochéazi aktivaci, adhezi a agregaci.
Aminokyseliny prolin a hydroxyprolin, které jsou soucasti kolagenu determinuji pocatek
aktivace krevnich desticek. Mimo aktivaci jsou krevni desticky schopné také podminit
spusténi nékterych mediatori jako napi. ADP (adenosin difosfat), fibrinogen, fibronektin aj.
Fibrinogen a fibronektin pak spole¢né s trombospondinem slouzi jako ligandy k agregaci
krevnich desticek. Von Willebrandiv faktor dale napomahé adhezi desticek na fibrilarni
kolagen. V neposledni fadé vstupuje do reakce ADP a trombin, které spousti migraci dalSich
krevnich desticek smérem k poranéni. VSechny tyto reakce pak vedou k agregaci krevnich
desti¢ek a vytvoreni krevni srazeniny. Jsou také podstatné pro sekreci nékterych ristovych

faktort. [12, 13]
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Je nutné rovnéz zminit, ze proces koagulace je podminén dvéma hlavnimi kaskadami, které
vedou k formaci trombinu — enzymu, ktery mé& za nasledek pfeménu rozpustného

fibrinogenu na nerozpustny fibrin. [14]

Dalsi krevni komponenty pusobici v zanétlivém stadiu jsou leukocyty — bilé krvinky, které
jsou rovnéz pfitomny u ranéné tkané. Neutrofily, jeden z typl bilych krvinek, jsou prvni,
které se objevi u ranéného mista. Neutrofily spole¢n¢ s monocyty migruji do poskozené
oblasti na zéklad¢ chemotaktickych faktort, které jsou produkovany béhem koagula¢niho
procesu. Chemotaktické faktory mohou byt napt. fibrinopeptidy a rtzné jiné produkty
fibrinogenu. Jakmile jsou neutrofily v misté poranéni, tak integriny, které jsou na povrchu
neutrofili pomadhaji interakcim bunka-matrix, coz také pfispiva k imunitni podpote

neutrofild, tedy k fagocytoze a zabijeni bakterii. [15]

Monocyty jsou dale fenotypové pietvofeny tkdni na makrofigy, které také napomadhaji
vychytavani patologickych mikroorganismii a podporuji riistové faktory — cytokiny. Ty jsou

dalezité zejména k stimulaci buné¢né migrace a proliferaci. [12]

2.2.2 Proliferaéni stadium

V této fazi dochazi predevsim k rekonstituci kiize jako funkéni bariéry. Pii poranéni nejprve
reaguji keratinocyty migraci z volného okraje rany. Zhruba po 12 hodinach od poranéni se
epidermalni bunky zploStuji a tvori vybézky. Mezitim, co epidermalni buniky zacinaji
migrovat, proliferani potencial je potlacen. Matrix, ktera je tvofena z fibrinu, fibronektinu
a kolagenu usnadiiuje bunécnou migraci. Pro tu jsou také dalezité ristové faktory jako napf.
TGF-B. TGF-B je mediatorem, ktery reguluje bunéfnou migraci, stimuluje produkci
keratinocytl a inhibuje jejich proliferaci. Behem proliferacniho stadia dochdzi k vytvoreni
granulacni tkané, kterd je tvofena znovych kapilarnich cévek, které se vyviji v nové
vznikajici kolagenni matrix a akumulaci fibroblastl. Fibroblasty zde hraji podstatnou roli,
jelikoZ produkuji mimo jiné ECM a kolagen. Specializace na dany Ukon se pfisuzuje
fenotypizaci danou oblasti. Co se tyCe migrace, tak jsou fibroblasty schopny v tomto ptipadé
produkovat vysoké mnozstvi kolagenu, proteoglykant a elastinu, aby zajistily vznik dalsi
matrix. Ohledné proliferace — dafi se jim zejména v kyselém, mirn€ okysliceném prostredi.
Mimo jiné je kofaktorem k sitovani kolagenu vitamin C, a proto lidé s jeho deficitem maji

problém s hojenim ran. [12, 16]
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2.2.3 Stadium remodelace

Tteti a posledni stadium bunécné reparace je charakterizovano uklddanim materialu matrice
a jeho naslednou zménou v ¢ase. Makromolekuly jako fibronektin, kyselina hyaluronova,
proteoglykany a kolagen slouzi béhem regenerace jako scaffold pro bunécnou migraci a
podporu tkané. Ulozeni a remodelace extracelularni matrix je dynamickym procesem.
I dlouho poté, co je rana zahojena se stale d&ji procesy, které jsou diisledkem poranéni. Napf.
celkové mnozstvi kolagenu se navysuje v prvnich chvilich procesu hojeni a nabyva maxima
okolo 2-3 tydni od poranéni. Dochazi také ke zménam typu kolagenti, kdy kolagen III., ktery
je syntetizovan fibroblasty béhem proliferacni faze, se ptiblizn¢ po roce méni na kolagen 1.

Dalsi komponenty jako napt. obsah vody a glykosaminoglykanti se v ¢ase snizuje. [12, 17]

Féze remodelace se miize prodlouzit az na dobu 1 roku, n€kdy i vice. BEhem této doby cely
proces rozpadu matrice rany matrixovymi metaloproteinas a syntézy nové ECM reguluji
fibroblasty. Tento pomaly proces zvySuje pevnost rany v tahu, ale tkan jizvy nikdy nema vic
jak 80% pevnosti nezranéné tkan¢. Obcas muze béhem procesu dojit k nerovnovaze, coz ma

za nasledek tvorbu abnormalni tvorbu jizev jako jsou hypertrofické nebo keloidni jizvy. [18]
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3 TYPY OBVAZU NA KRYTI RAN

Typ obvazu na kryti ran je vybiran podle typu, hloubky, umisténi, rozsahu poranéni, dale
pak podle objemu vymésku a rozsahu infekce. Tradi¢ni obvaz na kryti ran jako napf.
bavinikova bandaz nebo obvaz jsou schopny pohltit vlhkost z rany, coz vysuSuje povrch
rany, a ndsledné zpomaluje rychlost holeni a miize tak zptsobit bolest pfi oddélavani obvazu
a odstranéni nove vytvorené tkan¢. Naproti tomu polymerni filmy, pény a gely mohou zajistit
optimalni podminky pro hojeni ran. Aby byl zvolen spravny typ obvazu na danou rany je
potieba definovat, jak by m¢l idedlni obvaz rany vypadat a jaké by mél mit charakteristiky.
Mokré obvazy jsou schopny zrychlit proces hojeni rany oproti suchym obvaziim. Obnovena
ktze bez zanétu a tvorby jizev miiZze probihat pouze ve vlhkém prostiedi. Dale by pak ideélni
obvaz mél: kontrolovat vlhkost v okoli rany, eliminovat exsudaty (vymésky), regulovat
vyménu plynti, byt antibakterialni, snizovat povrchovou nekrézu, mechanicky chranit, byt
snadno vyménitelny, biokompatibilni, biodegradabilni, elasticky, netoxicky, napomahat od

bolesti a byt cenové piijatelny. [19,20]
Obvazy na kryti ran se klasifikuji na tradi¢ni, biomaterialové, bioaktivni a interaktivni.

a. Tradi¢ni neboli pasivni — pouzivaji se zejména k ochran¢ pied kontaktem s okolim
a zastave krvaceni. Napft. bavinikové obvazy, kompozitni gaza-bavlna obvazy. Jsou
charakteristické svoji vysokou absorpéni kapacitou. Nicméné muze zpusobit
krvaceni, neni zde dobrd vymeéna plynil s okolim a pfi odstraiovani mize poskodit

nove vznikajici epitel. Unik exsudatti mtize vést k bakteridlnim infekcim.
b. Obvazy Zivo¢iSného ptivodu — napt. alostépy, tkanové derivaty.

e Alostépy — darcovské kozni lyofilizované fragmenty; pouZiti je omezeno
moZnymi imunitnimi reakcemi recipienta, riziko infekce a pfenosu nemoci.

Jsou tak pomérné€ drahé a maji omezenou trvanlivost.

e Tkanové derivaty — ziskdvany zkolagenu; omezeni rizikem infekce pfi

dlouhodobém uzivani.

c. Interaktivni — jsou také obvazy, které aktivné kontroluji mikroprostiedi rany a
pracuji s vlastnostmi rany, jako jsou bunky, exsudaty, ¢i celé tkan¢. Mohou také
stimulovat aktivitu v 1é€ebné kaskadé a urychlit proces hojeni. Jedna se napft. o gely,

pény, filmy, spreje, kompozity apod. Jsou pfipravovany z biopolymerii nebo
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syntetickych polymert. Nejéastéji vyuzivanymi biopolymery jsou alginat, chitosan,

zZelatina apod.

d. Bioaktivni — jednd se obvazy, které maji terapeuticky ucinek. Napi. piidanim
rustovych faktorti a antimikrobialnich latek se zlepSuje proces hojeni ran. Patii sem
jiz zminované biopolymery jako alginat nebo chitosan obohaceny o pavé o latky

s lécebnymi Gc¢inky. [19,21]
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4 HYDROGELY A JEJICH APLIKACE NA KRYTI RAN

Hydrogely jsou hydrofilni 3D sité polymeru, které maji schopnost pojmout velky objem
vody a vyrazné nabyt na objemu a zarovein si ponechat svou strukturu diky chemickému
nebo fyzikalnimu sitovani jednotlivych polymernich fetézcii. Hydrofilitu zajist'uji chemické
skupiny jako — NH2, -COOH, -OH, -CONH, - CONH2 -, anebo — SO3H. Hydrogely mohou
podstoupit signifikantni zménu objemu také nazyvanou jako sol-gel prechod také

v navaznosti na urcity stimul. Takovyto stimul mtze byt chemicky nebo fyzikalni. [20,21]

a. Fyzikalni: napf. teplota, elektrické nebo magnetické pole, riizné typy a intenzity

zateni apod.
b. Chemické: napi: pH, iontova sila apod.

Nicméné vétSina takovychto piipadl jsou reverzibilni a hydrogely jsou schopny se vratit do
puvodniho stadia. Odpovéd hydrogeld vi¢i danému stimulu je podminéna typem
monomeru, rozlozenim naboji na polymernim fetézci, rozvétveni fetézce a stupen sitovani.

[19,21,22]

4.1 Kilasifikace hydrogeli

Hydrogely se daji d¢€lit podle riznych aspektl. Podle piivodu mohou byt délené na ptirodni,
semisyntetické a syntetické. Jako piiklad pfirodnich je napf. alginat, o kterém bude
pojednano blize v kapitole 5.3. Podle naboji podél polymerniho fetézce je lze délit na
kationickeé, anionické a amfoterni. Rovnéz je lze dé€lit podle typu sitovéani. Rozdéleni

hydrogelt dle riznych kritérii je uvedeno na obrazku 4. [20]

Hydrogely
PFiprava Naboj Zdroj Sitovani Odpovéd’ Fyzikalni vlastnosti
Homopolymery Kationické Prirodni Fyzikalni Fyzikalni Chytré
Kopolymery Anionické Synteticke Chemicke Chemicke Konvencni
Interpenetracni Amfoterni  Semi-syntetické Biochemické

Obrazek 4 Piehled klasifikace hydrogell podle riiznych kriterii jako ptiprava, naboj, zdroj,
sitovani, odpovédi na podméty specifického razu a fyzikalnich vlastnosti [20]
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4.2 Biologické vlastnosti a aplikace v mediciné

Kultivace bunéénych kultur za pomoci riiznych 3D matric ¢i scaffoldii umoziuje rast vSemi
sméry, ¢imZ je mimikovano in vivo prostiedi. 3D bunécné kultury tedy poskytuji velmi
uzite¢nou platformu bunécného ristu in vitro ve vSech smérech. Bunééné chovéani v 3D
systému je pro buiiky pfirozené, a proto i vhodnéjsi k pozorovani oproti 2D systémtim. 3D
bunécnych kultur lze dosdhnout kultivaci bun€k na tzv. scaffoldech. /n vivo se bunky
pohybuji a existuji v extracelularni matrix (ECM), ktera jim poskytuje prostfedi a podporu.
ECM je velmi dulezitym prvkem pro bunécny rust a regulaci bunééného chovani. Hydrogely
rovnéz disponuji 3D strukturou a hydrofilni povahou schopnou vazat vodu stejné jako ECM.
Proto jsou vhodné na konstruovani jemnych tekutych 3D struktur, které se podobaji ECM a
z tohoto divodu pftilakaly svou pozornost v aplikacich scaffoldi ke konstruovani 3D
bunéénych struktur. Hydrogely jsou funkéné vyhodné diky jejich biokompatibilité,
biodegradabilité, adheznim schopnostem, vaskularizatnimu potencidlu, ale také
vyuzit pfi hojeni chronickych ran. Biokompatibilita je klicovym pozadavkem, aby byla

zachovana homeostaza v ptitomnosti vhodné matrix bez ni¢eni okolni tkan¢. [20, 22]

Jelikoz hydrogely poskytuji docasnou ,Sablonu®“ béhem proliferace fibroblasti,
reepitelizace, neovaskularizace a remodelace ran, je potieba, aby byly biodegradabilni a

m¢ely urcitou rychlost seberozkladani. [23]

Biologicka adheze je dalsi vlastnosti, ktera je diilezitd v dlouhodobé stabilité hydrogelového
,»obvazu“ v okoli poranéni, jelikoz zlepSuje homeostaticky efekt, udrzuje ranu hydratovanou
a absorbuje vyméSky z rany. JelikoZ je napf. chronickych ran delSi perioda casu nutna
k zahojeni je zde zvySeny risk infekce a je tedy vhodné, aby takovéto hydrogely mély rovnéz

antimikrobialni vlastnosti. [20,23]
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5 TYPY HYDROGELU UZIVANYCH NA KRYTI RAN

5.1 Na bazi chitosanu

Chitosan je pfirodni linearni polymer patiici do skupiny glukosaminoglykanti. Je sloZeny
z glukosaminu a N-acetylglukosaminu (obrazek 5). Ziskavan je parcidlni deacetylaci chitinu,
ktery je ziskavan z exoskeleti koryst, z hub a hmyzu. Chitin ma krystalickou strukturu
tvofenou vodikovymi vazbami mezi acetamidovymi a hydroxylovymi vazbami. Kvili tomu
ma rigidni strukturu a vysoké mnozstvi acetylovanych skupin, coz vede k tomu, ze je
nerozpustny ve vod¢ a Spatn¢ rozpustny ve vodnych roztocich. To je také diivod, pro¢ neni
pfimo aplikovatelny a vyuziva se parcialni deacetylaci. Tou se sniZi pocet acetylovanych
skupin, zvysi rozpustnost ve vodeé, a tedy 1 biokompatibilita a biodegradabilita. [23]

OH

HO NH5

HO NHz 0

OH

Obrazek 5 Chitosan
Jelikoz patii chitosan do skupiny glukosaminoglykani je podobny jinym
glukosaminoglykaniim, které se vyskytuji v lidském organismu. Ty se vyskytuji zejména
v extracelularni matrix spole¢né s proteoglykany, ale také proteiny jako je elastin a kolagen.
Glukosaminoglykany pfispivaji k bunééné proliferaci, adhezi, signalizaci riistového faktoru,

imunitnim funkcim a udrZeni kolagenové struktury. [24]

Chitosan a jeho derivaty mohou hrat urcitou roli pfi hojeni ran, a to zejména v prvnich tfech
fazich. Nejprve pomahaji zastavit krvaceni, tim ze podporuji agregaci krevnich desticek a
erytrocytll a inhibuji rozpousténi fibrinu ve stddiu hemostazy. Déle pak diky svoji
antibakterialni vlastnosti plisobi v misté rany, aby nebyla dale infikovana. V neposledni fadé¢

urychluji také proliferaci pfi hojeni podporou riistu granulacni tkané. [25,26]
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Chitosan je ¢asto kopolymerovan s jinymi biopolymery nebo jinymi chemickymi agenty.
Muze byt uzit ve formé kompozitu, hydrogelu, membran nebo nanoc¢éstic. Nékteré druhy
takovychto biomaterialt jsou vSak cytotoxické, degradabilni anebo maji Spatné mechanické
vlastnosti. V takovychto ptipadech se da chitosan naptiklad zasitovat, aby byly vylepseny
jeho vlastnosti. [27,28]

Mezi nékterymi nevyhodami chitosanu je charakterizace distribuce jeho komonomert.
Obecné je povazovan za biokompatibilni a bezpecny, ovSem v nékterych piipadech bylo
pozorovano, ze pti ur¢itém pomeru mezi glukosaminem a acetyl-glukosaminem dochazelo
nasledné k reakci chitosanu s endotoxiny. Jelikoz se ziskdva z exoskeleton korysi
v nékterych piipadech, neni vhodny pro alergiky. Srovnani pozitivnich a negativnich

vlastnosti chitosanu je uvedeno v tabulce 1. [29,30]

Tabulka 1 Pozitivni vs negativni aspekty uziti chitosanu jako vychozi latky hydrogelt [31]

Pozitiva chitosanu Negativa chitosanu

e Linearni pfirodni polymer z rodiny e Té&zka charakterizace distribuce
glukosamint, ktery se chova jako komonomert (pomér mezi
polyelektrolyt s pozitivnim nabojem glukosaminem a acetyl-

e Mezi industridlné pouzZitelnymi glukosaminem)
polymery je jediny e Vnékterych  piipadech  (podle
vysokomolekularni kationicky pomérit  komonomertl) mohou
polyelektrolyt reagovat s endotoxiny

o Casto nazyvan zkratkou GRAS e Muze zplsobovat alergické reakce,
(generally recognized as save — pokud je ziskavan z koryst a neni
obecné uznavdm bezpecnym) a tedy vhodny pro vSechny
biokompatibilnim

5.2 Na bazi hyaluronanu

Stejné jako chitosan je hyaluronan (HA) pfirodni polysacharid, ktery je velmi ¢asto vyuzivan
v celé biomedicinské sféfe a farmacii. Hyaluronan hraje velmi diileZitou roli v lidském téle,
jakoZzto soucast extracelularni matric (ECM) a proto je vyhledavan i v aplikacich na kryti
ran. Hyaluronan patifi do skupiny glykosaminoglykani a je to polymer, ktery je

biodegradabilni, biokompatibilni a netoxicky polymer. [32]
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Obrazek 6 Hyaluronan

Tvofi ho jednotky D-glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu (obrazek 6). Podle délky
jeho fetézce ma riznou funkci, obecné fe€eno zastavaji vétsi molekuly s delSim fetézcem
spiSe regulacni a strukturni funkce oproti menSim fragmentim, které se podili na

angiogenezi, zanétu a imunostimulaci. [32]

Skupina, do které patii glykosaminoglykany, které jsou v ECM, maji na starost kontrolu
bunéénych funkci, a to bud’ v pfimém kontaktu pomoci vazebnych receptorti a signalnich
molekul anebo nepfimo v zavislosti na dostupnosti a bioaktivit¢ rastovych faktorti a
cytokinti. Pravé nesulfatovany hyaluronan ma silné protizanétlivé vlastnosti a snizuje

zanétlivé reakce imunitnich bunék véetné makrofagu. [33]

Hyaluronan se stejné jako ostatni pfirodni polymery nebo polymery obecné Ccasto
kopolymeruje s jinymi. Napt. ve studii Catanzano a spol. kopolymerovali alginit a
hyaluronan metodou interniho sitovani. Bylo zji§téno, Ze pfitomnost HA zpomalila gela¢ni
Cas alginatu. In vitro scratch assay na rtiznych bunécnych liniich dokazal, ze pfitomnost HA

podpoftila migraci bun€k, aniz by byla snizend bunécna viabilita. [34]

V dalsi studii testovali, zda umozni zainkorporovani HA nebo sulfatované HA do hydrogelii
reverzibilni vazbu HB-EGF, mediatoru, ktery podporuje hojeni ran aktivaci epidermalnich
keratinocytd a dermadlnich fibroblasti. Hypotézu testovali in silico modelovanim

trojrozmérné struktury HB-EGF a na strukturni analyze jeho interakce s derivaty HA.
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Vysledkem bylo potvrzeni, ze sulfitovany HA vyznamné zvysSuje u¢innost HB-EGF na

cilové bunky. [35]

5.3 Na bazi alginatu

Alginat je pfirodni ve vod¢ rozpustny polymer, ktery je slozen z nesoumérnych blokt
stiidajicich B-D-kyselinou manuronovou (M) a 1-4 vazanymi zbytky kyseliny
a-L-guluronové (obrazek 7). V polymernim fetézci alginatu se stiidaji jednotlivé bloky,
které jsou bud’ homogenné (poly G — nebo poly M-) nebo heterogenné strukturované (MG).
Jednotlivé bloky jsou zndzornény na obrazcich 7-10. Tyto specifické bloky a zptisoby vazeb
polymert mezi oblastmi G-, M— a stfidavymi oblastmi maji za nasledek velkou rozmanitost
fetézce a zavisi na nich fyzikalné chemické vlastnosti a taktéz schopnost gelace. Oblasti G—
a molekulova hmotnost polymeru mohou tvofit siln€jsi nebo naopak slabsi alginatové gely.

[36]

O\//) o’\/o

OH

1,4- a-L-glukuronova kyselina

1,4- B-manurova kyselina OH

Obrazek 7 1,4- a-L-glukuronova kyselina (vlevo) a 1,4- B-manurové kyselina (vpravo)
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Obrazek 10 GM-blok (spojeni gurunové kyseliny — vpravo a manurové kyseliny-vlevo)

Alginat je ziskavany z hnédych motskych fas a je Siroce vyuzivan v mediciné diky jeho

dobré biokompatibilité, netoxicité, hydrofilit¢ a hemostatickym vlastnostem. Diky jeho
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vysoké rozpustnosti ve vodnych roztocich, dochazi pti styku s vodou k rychlé gelaci. D4 se
vyuzivat také k ptipravé injektabilnich hydrogelt. Alginat je soli kyseliny alginatové, ktera
je nerozpustna ve vod¢ a organickych rozpoustédlech, oproti tomu monovalentni alginatové
soli jsou rozpustné ve vodé a tvori stabilni roztoky. Pfi snizeni pKa na hodnotu mezi 3,38 a
3,65 dochézi k precipitaci alginatového biopolymeru. lontova sila rovnéz ovliviluje
rozpustnost gelt. Dalsi fyzikdlné-chemické vlastnosti jako viskozita a absorpce vody
alginatovych hydrogelt jsou zavislé, jak jiz bylo feceno predevsim na poméru a obsahu G-,
M- a stfidavych blokli, molekuldrni hmotnosti. Viskozita se zvysuje s klesajicim pH diky
vys§i protonaci karboxylovych skupin, které nasledné pfitahuji vodikové vazby.
Molekulovana hmotnost polymeru pohybuje v Siroké skale a typicky v rozmezi 10 000 —
600 000 g/mol. Hodnota molekulové vdhy ma vliv pfedev§im na mechanické vlastnosti
vysledného hydrogelu. Tudiz v zavislosti na molekulové vaze se mohou tvofit siln€j$i nebo
naopak slabsi alginatové gely. Cim vyssi je molekulova hmotnost, tim vice jsou ovlivnény
fyzikalné-chemické vlastnosti vysledného gelu (¢im vyssi je molekulova hmotnost, tim se

zvySuje viskozita). [36,37]

Alginat sodny je vhodny také jako pomocnd latka ve farmacii, protoze je bezpecny,
netoxicky a nehromadi se v téle. Ma schopnost chelatace, diky které je schopen vazat tézké
kovy a chranit pted jejich ptisobenim. Enzymaticka degradace neni mozna u savca kviili

nepfitomnosti enzymu alginazy, ktery by byl schopen $tépit alginatovy fetézec. [37]

Alginatové hydrogely maji diky jejich struktufe délené na G a M bloky spoustu reak¢nich
skupin. Proto existuje mnoho zpiisobtl, jak pfipravit jejich hydrogely. Sitovani mlze byt

bud’ chemického, nebo fyzikalniho razu. [38, 39]

Alginat je mimojiné vyuzivan jako biomateridl pfi hemostazi. Pomér mezi G a M bloky
signifikantné¢ ovliviiuje charakterizaci daného hydrogelu a jeho funkénost je dana
karboxylovymi a hydroxylovymi skupinami. Aby bylo dosaZeno hemostaze je dilezité, aby
doslo k rychlému vytvoteni krevni sraZeniny, rychlé absorpci a hojeni. Alginaty jsou pro
jesté dalsi zvySeni téchto vlastnosti Casto kopolymerovany napiiklad s anorganickymi
slouceninami jako je zeolit nebo kaolin. DalSimi anorganickymi slou¢eninami miize byt oxid

vapenaty, oxid kfemicity, oxid sodny nebo pentoxid fosforecny. [40]

Alginat vSak byva mimo anorganické slouc¢eniny kopolymerovan i s jinymi slou¢eninami
napf. jinymi polymery. Ve studii Saleem a spol. byl zkouman alginat kopolymerovany
s okragelem ve form¢ hydrogelovych filmt v pomérech w/v 95:05; 85:15 a 75:05. Tyto

poméry byly evaluovany ohledné jejich hemolytické a antioxidacni aktivity, s tim ze



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

vSechny se prokazaly netoxické. Pomér 85:15 mél nejvyraznéjsi vysledky a také absorboval
vice vody s nabobtnanim o 250 % po 10 tydnech. U in-vitro testid degradace ukazal naopak
pomérné vysokou ztratu vody jiz v prvnim tydnu, ale oproti ostatnim pomérim tento trend

klesal v nasledujicich tydnech. [41]

Jiné kompozity jsou vyuzivany také jako scaffoldy, které mohou byt vytisklé pomoci 3D
tisku. Tyto se vyuzivaji v oblasti reparaci kostnich defektii. Ve studii Bahadoran a spol.
kopolymerovali alginat s PVA a zkoumali, jaky pomér mezi algindtem a PV A je nejhodnéjsi.
Divali se zejména na prostorovou strukturu, mechanické vlastnosti a rychlost prostupu pary
hydrogelovym substratem. Poté smisili smés s PCL mikrokuliCkami potazenymi
fibroblastovym rastovym faktorem (H-bFGF) pfipravenym odpafenim rozpoustédla
s hydrogelem. Vysledny produkt mél dobrou mechanickou pevnost a enkapsulace riistovych
faktort mikrosférami uc¢inné redukovala nahlé uvoliiovéni riistovych faktort a inhibovala
rust Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Experimentélni vysledky modelu hojeni ran
u krys ukazovaly, Zze kompozitni hydrogel mikrokulicek naplnény ristovym faktorem muze

ucinn¢ inhibovat vznik zanétu, a tak 1épe podporovat regeneraci kozni tkdné. [42,43]
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6 MODIFIKACE HYDROGELU

Jak jiz bylo zminéno v tvodu a v piedeslé kapitole, prirodni hydrogely maji i sva negativita,
ktera se vSak daji obejit jejich modifikaci. Tou mize byt naptiklad fyzikalni ¢i chemické
sitovani (ptiklady jsou uvedeny na obrazku 11), ale také napiiklad pfimés aktivni latky
zvySujici jeho vlastnosti jako napt. zvySeni protizanétlivych a antibakterialnich vlastnosti u
piimési s polyvinylpyrrolidonem. U chemického sitovani mize dochéazet k tzv. internimu

nebo externimu sitovani, které také ovliviiuje jeho vlastnosti a chovani.[44]

Fyzikalni sitovani Chemické sitovani

lontové sitovani Makromolekuldrni elektrostatické sitovani Sitovani radikdlovou polymeraci

Obrazek 11 Priklady metod fyzikéalniho a chemického sitovani alginatu

6.1 Fyzikalni sitovani

Fyzikélni sitovani je nejCastéji formovano na nekovalentnich vazbach. Mezi témito vazbami
vznikaji elektrostatické interakce, vodikové vazby, propleteni fetézcti, makromolekularni
elektrostatické interakce mezi polyanionickym alginatem a polykationtem. apod. Mezi
elektrostatické interakce je fazeno i ionické sitovani, které je nejcastéji pouzivanou metodou
pro ziskavani algindtovych hydrogelti. Jelikoz obsahuje algindt vysoké mnoZstvi
karboxylovych skupin méa schopnost chelatovat divalentni kovové ionty jako naptiklad
vapnik, coz vede k vytvoreni hydrogelu. Jeden z postupti je pfidani alginatu do roztoku soli,
ve kterém je alginat rozpustna jako je roztok chloridu vapenatého a nasledného pifidavku
kovovych iontu, které budou vnikat do strukturu ,,zvenci“. Typy kovi ovlivni fyzikalné —

chemické, popt. biologické vlastnosti vytvofeného gelu. [39,44]

6.2 Chemické sitovani

Mezi chemické sitovani patii napt. radikalova polymerace. Ve studii Kapishon a spol. Se

podafilo ziskat alginatovy amfoterni kopolymer syntetizovany transferem jednoho
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elektronu, ktery vedl k radikélové polymeraci. Ackoliv nechténé, radikélova polymerace zde
vedla k interakcim médi s karboxylovymi skupinami fetézce, coz vedlo ke gelaci, kterd byla

potvrzena TEM (transmisnim elektronovym mikroskopem). [44]

Ptikladem modifikace ptipravy a modifikace hydrogelii mize byt studie od Chalitangkoon
a spol. V této studii vyvinuli hydrogelovy obvaz z hydroxyethylakrylického chitosanu
a alginatu sodného sitovanim vapenatymi ionty. Tento obvaz byl nadéle ponoten do roztoku
nitratu stfibrného, coz nasledovala chemicka reakce in situ. Vysledkem byl hydrogelovy
obvaz s navdzanymi stfibrnymi nanocasticemi s dobrou antibakteridlni aktivitou. Rovnéz
byla zvysen stupen bobtnani, pevnost v tahu a taznost. Obvaz byl také mén¢ toxicky na
testované Vero bunky a meél snimi lep$i kompatibilitu. Antibakteridlni aktivita byla

testovana na Staphylococcus aureus a Escherichia coli a byla prokdzana. [45]

Nékteré alginatové hydrogely jakozto typy obvazl jsou jiz komeréné dostupné a to

napiiklad:

e Algicell™, ktery je kompozitem alginatu sodného a 1,4% stifbra a aplikovéan napf.

u diabetickych viedu, bércovych viedi a operacnich ran. [46]

e Vivamel alginat, ktery je kombinaci alginatu vapenatého a manuckého medu a je

doporucen zejména u ran, které vylucuji exsudaty. [47]

6.2.1 Interni vs externi sit’ovani alginatovych hydrogela

Interni sitovani funguje na principu disperze nerozpustné formy vapniku ve vodném roztoku
alginatu (mize byt i pfidavek néjakého konzervantu jako je EDTA tedy EDTA-Ca nebo
roztok uhli¢itanu vapenatého). K takovému roztoku se nasledné ptida slaba kyselina, ktera
pomalu uvoliiuje vapenaté ionty do vodné faze, pticemz dochézi ke gelaci. Tento proces je
pomérné pomaly a obvykle tvofi homogenni 3D sit’. Externi sitovani se provadi za pomoci
rozpustné formy véapniku, jako je chlorid vapenaty, kdy dochéazi ve vodném roztoku alginatu
k vyméné sodnych iontl za ionty vapenaté. Dochézi zde k rychlé gelaci, ale roztok nebyva

tak homogenni jako je tomu u interniho sitovani. [48,49]

Ve studii Shu a spol. sledovali rozdily mezi gely, které byly zasitovany interné a externé.
Porovnavali zejména strukturu, texturu, distribuci vody a schopnost zadrzovat a udrZovat
vodu. Bylo ukazano, ze u extern¢ sitovanych gelti byl hrubsi povrch, méné¢ tvarovatelny,
byl mék¢i a o néco hiife zadrZzoval vodu oproti tém interné zesitovanym. Tento jev byl

pfisouzen faktu, Ze tento mechanismus s ve vodé rozpustnou formou véapniku zplsobila
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nerovnomérnou gelaci. U biologickych testovani, kde byly simulovany gastrointestinalni
ucinky in-vitro, bylo pozorovano, Ze retence a uvoliovani lykopenu jako biologicky aktivni
latky z danych vzorkti gelti byla vyssi u téch, které byly zasitovany interné, coz bylo

prisouzeno rovnomernéjsi 3D strukture. [50]

Rozdily mezi externim a internim sitovanim byly popsany experimenty také ve studii Chan
a spol., nicméné popisovaly rozdil u povrchovych filmt. V této studii projevovaly externé
zesitované algindtové matrice vyssi pevnost oproti interné sitovanym. Ty se ukdzaly méné
propustnymi pro paracetamol, tudiz by mohly najit uplatnéni jako povrchové filmy na léky

na paracetamolové bazi. [51]

6.3 Inkorporace vodivého polypyrrolu

Mimo chemické a fyzikélni sitovani je rovnéz moznosti modifikace vytvotfeni kompozitu
z alginatu a jiné latky k alginatu za ur¢itym cilem. Vodivé polymery jsou jednémi z takovych
latek vyhledavany v biomedicinskych aplikacich zejména kvuli vodivym vlastnostem.
Konkrétn¢ polypyrrol ma dostatenou vodivost za fyziologickych podminek a da se
chemicky konjugovat k jinym biomakromolekulam. V tkanovém inzenyrstvi se pouziva
Casto za ucelem vytvoreni scaffoldl, nicméné diky jeho vlastnostem mize byt vyuzit
1 v jinych aplikacich. Monomer polypyrrolu pyrrol je heterocyklicka bioaktivni latka Siroce
vyuzivand ve farmacii. Heterocyklické slou€eniny jsou cyklické slouCeniny obsahujici
alespon dva rtizné prvky. Heterocyklické slou¢eniny mohou byt organické nebo anorganické
a obsahuji jeden uhlikovy atom a jeden nebo vice atomt jinych prvki jako je sira, kyslik,
dusik atd. Jednoduché N — heterocykly ziskaly pozornost zejména diky jejim dulezitym
biologickym vlastnostem. Pyrrolové podjednotky maji rtizné aplikace v terapeuticky

-----

cholesterolu, protinddorovych 1é¢iv a mnoha dalSich. [52]

Polypyrol miiZe byt ve formé prasku, koloidni suspenze nebo filml. Nicméné jeho aplikace
jsou omezené kvli $patné rozpustnosti a zpracovatelnosti. Polypyrrolovy prasek vykazuje
vysokou polydisperzitu a Sirokou distribuci ¢astic. Filmy jsou tézké na piipravu a jsou
pouzitelné pouze na povrchové koutovani. Ve studii Kdacerovd a spol. zjistovali
biokompatibilitu a potencidlni vyuziti koloidni formy polypyrrolu stabilizovaného
polyvinylpyrrolidonem (PVP). Bylo zjiSténo, ze pfipravené roztoky koloidniho polypyrrolu
a PVP (1, 2 a 4 hm. %) prokazovaly nizkou cytotoxicitu, vykazovaly silné antioxidacni

ucinky souvisejici s imunomodulaéni aktivitou zaloZenou na vychytavani volnych radikali
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neutrofily atd. Nejlepsi antioxidacni aktivita byla pozorovana u roztoku polypyrrolu s PVP
(2 hm. %), kde byla minimalni inhibi¢ni koncentrace 234 pg/ml na Staphylococcus aureus
a Escherichia coli. Studie naznaCovala, ze koloidni forma polypyrrolu mé potencial také pro

kompozity na bazi hydrogelu pro kryti ran. [53,54]
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7 METODY TESTOVANI

7.1 UV-Vis

UV-Vis spektrofotometrie je Siroce uzivand metoda, kterd se pouziva pfi testovani
koncentraci a charakterizaci kinetiky reakci a chemickych procesti. Maize byt pouzita velmi
typy chromatografie. Aplikace této metody muize byt napi. vyhodnoceni obsahu
farmaceutickych slozek v riznych formulacich, jejich stabilita, reak¢ni kinetika, rovnovaha,
vazby kovu nebo ligandu a kvantitativni analyzy. UV-Vis spektrofotometrie funguje na
principu excitace elektront. Elektron piechazi pii absorpci fotonu ze zakladniho stavu do
excitovaného. Pfi absorpci fotonu dochazi k prechodu energie, ktery zplsobi excitaci.
K tomuto jevu dojde pouze, pokud ma vinova délka dopadajici paprsku dostatek energie
k excitaci elektronu. Tento ptechod do excitovaného stavu je méfitelny pomoci absorbance,
jelikoZz mé elektron v tomto stavu vyssi potencidlni energii v excitovaném stavu. V moment,
kdy svétlo projde monochromatorem, dopada déale na vzorek s urcitou vinovou délkou
a odpovidajici energii. Pomér pocate¢ni intenzity tohoto svétla a konecné intenzity se mefi
a zaznamenava jako absorbance. Absorbance, kterd se takto zméfi ptfi riznych vlnovych
délkach, pak tvoti spektrum, které je specifické pro kazdou chemickou slou¢eninu. Kromé
absorpce energie vzorkem dojit také k dalSim jevim jako je odraz svétla, rozptyl,
fluorescence/ fosforescence nebo jiné fotochemické procesy (napi. 1 rozpad vazby).
Podstatnou roli u spektrofotometrii hraji také rozpoustédla, a to zejména u UV-VIS. Stejné
tak jako zkoumané vzorky, také rozpoustédla tvofici pozadi maji své spektra a pohlcuji
svételnou energii pfi urCité vinové délce. Pokud by takovd vinova délka interferovala
s n¢jakymi skupinami, které tvoti zkoumany vzorek, neni pak jasné fici, jestli pohlcuje

zafeni n€jaka skupina ve vzorku anebo jestli to je rozpoustédlo. [55,56]

Pti UV-VIS spektrofotometrii je typicky vzorek méten pii rozpéti vinovych délek od 190 do
800 nm. Nékteré spektrofotometry maji rozpéti vinovych délek jeste rozsitené o NIR, oblast
jiz v infraderveném spektru, a to v rozmezi vinové délky 800-3200 nm. Z vysledného spektra
se daji identifikovat vzorky pevné nebo kapalné, determinovat koncentrace urcité molekuly
v roztoku, charakterizovat absorbanci nebo transmitanci pii riznych vinovych délkach,
zkoumat vlastnosti reflektance povrchu nebo méfit barvu materidlu a v neposledni fadé
studovat chemické reakce a biologické procesy. Jako svételny vzor se vyuzivaji Casto

deuteriové obloukové lampy, xenonové nebo riizné typy halogenovych lamp jako je napf.
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Tungsten-halogenova lampa. Déle pfistroj disponuje monochromatorem, ktery propousti
svétlo jen pfi urcité vinové délce. Dale je zde misto pro vzorek a referenci. Pfi méfeni se
pouzivaji podle vzorku rizné typy kompartment jako jsou napf. kyvety apod. Jako
detektory byvaji pak fotonasobice, kiemikové diody, indium-gallium-arsenidové fotodiody

aj. [57]

7.2 Reologie

Reologie je veédni disciplinou zkoumajici deformaci a tok materialt. Ty jsou velice uzce
spojené s pojmem viskozita. Viskozita je vnitini odpor kapaliny, ktery je zptisobem vnitinim
ttenim zpuisobenym pohybem kapaliny, ktery nuti jednotlivé molekuly uvniti klouzat

navzdjem po sobé. Ty pak vyvijeji prutokovy odpor, ktery je zptisobem vnitinim tfenim. [57]

Jelikoz jsou hydrogely 3D polymerni sité, tak obvykle drzi dobie sviij tvar. Jejich
viskoelastické chovani charakterizovano zejména komplexni viskozitou, elastickym a
ztratovym modulem pak ovliviiuje jejich aplikace a interakce s okolim. Je nékolik

reologickych parametrii, které potieba definovat. [58,59]

Komplexni viskozita n* lze byt popsana jako funkce thlové rychlosti (@) oscilacnim poli
vyjadiujici celkovy odpor toku popsany v rovnici 1. [58]
N = G*/w (1)

Rovnice 1 komplexni viskozita a jeji vztah ke komplexnimu modulu a Gthlové

rychlosti

Komplexni modul pruZnosti G*, ktery 1ze definovat jako vztah mezi smykovym napétim
t a smykovou deformaci y (rovnice 2) a zdrovenl jako pomér mezi dynamickou (n) a
ztratovou viskozitou n”” (rovnice 3). Popisuje celé viskoelastické chovéani vzorku a obdobné
jako komplexni viskozita je sloZen z viskozni a elastické sloZky, pficemZ viskozni slozku

reprezentuje ztratovy modul G'” a elastickou elasticky modul G (rovnice 4). [58]
nox=n+in” )

Rovnice 2 vztah mezi komplexni, dynamickou a ztratovou viskozitou

G+x= TtAYVA 3)

Rovnice 3 komplexni modul jako vyjadieni vztahu mezi smykovym napétim a smykovou
deformaci
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G *=G +iG” 4)

Rovnice 4 komplexni modul jako vztah mezi elastickym a ztratovym modulem

Ztratovy faktor tan(d) popisuje pomér mezi viskozni a elastickou formou daného vzorku,

tedy pomé&r mezi elastickym a ztrdtovym modulem viz rovnice 5.

tan (6) = % ©)

Rovnice 5 komplexni modul jako vztah mezi elastickym a ztratovym modulem

Pokud je tedy latka idealné elasticka, pak je 8 rovna 0°. Nema tedy zadnou cast, ktera by
byla viskézni tedy,

n

G
tan(§) = v 0

Pokud vsak je latka idedln¢ viskdzni, a tedy nemd zadnou elastickou ¢ést, znamena to Ze &

rovna 90° a tan(o) je hodnota bliZici se nekoneénu. [59,60]

7.3 Stanoveni cytotoxicity

Cytotoxicita je schopnost latky poSkozovat buiiku nebo zptsobit jeji smrt. Buniky vystavené
cytotoxickym slou¢eninam mohou podstoupit nekrézu, apoptdzu, autofagii nebo piestat

aktivné rust a délit se, ¢imz je snizend bunécna proliferace. [66]

Nekréza je forma predCasného odumfeni tkan€, ktery neni programovand jako je tomu
v piipad¢ apoptozy. Obvykle je zpiisobend dusledkem poranéni, zafeni nebo plsobenim
chemickych latek. Naproti tomu apoptoza je tzv. programovand bunécna smrt, kdy se bunky
za¢nou postupné zmensSovat, aniZ by jejich obsah pronikal do okolnich tkani. Na jejich
povrchu se zacnou tvorit puchyiky a jadro se smrStuje. Builka se nasledné oddéli od
ostatnich a zakulati se a nésledn¢ je fagocytovana. V neposledni fad¢, autofagie je proces
transportu cytoplazmatickych slozek do lysozomu (degrada¢ni organela eukaryotickych

bunék). [67, 68, 69]

In-vitro testovani cytotoxicity je Casto v piipad¢ zdravotnickych potieb zprostiedkovano

pomoci extraktll. V takovém piipadé se misto kone¢ného zdravotnického prostredku, ktery
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by se testoval pfimo, pouziva jeho extrakt. Vysledny extrakt je vystaven na vrstvu piedem
inkubované bunécné vrstvy. Extrakt a bunécnd vrstva se pak spolecné inkubuji po dany ¢as
a nasledn¢ se vyhodnocuje bunécna viabilita. Schéma takovéhoto testovani je zobrazeno na
obrazku 13. Mimo testovani extraktli je mozné stanovit cytotoxicitu i v pifimém kontaktu,
kdy se na bunécnou vrstvu aplikuje pfimo testovany materidl. Bunééna viabilita se mize
sledovat mikroskopicky a/nebo kolorimetricky. Pokud je pii kvantitativnim vyhodnoceni
snizeni bunécné viability vzorku oproti kontrole (bunky kultivované v ¢istém kultivacnim
médiu bez vzorku) o vice jak 30 %, pak je material povazovan za cytotoxicky. Specifikace

pro in vitro testovani cytotoxicity je popsan smérnici ISO 10993 v ¢asti 5. [70, 72]

Expozice
extraktu na
Pfedinkubace pfipravené
bunék
bunky
100% ——
__, @
@
\ 70% S

50% —T—

| | |
Inkubace | | |
s0 s1 s2
Extrakce

vzorku Analyza bunééné viability

Smichani
extraktu a
bunék

Obrazek 12 Schéma postupu pii testovani cytotoxicity
7.4 Stanoveni bunécné adheze in vitro

Buné¢né adheze je zdsadni pro bunénou komunikaci a regulaci a je to zdkladni schopnost
bunék tvofit a udrzovat tkanové struktury. Mechanické interakce mezi jednotlivymi buiikami
a extracelularni matrix (ECM) mutiZe ovlivnit a kontrolovat buné¢né chovani a funkci. Bunky
jsou prendseny extracelularni nebo intracelularni sily prostfednictvim lokalizovanych mist,
na kterych jsou adherovany k jinym bunikdm nebo ECM. Adhezni mista jsou tvofena
transmembranovymi proteiny zvanymi integriny, které ukotvuji buniku k matrici nebo
adhezni molekuly k jinym bunkadm. Jak integriny, tak adhezni molekuly jsou spojeny
s aktinovymi filamenty. Cytoskelet tvofeny filamenty drZi jadro buiiky a jeji tvar. Pasivni
in vitro bunécnd adheze je proces pfi statickych podminkéch v médiu tedy napt. v Petriho

misce nebo v kultivacnich lahvich. Béhem statické adheze in vitro bunky prochazi
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morfologickymi zmény pohdnénymi pasivni deformaci a aktivni reorganizaci cytoskeletu.
Integrinové receptory a dalsi transmembranové proteiny hraji centralni roli u bunééné adheze
a jejich rozsifovani. Proces je rozdé€len do tii fazi: pfipojeni bunécné struktury na substrat,
zplosténi a rozprostieni téla buniky a organizace cytoskeletu s tvorbou fokalni adheze mezi

buiikou a jejim substratem. [64,65]

7.5 Test bunééné migrace

Scratch test neboli ve volném piekladu test zacelovani ryhy je jednoducha, reprodukovatelna
metoda bézné uzivana k méfeni parametrii bunééné migrace jako napf. rychlost, vytrvalost
a polarita. Pfi této metod¢ se buiiky nechaji nartst ptirozené¢ do konfluentni monovrstvy.
Konfluentni monovrstva vznik4, kdyz adhezivni buiiky pokryji rovnomérné povrch
kultivaéni nadoby. Pfi kultivaci adherentnich buné¢k je rychlost bunééného rlstu stanovena
na zakladé poméru kultivovanych bun¢k pokryvajicich adhezni povrch kultivaéni nadoby.
V ptipadé, ze je 70-80 % adhezivniho povrchu kultiva¢ni nadoby pokryto buitkami, tedy
stale existuje 1 urCity prostor, ktery neni pokryt, nazyva se takovato vrstva subkonfluentni.
Pokud je vSak povrch pokryt cely, vrstva se nazyva konfluentni. V ptipadég, Ze se vytvoftila
tedy konfluentni vrstva, tak se ud€la tenka ryha seskrabnutim pipetovaci Spickou, ¢im se
nasimuluje rana. Bunky se na okraji ryhy polarizuji a migruji smérem dovnitf, cozZ je
pravidelné monitorovano. Schéma postupu pii scratch assay je zndzorn€na na obrazku 12.
Vyhoda této metody je, ze neni potieba zaddnych specifickych chemoatraktanti nebo
gradientovych komor a je moZno dosdhnout silné smérové migracni odezvy i u bunéénych
typt, které nevykazuji robustni odezvy v jinych migracnich testech. Nejspolehlivéji se
analyzuje pfi pouZiti Casosbérného zobrazovani, které miize také poskytnou cenné informace

o bunécné morfologii nebo lokalizaci proteinu. [61,62]

In-vitro scratch assay je velmi Casto vyuzivana prave pii pocateCnim biologickém testovani
u materiald, které jsou urCeny na kryti ran. Napft. ve studii Phonrachom a spol. zkoumali
potenciondlni vyuziti propolisem plnénych kvarternizovanych hydrogelovych filma
z chitosanu/pektinu, kde rovnéz studovali bunénou migraci do stfedu imitované rany na
vzorcich. Cisté pektinové hydrogely kvili desintegraci ve vodném prostfedi nezkoumali,
nicméné u jinych vzorka zjistili, ze v jejich pfitomnosti se oblast riny zmensovala a bunky
tedy migrovali do stfedu a spolu s dalSimi testy jako antibakterialita, test adhezivity a

reologie zjistili, Ze vzorky maji potencial byt prosp&sné jako materialy pro kryti ran. [63]
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Petriho miska Nasazeni bunék, jejich adheze Inkubace bunék
—_—

a rGst na povrchu misky

Inkubace, dokud neni ,rdna* zcela Monitorovani a sledovani migrace V0oZeni vzorku/roztoku/reaktantt
ucelend bunék v éase
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Obrazek 13 schéma postupu scratch assay
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8 CILPRACE

Cilem této diplomové prace je ptiprava, charakterizace a biologické testovani alginatovych
hydrogelii s pfimési koloidniho polypyrrolu stabilizovaného polyvinylpyrrolidonem za

ucelem jejich aplikaci v oblasti kryti ran.
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II. PRAKTICKA CAST
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9 EXPERIMENTALNI CAST

9.1 Materialy a pristroje

Pro experiment byl pouzit algindt sodny PRONATAL LF 200 S o Mw=298 000 g/mol
(Novamatrix, Sandvika). Na ptipravu koloidniho pollypyrrolu (PPy) byl pouzit pyrrol
(Sigma-Aldrich Co.), chlorid Zeleznaty (Sigma-Aldrich Co.), poly(vinylpyrrolidone) (PVP,
Fluka, K90) o Mw= 360 000 g/mol, kyselina chlorovodikové (Penta) a dialyzaéni membrana
(Spectra-Por, MWCO=7000 g/mol). Déle byl pro syntézu alginatovych hydrogelti pouzit
dihydrat chloridu vépenatého (Sigma-Aldrich Co.) o Mw= 147,01 g/mol a dialyzacni
membrana schopnd zachytit latky o molarni hmotnosti nad 14 000 g/mol (z ang. ,,Molecular
Weight Cut Off*) (Sigma-Aldrich Co.). Na biologické testovani bylo vyuzito Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco), fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (PBS,
Biosera), trypsin (Biosera), 3-(4,5-dimethylthiazol-1-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromide
(MTT, Duchefa Biochemie B.V.), ActinRed™ 555 (Thermo Fisher Scientific), Hoechst
33258 (Sigma Aldrich Co.), formaldehyd 36-38% (Penta), Triton X-100 (Sigma-Aldrich
Co.) a dimethylsulfoxid (DMSO, Penta). Biologické testovani bylo provedeno in-vitro na
bunééné linii mySich embryonalnich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC CRL-1658). Kultivaéni
médium bylo pfipraveno za pouziti DMEM s pfidavkem 10 % calf serum (BioSera) a 1 %
Penicillin/Steptomycin (BioSera). Buné¢na linie byla kultivovana v kultiva¢nich nadobach
T-75 (TPP) za stalych podminek 37 °C s fizenou atmosférou 5 % CO2 a relativni vlhkosti
90 % vinkubatoru Heracell 1501 (ThermoScientific). Na testovani byly vyuzity
mikrotitracni desticky pro tkanové kultury (TPP) 12, 24 a 96 jamkové. Bunky byly
sledovany pod invertnim mikroskopem Olympus IX51 s fdzovym kontrastem, pod kterym
byly rovnéz pofizeny vSechny fotografie. Manipulace s builkami byla provadéna ve
flowboxu Alpina. Reologie byla métfena na rheometeru Anton Paar H-PTD200 a UV-Vis
spektrofotometrie na spektrometru Lambda 1050 (Perkin-Elmer) a absorbance na

multifunkénim readru Infinite M200 (Tecan).
Vsechny chemikalie byly analytické Urovné a byly pouzity bez dalsi Upravy. Pro
experimenty byla vyuzivana UPW (z ang. Ultra Pure Water) z vodivosti men$i nez

0,1 uS/cm.
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9.2 Priprava koloidniho polypyrrolu

Roztok koloidniho PPy byl piipraven a stabilizovan pomoci PVP. Nejprve byl ptipraven 2
hm. % roztok PVP rozpusténim v 25 ml UPW. Ddle byl pfipraven 5 mmol roztok pyrrolu a
to rozpusténim 0,335 g PPy v UPW. Do pripraveného roztoku PPy byl pfidan 2 hm. % roztok
PVP. Novy roztok PPy/PVP byl sonifikovan po dobu 30 minut k dosazeni homogenity.
Nasledovné bylo 50 ml piipraveného oxidac¢niho ¢inidla o koncentraci 5 mmol vodného
roztoku chloridu Zeleznatého ptidano k PPy/PVP. Roztok se nechal polymerovat pii
laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Nasledné byl ptipraveny koloid PPy/PVP nadavkovan
do dialyza¢ni membrany (MWCO=7000 g/mol) a byl dialyzovan proti 0,2 M roztoku HCI,

aby doslo k vy¢isténi od nezreagovanych monomerti a oxida¢nich iontf.

9.3 Priprava alginatovych hydrogelii

Byly rozpustény dva typy alginatu: oxidovany a neoxidovany. Kazdého z alginatu bylo
ptipraveno 10 ml o koncentraci c= 1,8 %. Z oxidovaného alginatu byl namichan pomér 1:1
s neoxidovanym a tyto vzorky, ndsledn¢ jest¢ modifikované, byly oznaceny jako ONA.
Rovnéz byl déile modifikovan samotny neoxidovany algindt, jehoz vzorky byly

pojmenovany jako NA.
Dale bylo rozpusténo 84,8 mg CaCl; - 2 H20 ve 100 ml UPW.

Byly pfipraveny dvé série vzorkll hydrogeld, jedna vzdy obsahovala 3 ml smési 1:1
oxidovaného a neoxidovaného alginatu (ONA) a druhd vzdy 3 ml neoxidovaného (NA)
alginatu. Ke kazdé sérii bylo dale ptidano 0 pl, 124 pl a 248 pl koloidniho polypyrrolu.
Vzorky s ptidavkem 0 pl byly oznaceny jako ONAO/NAO, vzorky s 124 ul jako ONA1/NAI
a vzorky s 248 pl byly oznafeny jako ONA2/NA2. Pro piehlednost je znaceni vzorkl

uvedeno v tabulce 2.
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Tabulka 2 Znacdeni vzorku

Pomér Mnozstvi Znaceni vzorkl
Neoxidovany: Oxidovany alginat PPy (D)

0 NAO
1:0 124 NAI
248 NA2

0 ONAO

1:1 124 ONALI

248 ONA2

9.4 UV-Vis absorpce

Meteni UV-Vis spektra vSech vzorkl probihalo na piistroji Lambda 1050 (Perkin-Elmer).
Rozsah méfeni byl nastaveni vrozmezi 250-800 nm. Zaroven probihalo i meéfeni
referencniho vzorku s ohledem na kalibraci a kompenzaci neZadoucich efektii. Spektra byly

méfeny v transmisnim modu.

9.5 Reologické vlastnosti

V ramci reologickych vlastnosti byly stanovené ztratovy, elasticky modul a ztratovy faktor
v zévislosti na thlové rychlosti. Tyto parametry byli stanovené na rota¢nim reometru Anton
Paar — Modular Compact Rheometer MCR 502. M¢teni probihalo pii konstantni teploté
37°C. Jako teplotni jednotka pro tyto Ucely byla pouzita jednotka typu H-PTD200. Vzorek
byl smykan v oscilaénim reZimu pii geometrii deska-deska o priméru 15 mm. Hodnota
deformace byla nastavena na 1 %, pfi této hodnoté se smykani vzorkli nachazelo jesté v
oblasti linedrni viskoelasticity. Frekvence pak byla pfi této hodnoté¢ deformace métena od 0

do 10 Hz.

9.6 Pasazovani bunék

Bunécna linie NIH/3T3 byla kultivovana v kultiva¢nich nadobach v inkubatoru a pted
pasazovanim bylo tfeba zkontrolovat, zda jsou buiiky v potfaddku a pouzitelné pro experiment

prohlédnutim pod mikroskopem. Néasledné bylo ve flowboxu nejprve odsato médium a
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nasledné byly bunky prochlachnuty 15 ml PBS. PBS se néasledn¢ odsalo a byly pfidany 4 ml
trypsinu, tak aby trypsin pokryval plochu, na které rostly buniky. Trypsin enzymaticky $tépi
vazby mezi jednotlivymi buitkami, ale rovnéz vazby mezi bunikami a kultiva¢ni nadobou,
kde jsou adherovany a tim se od ni uvolni. Nasledné byla kultivacni nddoba s ptisobicim
trypsinem a buiikami pfesunuta na 5 minut do inkubatoru. Po uplynulé dobé byla kultivacni
nadoba vynddna a k neutralizaci trypsinu bylo pfidano kultivaéni médium ve stejném
poméru k trypsinu, tedy 4 ml kultivacniho média. Cely obsah byl nasledné ptfesunut do
zkumavky, kterd byla vlozena do centrifugy, kde byl obsah odstied'ovan po dobu 3 minut
pii otackach 1100 za minutu a teploté 37°C. Jakmile uplynuly 3 minuty bunky byly usazeny
na dné zkumavky a supernatant (obsah nad sedimentem) byl odsat. Koncentrace bun¢k byla
s pfidavkem 1 ml média 2-107 bunék na 1 ml média. Nasledné bylo provedeno fedéni na

vyslednou koncentraci 2-10° bunék na 1 ml média.

9.7 Stanoveni cytotoxicity z extrakta

Extrakty byly pfipraveny podle normy CSN EN ISO 10 993-12. Nejprve byly zvazeny
jednotlivé vzorky hydrogeld a ty byly vlozeny do zkumavek. Podle normy CSN EN ISO
10 993-12 bylo nasledné k jednotlivym vzorkiim ptfidano podle jejich hmotnosti kultivacni
médium v poméru 0,1 g vzorku ku 1 ml kultivaéniho média. Zkumavky se vzorky s danym
pomérem kultivaéniho média byly nasledné pfesunuty na temperovanou ttepacku, kde byly
ponechény po dobu 24 hodin pii 37°C. Buiiky o koncentraci 2-10° na 1 ml média byly
nasledné nasazeny na mikrotitraéni desticku o 96 jamkach (do 1 jamky bylo davkovany
100ul) a inkubovany rovnéz po dobu 24 hodin a teploté 37°C. Po uplynutych 24 hodinach
bylo z mikrotitra¢ni desti¢ky odsat jeji obsah a nasledné se do jednotlivych jamek davkovalo
opét 100 pl, kdy se ménil pomér extraktu k médiu. Koncentrace extraktu pro jednotlivé
vzorky byly 100, 75, 50, 25, 10 a 5 % se Ctyfmi opakovanimi. Jedna celd mikrotitracni
desticka se nechala jako reference, tzn. ze bunky byly kultivovany v Cistém kultivatnim
médiu bez pfidavku extraktl. Nasledné byly desticky kultivovany dalSich 24 hodin a poté
byl proveden MTT test.

9.7.1 MTT test

Na MTT testovani bylo zvazeno 20 mg MTT, které bylo rozpusténo v UPW s vyslednou
koncentraci 5 mg/ml. MTT je kolorimetrickd metoda zaloZena na redukci Zluté tetrazoliové

soli metabolicky aktivnimi buitkami, kdy ji mitochondrie bun¢k méni na fialové krystalky.
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Vzniklé krystalky se ndsledné rozpusti pomoci solubilizacniho roztoku a nasledné je

promé&feno a vyhodnoceno spektrofotometricky.

U kultivovanych bunék v 96 jamkové desti¢ce bylo nejprve vyménéno médium, k némuz
bylo nésledné pfidano MTT. Roztok MTT byl dle ISO normy ponechéan ptsobit po dobu 4
hodin a nasledn¢ byl odsat. Jako solubiliza¢ni ¢inidlo bylo pouzito DMSO, které bylo
napipetovano do jednotlivych jamek, pticemz do jedné bylo pipetovano vzdy 100 ul. DMSO
pusobilo po dobu 15 minut a nasledné byla prométfena absorbance na spektrofotometru
Infinite M200 pfi vinové délce 575 nm. Referencni pozadi DMSO bylo prométfeno pii
absorbanci 670 nm. Byly proméfeny reference i vzorky, kdy reference odpovida 100 %

viabilité a vzorky byly porovnavany oproti této hodnot¢.

9.8 Stanoveni cytotoxicity v primém kontaktu

K stanoveni cytotoxicity v ptimém kontaktu byla pouzita 48jamkova mikrotitraéni desticka,
na které byly nasazeny buiiky v koncentraci 2-:10° na 1 ml média. Buiiky byly nésledng
kultivovéany v kultivacnim médiu po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach bylo vyménéno médium
a na desticku byly pfidany jednotlivé vzorky hydrogelti a nasledné ponechany piisobit
v piimém kontaktu po dobu dalSich 24 hodin. Po expozici byly bunky fluorescenéné
nabarveny (viz kapitola 9.9.1) a morfologicky sledovany. VSechny vzorky se testovali

v triplikatech.

9.9 Bunécné adheze a proliferace

Na test bunécné adheze byla pouzita 48jamkova mikrotitracni destic¢ka. Do jednotlivych
jamek byly pfidany jednotlivé vzorky hydrogelti a na jejich povrch byla napipetovana
bun&cna suspenze v koncetraci 5-10° na 1 ml média. Buiiky byly ponechany adherovat po
donu 1 hodiny a nasledné¢ byly jamky doplnény kultivacnim médiem. Kazdy vzorek byl
sledovan dvakrat a rovnéz byly sledovany dve reference pro porovnani. Pfedpokladem bylo,
ze buniky nebudou na hydrogelech riist, jelikoz v koZnich aplikacich to neni Zadouci. Bunky

byly dale nabarveny a pozorovany pod mikroskopem.

9.9.1 Barveni bunécnych jader a cytoskeletu

Z jednotlivych misek byly nejprve odebrany hydrogely a nésledné bylo odsato médium a
buiiky byly proplachnuty PBS. Nasledné byl, kvili fixaci, ptidan 4% formaldehyd, ktery
pusobil 15 minut, poté byl odsén a bunky byly znovu promyty PBS. Ddle byl, kvili
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permeabilizaci, pfidan 0,5% Triton X-100, ktery ptsobil 5 minut a nasledné byly bunky
nékolikrat proplachnuty PBS. Po nékolika promytich se posledni ddvka PBS nechala na
miskéach a k nému se ptidaly barviva. Tato prace jiz byla provadéna v pfitmi. Pfidaly se 2
kapky barviva ActinRed™ 555, které barvi cytoskelet ¢ervené a barvivo Hoechst o
koncentraci 10 pg/ml barvici bunécné jadro na modro. Nasledn¢ byla mikrotitracni desticka
s takto pfipravenymi vzorky vlozZena do inkubatoru na pil hodiny. Po uplynulé dobé byl
obsah odsat a v neposledni fad¢ bylo ptidano PBS. Nasledné byly vysledky pozorovany a
fotografie pofizeny pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus I[X81 s fazovym

kontrastem.

9.10 Piiprava vzorki na scratch assay

Pomoci scratch assay bylo pozorovano, zda za ptitomnosti hydrogelti budou buniky migrovat
do mista, kde je zplisobena ¢ara, ktera imituje ranu. Na 24- jamkovou mikrotitracni desticku
byly nasazeny buiiky v koncentraci 2-10° na 1 ml kultivaéniho média a nasledn& byly buiiky
kultivovany az do dosazeni konfluence. Mikrotitra¢ni $pickou byly buiiky uprostied kazdé
jamky seSkrabnuty v podobé stfedové Cary a nasledné byly na dané jamky aplikovany
jednotlivé vzorky hydrogelti. Déle se vzdy v urcitych ¢asovych intervalech sledovalo pod
mikroskopem, zda buiiky migruji. Test byl ukonfen po zaznamenani prvniho zaceleni

z (13
Lrany*.
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

10.1 Materialova charakterizace alginatovych hydrogeli

Stanovovani materidlovych vlastnosti hydrogeld pro kryti ran je dilezitou soucasti vyvoje a
testovani téchto slibnych biomateriali. Informace o materidlovych vlastnostech pomahaji
optimalizovat vyvoj hydrogelli a zajiStovat konzistentni kvalitu produktt pro kryti ran.
Vyvoj hydrogelt s optimalnimi materidlovymi vlastnostmi pro kryti ran je dilezity pro

zlepSeni hojeni ran, pohodli pacientti a prevenci infekce.

10.1.1 UV-Vis

Stanoveni UV-Vis absorpce je relativné jednoduchd a nenaro¢né technika, ktera poskytuje
cenn¢ informace o slozeni hydrogelii. Diky tomu je dilezitym nastrojem pro vyzkum a vyvoj
hydrogelt a pro jejich aplikace v rtiznych oblastech. Z diivodu inkorporace koloidniho PPy
do ptipravenych hydrogelt jakozto bioaktivni slozky, byla na dikaz ptfitomnosti PPy ve

vzorkach pouzitd pravé metoda UV-Vis absorpce.

Na UV-VIS spektrofotometru Perkin-Elmer Lambda 1050 byly méfeny absorbance pii

vlnové délce A=200-800 nm z data intervalem 1 mm.

1,4
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Absorbance A
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Graf 1 Zavislost absorbance na vlnové délce u vzorku NAO-2
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Graf 2 Zavislost absorbance na vlnové délce u vzorkid ONAO-2
Z méteni UV-VIS spektrofotometrie 1ze pozorovat na grafu €.1 jednotliva spektra pro vzorky
NAO-2, kdy se zvysila a posunula nahoru absorbance u vzorki NA1 a NA2, kde byly
pridavky polypyrrolu. V ptipad¢, Ze je alginat sitovan spolecné s polypyrolem, ktery je sam
o sob¢ latka tmava, dojde k celkové zméné vzhledu u vysledného hydrogelu, coz zpiisobuje
posunuti kiivek. Polypyrol ma absorp¢ni vlnovou délku podle literatury okolo 446 nm. Pti
testovani vzorkdl s vy$§im mmnozstvim PPy, tj. NA2 a ONA2 je mozno v této oblasti
pozorovat mirny pik. V zavislosti na zvySené absorbanci pfi vSech vzorcich obsahujicich

PPy, lze konstatovat, ze PPy byl GspéSné€ inkorporovan do vSech hydrogeli. [71]

10.1.2 Reologie

Hydrogely by mély mit vhodné mechanické vlastnosti, aby odolaly tlaku a tahu, které se na
né pii hojeni ran vyvijeji. To je dulezité pro zajisténi stability kryti rdny a pro prevenci
mechanického poSkozeni rany. Proto byly stanovené reologické vlastnosti pfipravenych

hydrogelt.

Na rheometru Anton Paar H-PTD200 se vzorky méfily pii fyziologické teploté 37 °C na
geometrii deska — deska, pfi¢emZ jedna z nich méla zdrsnény povrch, aby nebylo méteni
ovlivnéno skluzem po hladkém povrchu. Byly u nich sledovany ztratovy, elasticky modul a
ztratovy faktor v zavislosti na frekvenci. Frekvence byla méfena od 0 do 10 Hz pii 1 %

deformaci.
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Graf 3 Zavislost elastického modulu na frekvenci u vzorku NAO-2 (vlevo) a vzorka
ONAO-2 (vpravo)
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2 (vpravo)
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Graf 5 Zména ztratového faktoru v zavislosti na frekvenci u vzorku NAO-2 (vlevo) a
vzorkit ONAO-2 (vpravo)

Jak Ize pozorovat na grafu €.1 elasticky modul se u vzorkli NAO-2 pohybuje mezi 2000-
3000 Pa oproti vzorkiim ONAO-2, kde je o néco nizsi a pohybuje se mezi 400-700 Pa.
U ztratového modulu je trend podobny, kdy se mezi hodnotami 190-300 Pa pohybuji vzorky
NAO-2 a u vzorkli ONAO-2 je ztratovy modul mnohem niZe mezi 40 a 90 Pa. Obecné lze
z toho vyhodnotit, ze jsou vSechny vzorky pii 37 °C spiSe elastické neZ viskozni, nicméné u

vzorkd ONAO-2 bylo znatelné, Ze jsou vzorky méné¢ elastické nez vzorky NAO-2.

Konkrétnéji u vzorkiit NAO-2 lze také pozorovat, ze vzorek NA1 mél nejvyssi hodnotu
elastického modulu a i ztratového. Pomér mezi t€émito moduly urcuje prave ztratovy faktor.
Ten byl pro vzorky NA1 a NA2, tedy vzorky s pfidavkem polypyrrolu nizsi a s velmi
podobnymi hodnotami oproti vzorku NAO, ktery byl bez ptidavku polypyrrolu. Zajimavé
dale je, Ze v porovnani mély vzorky NAO-2 mezi sebou odlisné vysledky a je zde znatelny
rozdil pti pfidani polypyrrolu. Oproti tomu u vzorkid ONAO-2 ten rozdil, tak znatelny neni.
Stejné jako tomu bylo u vzorkd NAO-2, tak i u vzorkii ONAO-2 lze také pozorovat snizeni
elastického a ztratového modulu u vzorkt s pfidavkem polypyrrolu. Co se ty€e ztratového
faktoru jako poméru mezi viskozni a elastickou ¢asti vzorka, tak oproti NAO-2 byl ztratovy

faktor velmi podobny pro vSechny tfi vzorky ONAO-2.

10.2 Biologické testovani

Pti vyvoji materidlu pro vyuziti v oblasti mediciny, ¢i tkdfiového inzenyrstvi, je vzdy velmi

dilezita biokompatibilita materidlu. Biokompatibilni materidl je takovy, ktery nevyvolava
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alergické ani zadné jiné nezadouci ucinky u piijemct. Hodnoceni biologickych vlastnosti
hydrogela se provadi pomoci rtiznych in vitro technik. Stanoveni biokompatibility zavisi na
konkrétni zamyslené aplikaci material, konkrétné testy, které je nutné vykonat, jsou
uvedeny v CSN ISO 10 993 &ast prvni. Zakladnim stanovenim pii kazdé zamyslené aplikaci
je stanoveni cytotoxicity. V pfipad¢ testovani materiald uréenych pro kryti ran je pak
dilezité stanoveni pfilnavosti bun¢k na povrchu materidlu a také schopnost zaceleni rany,

které se sleduje pomoci tzv. scratch testu. [72]

10.2.1 Bunécna cytotoxicita extrakti

Cytotoxicita vyjadiuje schopnost latky poskozovat nebo zabijet bunky. Testovani
cytotoxicity je kliCovou soucasti testovani biokompatibility, ktera zajistuje, ze materidly
pouzivané ve zdravotnictvi nejsou pro télo Skodlivé. Celkové hraje testovani cytotoxicity
zasadni roli pfi ochrané lidského zdravi tim, Ze zajiStuje bezpecnost a G€innost riiznych
substanci a materialti, které interaguji s zivymi buitkami. Vzhledem k zamyslené aplikaci

ptipravenych hydrogelii jako kryti ran, bylo teda testovani cytotoxicity samoziejmosti.

Cytotoxicita byla stanovena dle CSN ISO 10 993 za vyuziti mysich fibroblasti, jakozto
bunck, které¢ se podili na udrzeni homeostdze a uplatiujicich se v tkdnové reparaci. Dle Casti
5 normy CSN ISO 10 993 je mozné stanovit cytotoxicky Gi¢inek na extraktech, v pfimém
kontaktu nebo nepfimym stykem. V ramci této praci byla cytotoxicita stanovena na

extraktech a pfimym stykem.

Hodnoceni cytotoxicitu extraktl hydrogelt bylo vyhodnoceno kvantitativnim
vyhodnocenim bunécné viability pomoci MTT testu. Dle normy latka vykazuje cytotoxicky
ucinek pii poklese zivotaschopnosti bun¢k pod 70 %, tito hodnota je v grafech 6-11

vyznacena ¢arkovanou linii.
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Graf 6 Vyhodnoceni bunééné viability v zavislosti na koncentraci (%) extraktu u vzorku
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Graf 8 Vyhodnoceni bunééné viability v zavislosti na koncentraci (%) extraktu u vzorku

NA2

Jak lze pozorovat na grafu 6, vzorek NAO pii koncentraci extraktu 100 % a 75 % vykazoval
cytotoxicky efekt. Nicméné koncentrace 50, 25, 10 a 5% cytotoxické nebyly. Oproti tomu
na grafu 7 u vzorku NA1 byla cytotoxicita pozorovana u 100, 75 a 50 % koncentrace
extraktu. U koncentrace 25 % byla cytotoxicita na hrané a 10 a 5 % cytotoxické nebyly. Na
grafu 8 lze pozorovat vzorek NA2, kde byl nejvyssi ptidavek polypyrolu. Vzorek byl
cytotoxicky pouze pii 100% Ostatni koncentrace cytotoxické nebyly. Mirny pokles viability

pti koncentraci 25 % je pfisuzovan chybé méteni.
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Graf 9 Vyhodnoceni bunééné viability v zavislosti na koncentraci (%) extraktu u vzorku
ONAO
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Graf 10 Vyhodnoceni bunécné viability v zavislosti na koncentraci (%) extraktu u vzorku
ONA1
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Graf 11 Vyhodnoceni bunécné viability v zavislosti na koncentraci (%) extraktu u vzorku
ONA2

Buné¢na viabilita u vzorku ONAO-2 pozorovany na grafech 9-11 prokazala cytotoxicitu u
vSech tfech pii 100 % koncentraci extraktu. Nicméné u Zadnych jinych koncentraci u vSech
vzorkil cytotoxicita pozorovana nebyla. Oproti vzorkii NAO-2 je zde také pozorovan narQst
v relativni bunééné viability, a to zejména u nizSich koncentraci jako je u ONAO 10 a 5 %,
u ONALI to vypada dle méteni zejména na 25 a 5 %. A u vzorku ONA2 je nardst bunééné

viability pozorovan oproti referenci také jiz pti 50 %.

Ze zde dosazenych vysledkt 1ze konstatovat, Ze kombinace oxidovaného a neoxidované¢ho

alginatu ma lepsi efekt na buné¢nou viabilitu. Zaroven je mozné konstatovat, ze pridavek
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PPy v pouzitych koncentracich nemd negativni efekt na cytotoxicitu materidlti. Pro
vylepsSeni bunééné viability by hydrogely mohli byt jesté pied samotnym uzitim promyvany.

Takto ptipravené hydrogely mizou byt dale zkoumany pro jejich aplikace jako je kryti ran.

10.2.2 Bunécna cytotoxicita v pfimém kontaktu, adheze a proliferace

Jak bylo feceno dfive, cytotoxicita se miize hodnotit i v pfimém kontaktu s materialem.
V tomto ptipadé bylo zvoleno kvalitativni hodnoceni cytotoxicity za pouziti fluorescen¢niho
barviva. Vysledky z testu cytotoxicity v piimém kontaktu jsou zndzornény na obrazcich 14—

20.

Obrazek 14 Referenc¢ni vzorek bez ptitomnosti vzorkl

Na obréazku 14 lze sledovat referencni vzorek, tzn. buiikky nasazeny na kultivacni plastik bez
pritomnosti hydrogelti. Jak 1ze poznat u nabarveného referen¢niho vzorku na obrazku 14,

vyskytuji se zde modie obarvend jadra a Cervené zbarvené cytoskelety bunék.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

60

Obrazek 15 NAO

Obrazek 16 NA1



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

Obrazek 17 NA2
Na obrazku 15-17 jsou vzorky NAO-2. Na obrazku 15 buiiky tvoii klastry a také nemayji svij
typicky protahly tvar a je jich o néco méne. Oproti tomu obrazek 16 a 17 se vzorky
s ptidavky polypyrrolu NA1 a NA2 lze pozorovat vyssi mnozstvi bun¢k s homogennéjsim
rozprostfenim. Také morfologicky buiiky maji své typické tvary. Nicméné, nékteré buiky

jsou viditelné poskozeny.

Obrazek 18 ONAO
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Obrazek 19 ONA1

Obrazek 20 ONA2

Na obrazku 18 Ize pozorovat mnoho bunék u vzorku ONAO. Je vidét, Ze buitkdm prostiedi

vyhovovalo 1 s gelem bez pfidavku polypyrrolu a mnohem Iépe oproti vzorku NAO a
referenci. U obrazku 19 s ONAI1 jsou také krasné znatelnd bunécna jadra i1 cytoskelety,
nicméné neni jich tolik, jako tomu bylo u ONAO. A také je zde znat nékolik bunék
s poSkozenou morfologii. Na obrazku 20 je potom vzorek ONA2, ktery je op¢ct krasné

pokryty buiikami s béZnou morfologii.

Nutno ale konstatovat, ze pfi manipulaci s jemnymi hydrogely doSlo u nékterych vzorki
k ¢astecnému mechanickému odstranéni buné€k a zhorSeni jejich morfologie. Obecné lze ale
zhodnotit, ze buniky byly schopny ristu pfi v§ech vzorkach, nedochézelo k zakulaceni bun€k

ani k pfili§ velkym zménam v morfologii. Zavérem je mozné usoudit, Ze testy cytotoxicity
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v piimém kontaktu potvrdili vysledek testli z cytotoxicity extraktl, a to ze kombinace

oxidovaného a neoxidovaného alginatu ma lepsi efekt na bunécnou viabilitu.

Stanoveni bun&tné adheze a proliferace se délalo na povrchu hydrogelt. Hydrogely byly
pozorovany pod mikroskopem a na hydrogelech nebyly zadné porostlé buiiky. Proto nebyly
potizeny fotografie. To je ale pifinosné pro jejich budouci aplikace jako jsou napf.

odstranitelné naplasti na hojeni ran, kde by prortistani butikami nebylo zadouci.

10.2.3 Scratch test

Scratch test nazyvany také jako test hojeni rdn, je metoda pouZivand na studium migrace
bunék a interakci mezi nimi. Princip spoc¢iva v naruseni bunééné monovrstvy, kdy se timto
narusenim mimikuje rana. Jedna se o pomérné jednoduchy a rychly test vyuzivany pfi
vyzkumu hojeni ran.

Po vytvofeni rany na bunééné monovrstvé a jejich expozici hydrogelim, byla rana

pravidelné mikroskopicky sledovana. Zde jsou mikrofotografie potizené pro vSechny vzorky

po 4 a 24 hodinéch.

Obrazek 21 Reference bez ptitomnosti vzorku po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinéach
(vpravo)

Obrazek 22 Scratch assay v pritomnosti NAO po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
(vpravo)
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Obrazek 23 Scratch assay v pritomnosti NA1 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
(vpravo)

Obrazek 24 Scratch assay v ptitomnosti NA2 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
(vpravo)

Na obrazku 21 lze pozorovat, Ze se imitovana ,,rana* u referenéniho vzorku po 24 hodinach
nezacelila upln€. Po 4 hodinach zde prakticky neni pozorovana zadna zména v migraci
bun¢k. Naproti tomu u obrazku 22 jiz po 4 hodinach v pfitomnosti NAO bunky zacaly
migrovat lehce z kraje. Po 24 hodinach nebyl povrch ,,rany* opét zcela zacelen. Nicméné u
obrazkl 23 a 24, tedy vzorkii NA1 a NA2 s ptidavky PPy, 1ze pozorovat, Ze rovnéz stejné
jako u NAO zacaly jiz po 4 hodinach bunky migrovat, a to nejlépe u nejvyssiho pfidavku

polypyrrolu, tedy NA2. Po 24 hodinéch byly ,,rany* u obou vzorki zcela zacelené.

Obrézek 25 Scratch assay v pritomnosti ONAO po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
(vpravo)
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Obrazek 26 Scratch assay v pritomnosti ONA1 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
(vpravo)

Obrazek 27 Scratch assay v pfitomnosti ONA2 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
(vpravo)

Na obrazku 25 je vzorek ONAO, kde jiZ po 4 hodinach Ize pozorovat okrajova migrace do
Hrany“. U vzorku ONAI lze pozorovat pouze zbylé bunky po prvotnim seSkrabnuti a
migrace zde prili$ viditelna neni. U vzorku ONA2 (obrazek 27) byla ,,rana“ podstatné vice
zamigrovana buiikami oproti jakémukoliv jinému vzorku. Po 24 hodinach u vzorku ONAO
byla pozorovana podobné migrace jako u vzorku NAO nebo reference, neslo vsak o uplné
zaceleni. Naproti tomu u vzorkiit ONA1 a ONA2 doslo k celému zaceleni ,,rdny* a navic to

vypada, ze PPy zde prispél i k bunééné proliferaci.

Lze teda konstatovat, Ze inkorporace PPy do matrice méla ptedpokladany efekt a znacné
podpofila hojeni ran. Celkové jako nejefektivnéjs$i vzorek, zde vySel vzorek ONA2, kde

dochdazelo k viditelnému zacelovani rany jiz po 4 hodinach.
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ZAVER

Hojeni ran je piirozenou fyziologickou reakci na poskozeni tkan€. Hojeni ran vSak neni
jednoduchy jev, ale zahrnuje komplexni souhru mezi ¢etnymi typy bunék, cytokiny,
mediatory a vaskularnim systémem. Kozni rana, hlavné kdyZz neni poradné 1éCend, miize
pfedstavovat vazna zdravotni rizika. Cilem 1é¢by ran je vytvofeni materiall, které umozni
co nejrychlejsi zahojeni rany, s diirazem na obnoveni formy i1 funkce poranéné oblasti. Proto
v této diplomové praci byly zkoumany alginatové hydrogely ur¢ené praveé na kryti ran. Pro

ptipravu hydrogeld byl pouzit alginat v oxidované i neoxidované formé.

Jednou z dtlezitych vlastnosti materidlu uréené¢ho na kryti ran je jeho mechanicka ochrana
a prizpisobeni se rané. Proto jsou podstatné jeho viskoelastické vlastnosti. Alginatové
hydrogely byly tedy charakterizovany pomoci reologie. Na reometru bylo vyhodnoceno, Ze

vSechny pfipravené vzorky NAO-2 a ONAO-2 vykazovaly elastické chovani.

Mimo jiné je ale pfi této aplikaci dilezita i podpora hojenti, ¢i snizeni zanétlivé reakce, proto
byl do alginatovych hydrogel zainkorporovan polypyrol jako bioaktivni slozka a sledovan
rozdil mezi vzorky bez ptidavku polypyrrolu (NAO a ONAO) a s pfidavkem (vzorky
NA1,NA2,ONA1 a ONA2). Jeho pfitomnost bola potvrzena pomoci UV-Vis

spektrofotometrie.

V neposledni fadé€ je pro kazdy materidl, ktery pfichdzi do kontaktu s lidskym télem, ¢i uz
pfimym nebo nepiimym, stanoveni jeho biologické odpovédi. Z toho divodu byly
otestovany zakladni biologické vlastnosti pfipravenych hydrogeli jako je cytotoxicita,

bunécna adheze a schopnost migrace do imitované rany pomoci scratch assay.

Pii testovani cytotoxicity bylo vyhodnoceno, Ze testované vzorky nebyly cytotoxické
zejména pii nizSich koncentracich jako 25,10 a 5 %. Vzorky s ptidavkem oxidované formy
alginatu vykazovaly mens$i cytotoxicitu pii vysSich koncentracich extrakti nez vzorky
piipravené pouze z neeoxidované formy alginatu. Nejlépe vychézel vzorek s oxidovanym
alginatem a nejvysSim piidavkem polypyrrolu, ktery nebyl cytotoxicky ani pfi koncentraci
75 %. Pti testovani bunééné adheze bylo ovéieno, ze na Zadném ze vzorki nerostly buiiky,
cozZ potvrzuje, ze se material hodi pro aplikace na kryti ran. A to z diivodu, aby nedochazelo
k problematické vyméné kryti. Zaroven vSak v okoli hydrogeli nedoslo k inhibici bunééné
aktivity ani k umrtveni buné€k. Pti in vitro scratch assay, jakozto imitaci rany, byly vytvorené

»scratche® zcela zoceleny po 24 hodindch u vSech vzorkl s ptidavkem polypyrrolu. Zejména
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u vzorki s oxidovanym alginidtem bylo zaceleni nejvyznamnéj$i a jejich pfitomnost

napomohla také bunécné proliferaci.

Lze tedy zkonstatovat, Ze pii pfipravé alginatovych hydrogeli se jevi jako vhodnéjsi
kombinace oxidované s neoxidovanou formou pifed vyuzitim cCistého alginatu
v neeoxidované podobé. Obecné ke zlepSeni biologickych vlastnosti také pomohla
ptitomnost polypyrrolu. Zavérem je mozné tedy fict, ze ptipravené hydrogely maji potencial

na uplatnéni v oblasti hojeni ran.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

—CONH2 /-CONH acetamidova skupina

—COOH karboxylova skupina

NH2 aminova skupina

—SO3H sulfunova skupina

-OH hydroxidova skupina

2D dvoudimenziondlni

3D tridimenzionalni

ADP adenosindisfosfat

Aj. ajiné

Apod. a podobn¢

C koncentrace

CaCly - 2 H20 dihydrat chloridu vapenatého

ECM extracelularni matrix

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EDTA-Ca spojeni ethylendiamintetraoctove kyseliny s vapnikovym iontem
G blok kyselina a-L-guluronoveé

G* Komplexni modul

G* Elasticky modul

G** Ztratovy modul

GM blok spojeni kyseliny a-L-guluronové s B-D-kyselinou manuronovou
HA kyselina hyaluronova/ hyaluronan

HB-EGF / H-bFGF

HCI

Hm%

z ang. Heparin- binding epidermal growth factor — heparin

vazebny epidermalni riistovy faktor
kyselina chlorovodikova

hmotnostni procento/a
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M blok
MTT
Mw

MWCO

NIR
NAO
NA1
NA2
ONAO

ONAI

ONA2

PBS
PCL

PPy
PPy/PVP
PVA
PVP
tan(0)
T-bunky
TEM

TGF- mediator

UPW

UV

B-D-kyselinou manuronovou
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
Molekulova hmotnost

Z ang. Molecular weight cut-off — mezni hodnota molekulové

hodnoty

Blizka oblast infracervené oblasti zafeni

Vzorek neoxidovaného alginatu s 0 pl ptidavku PPy

Vzorek neoxidovaného alginatu s 124 pl ptidavku PPy

Vzorek neoxidovaného alginatu s 248 pl piidavku PPy

Vzorek oxidovany: neoxidovany 1:1 alginat s 0 pl ptidavku PPy

Vzorek oxidovany: neoxidovany 1:1 alginat s 124 pl ptidavku

PPy

Vzorek oxidovany: neoxidovany 1:1 alginat s 248 pl ptidavku

PPy

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
Polykaprolakton

Polyvinylpyrolidon

Roztok polyvinylpyrolidonu s polyvinyl
Polyvinylacetat

Polyvinylpyrolidon

Ztratovy faktor

Buiiky imunitniho systému T-lymfocyty
Transmisni elektronova mikroskopie

Z ang. Transforming growth factor beta — transformujici/ ménici

rustovy faktor beta
Z ang. Ultra-pure water — ultra ¢ista voda

Ultrafialové zafeni
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UV-Vis

Z ang.

Rozsah spektra v ultrafialové a viditelné oblasti
Z anglického

Komplexni viskozita

Elasticka viskozita

Ztratova viskozita



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 81

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Zjednodusena struktura anatomie KUZE ..........ccceevveeeiiieniieeniieeeiee e 13
Obrazek 2 Propojeni mezi melanocyty a KeratinoCyty ........ccveeeveeriieeiienieeniienieeieesve e 14
Obrazek 3 FAZE NOJENT TaN ....c..eiiiiiieiiecee ettt 19
Obrazek 4 Prehled klasifikace hydrogelt podle riznych kriterii jako ptiprava, ndboj, zdroj,
sitovani, odpovédi na podméty specifického razu a fyzikalnich vlastnosti [20]................. 24
ODBIAZEK 5 ChITOSAN...c..eitieiiiiieiieie ettt ettt b et sttt et e bt e teeaee e 26
ODbrazek 6 Hyaluronan ...........c..ooouiiiiiiieiiieeciie et ee e eeseveeesaeeenaeeeeneas 28
Obrazek 7 1,4- a-L-glukuronova kyselina (vlevo) a 1,4- B-manurova kyselina (vpravo)...29
Obrazek 8 G-blok (spojeni dvou guluronovych Kyselin)........cccceecvevieniniiiniininnicnecnennne 30
Obrazek 9 M-blok (spojeni dvou manurovych kyselin) ..........cccceevievieniiiiieniieiienieeeens 30
Obrazek 10 GM-blok (spojeni gurunové kyseliny — vpravo a manurové kyseliny-vlevo) .30
Obrazek 11 Priklady metod fyzikéalniho a chemického sitovani alginatu.............cc.c....... 33
Obrézek 13 Schéma postupu pii testovANT CYLtOtOXICILY ..couvierueeriieiieeiieriie e 40
Obrazek 12 schéma postupu SCTAtCh @SSAY .......cccvieriieriieeiieiie et eiee et eree e siee e e sereeaeens 42
Obrézek 14 Referencni vzorek bez pfitomnosti VZorkll ..........ccccoeviiiiiiiiiiiiiiniieieee 59
ODBIAZEK 15 INAD ...ttt ettt et et b et et e st et et e sae e beenee e 60
ODIAZEK 16 NAT ..ottt ettt et a e et e s se et e esaesseenseensessaenseensenns 60
ODBIAZEK 17 INAZ ..ttt ettt et e e b et e et e st e b e enteeneeneeenee e 61
ODTAZEK 18 OINAD ...ttt ettt et e st e et eeabe e seesnbeesaeeenbeessseenneens 61
ODBIAZEK 19 OINAT .ottt ettt e bt et esae e seenee e 62
ODTAZEK 20 OINAZ ...ttt ettt et e st e bt e st e e bt e eabe e seeenbeenseeenbeessseenseens 62
Obrazek 21 Reference bez ptitomnosti vzorku po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
78] A7 ) TSP 63

Obrazek 22 Scratch assay v pfitomnosti NAO po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
[§75) A ) TSP 63

Obrazek 23 Scratch assay v pfitomnosti NA1 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
[§75) A ) TSRS PRSP 64

Obréazek 24 Scratch assay v pfitomnosti NA2 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
[§75) A ) T TP PSR 64

Obrazek 25 Scratch assay v pritomnosti ONAO po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
[§75) 21 ) TSP PRR PSRRI 64

Obrazek 26 Scratch assay v pfitomnosti ONA1 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
[§75) A ) T TP PSR 65

Obrazek 27 Scratch assay v pfitomnosti ONA2 po 4 hodinach (vlevo) a po 24 hodinach
[§75] 217 ) TSRS PRR PSRRI 65



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 82

SEZNAM TABULEK
Graf 1 Zavislost absorbance na vinoveé délce u vzorktl NAO-2 ..c.ouneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn, 51
Graf 2 Zavislost absorbance na vinové délce u vzorktt ONAO-2 ....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn, 52

Graf 3 Zavislost elastického modulu na frekvenci u vzorku NAO0-2 (vlevo) a vzorkt ONAO-
B 5] ;0 ) T TSR 53

Graf 4 Zavislost ztratového modulu na frekvenci u vzorku NAO-2 (vlevo) a vzorkit ONAO-
B 5] ;0 ) RO 53

Graf 5 Zména ztratového faktoru v zavislosti na frekvenci u vzorku NAO-2 (vlevo) a vzorkl
OINAD-2 (VPTAVO) uttteeutieeeitieeeiieestieesteeeseteeesiteeesteestteesstaeesssseessseeessseeessseessnseesssseesnsseesnsses 54

Graf 6 Vyhodnoceni bunécné viability v zavislosti na koncentraci (%) extraktu u vzorku

INA L ettt ettt ettt h et st a e et b e s aeene s 56

ONAT ettt ettt sttt e s 58






