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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo seznamit se s problematikou interakce bunék
s riznymi materialy. V praktické ¢asti pak stanovit antibakterialni vlastnosti a cytotoxicitu
scaffoldl slozenych z PVA a kraft ligninu. Antibakteridlni aktivita byla testovana pomoci
kment Escherichia coli a Staphylococcus aureus metodou zalévani do agaru. Cytotoxicita
scaffoldu byla stanovena pifimym kontaktem a testem cytotoxicity extraktl. Kromé cytoto-
xicity byla stanovena také schopnost buné¢k linie NIH/3T3 rast a proliferovat v celém ob-
jemu scaffoldu a to za vyuziti kutlivace v bioreaktoru. Vysledky ukazuji, ze vysledné bio-
logické vlastnosti scaffoldl jsou zavislé na mnozstvi pfidaného kraft ligninu do matrice

PVA, pfi¢emzZ jako nejvhodné&jsi se jevi mnozZstvi kraft ligninu pod 5% v matrici PVA.

Kli¢ova slova: Scaffold, PVA, kraft lignin, bunky NIH/3T3, bakterialni kmeny Escherichia

coli a Staphylococcus aureus, antibakteridlni aktivita, cytotoxicita, proliferace.

ABSTRACT

The aim of the diploma thesis was to get acquainted with problems of cell interacti-
on with different materials. In the practical part are determined antibacterial properties and
cytotoxicity of scaffolds composed of PVA and kraft lignin. Antibacterial activity was tes-
ted using the strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus by immersion into
agar. The scaffold cytotoxicity was determined by direct contact and a cytotoxicity assay
of the extracts. In addition to cytotoxicity, the ability of NIH/3T3 line cells to grow and
proliferate throughout the scaffold volume was determined using cavitation in the bi-
oreactor. The results show that the resulting biological properties of the scaffolds are de-
pendent on the amount of added kraft lignin in the PVA matrix, while as the most appro-

priate is amount of the kraft lignin less than 5% in the PVA matrix.

Keywords: Scaffold, PVA, kraft lignin, cell NIH/3T3, bacterial strain Escherichia coli and

Staphylococcus aureus, antibacterial aktivity, cytotoxicity, proliferation.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 7

Dékuiji doc. Ing Petru Humpolickovi, Ph.D za odborné vedeni, vstiicnost pii konzultacich a
ochotu pfi fefeni riznych situacich. Také d&kuji Mgr. Petie Rejmontové za Cas, milé jed-
nani a pomoc v laboratofi, V neposledni fadé d&kuji pani Ing. Daniele Veselé za pomoc pii
testovéani antibakterialni aktivity, Déle d€kuji rodi¢tim za podporu ve studiu.

Prohlaguji, ze odevzdand verze diplomové price a verze elekironickd nahrand do IS/STAG
jsou totoZné.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 8
OBSAH
UVOD....ueeveecreeerneecanenns 10
| TEORETICKA CAST .11
1 REGENERATIVNI MEDICINA......cceveeteeterresressessessessessesssssessessessessessessessessesans 12
1.1  HISTORIE RM......uuiereecreeereecseecssnecsasssssessasesssessassssssssesssssssssssssssssassssssssasessasssasssses 13
1.2 KMENOVE BUNKY 14
1.3  EXTRACELULARNI MATRIX ..ovueveeereessessessessessessessessessessssessessessessessessessessese 16
1.3.1 SLOZENIECM ...ttt ettt e 17
1.3.2  KOLAGEN ..ottt ettt ettt e e e e e e e ettt ta e e e e e e e e eeeaabasbeeeaeeeeeeassstaesaeeaaeeeaanns 17
1.3.3  GLYKOPROTEINY ....ccoiiiitttitiieeeeeeeieiiirreeeeeeeeeeeittrareeeeeeseesaesssssaseseseeeesssssrseeesesennnns 18
1.3.4 GLYKOSAMINOGLYKANY (GAGS) eeiiiiiiiieiieiie ettt ettt 21
RUSTOVE FAKTORY (GFS) ..ttt et et 21
1.3.5 ZDROJE PRO TVORBU TKANOVEHO LESENI .....ccccovviiiiiiiiiiiiiiiec e 22
2 SCAFFOLD (TKANOVE LESENI) .uuciierercierenesesessssessesssessessssesesessessseses 23
2.1 DESIGN SCAFFOLDU 23
2.2 VHODNE MATERIALY 24
2.2.1  PRIRODNI ..ottt ettt e e 24
2.2.2  SYNTETICKE ...uvtiiieiteieeeeetteee e eeittee e e e et e e e e etae e e e eetaeeeeeetaaeeeeeetaeeeeeesseeeeeesseeeeeenneeens 25
2.3 MODIFIKACE POLYMERU .......cuoeerercrrenresssnsssessesssssessessessessssssessessessasssessesss 26
2.3.1 MODIFIKACE POVRCHU BIOAKTIVNIMI MOLEKULAMIL........cccvveeeeeirrieeeecnreeeeeennennn. 27
2.3.2  VYROBA HYBRIDNICH A KOMPOZITNICH MATERIALU .......cccouvreeeeirieeeecireeeeeennennn. 28
2.3.3 TOPOGRAFICKE MODIFIKACE........ccceiiuteeeeiuieeeeeieeeeeeeitreeeeeeiseeeeeeisseeeeesnseeeeeesneeens 28
2.4 VYROBA....ueeteteeresesnsescssssessessessessessessssssssssssssssessessessesssssesssssssssssessessessessessssseses 28
2.4.1 PREDEM VYROBENY SCAFFOLD .....cccoiviteieitrieeeeeiteeeeeeeitreeeeeeaeeeeeeisreeeeesnneeeeeeeaneeens 30
2.4.2 DECELULARIZOVANY SCAFFOLD ......cuvtieieiiiieeeeitiieeeeeiteeeeeeeaeeeeeeesaeeeeeenneeeeeeenneeens 30
2.4.3 SCAFFOLD PRIPRAVENY BUNECNOU SEKRECI ECM..........ccocoiviiiiiiiiiiiciieeeee. 32
2.4.4 SCAFFOLD Z HYDROGELOVE MATRICE.........cutiiiiiuiiieeeiieeeeeecieeeeeeciaeeeeeereeeeeenneens 33
2.4.5 VYROBA VLAKEN .....ooiiiiiiiiieeieiiieeeeeiteeeeeeteeeeeetaaeeeeeeaeeeeeeetaeeeeeeaseeeeeensseeeeeaneeens 33
2.4.6  SHRNUTI TECHNIK PRIPRAVY SCAFFOLDU .......ccooviieeeiirieeeeireeeeeecireeeeeeneeeeeenneenns 33
2.5 STERILIZACE ... iiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeseeeseecsssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
2.5.1 FYZIKALNI METODY STERILIZACE ......uvveiiuieeeiieeeieeeeieeeeveeeeveeeeareeeeaseeeaseeenaneeens 35
2.6 KULTIVACE BUNEK V BIOREAKTORU 36
2.6.1 BIOREAKTORY PRO VYROBU CHRUPAVCITE TKANE .......cccooviuvieeeiirieeeeirreeeeeennenn. 37
I PRAKTICKA CAST .oueteerrrereressessesssssssssessssessssssessesssssssssssessessasssssessassssssessessassasssns 39
3 PRIPRAVA VZORKU: 41
3.1  KRAFT LIGNIN ..caeiiiiiiiinnncnnsnsseteecessssssnssssssecsssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnsasssssssssss 41
4 METODIKA A MERENI 42
4.1 TESTOVANI ANTIBAKTERIALNI AKTIVITY SCAFFOLDU .........ccceoevunee. 42



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

4.1.1 POUZITE BAKTERIE.......cccoiiuiiieeeiiiieeeeeiieeeeeeireee e e
4.1.2 PRISTROJE .oooiieiiiieceeiiee e
4.1.3 CHEMIKALIE.......coiiiiiiieeeecieeeeeecireeeeeeveeeeeeaveeaeeeanaeas
4.1.4 DESIGN EXPERIMENTU......cccuviiiieeeeeeeiiiiireeeeeeeeeeennnns
4.1.5 POSTUP ZKOUSKY ...uvriieeeiiiieeeeiiieeeeeeeeeeeeveeeee e

4.2 STANOVENI CYTOTOXICITY

4.2.1 POUZITE BUNKY ..cccoiiuiieeeeiiiieeeeireeeeeeieeeeeeevreee e e
4.2.2 PRISTROJE .oooiioiiiiiiecieiee et
4.2.3 CHEMIKALIE.......coiiiiiiieeeeiieeeeeeciteee e e e e eeiveeaeeeanneas
4.2.4 PRIPRAVA VZORKU. ......oocoeiiiiieeiiiiieeeeciieee e
4.2.5 CYTOTOXICITA PRIMYM KONTAKTEM
42.6 CYTOTOXICITA EXTRAKTU .....coviuvieeeeeriieeeerreeeeeennnen.
4.3 KULTIVACE BUNEK V BIOREAKTORU
4.3.1 POUZITE BUNKY ..ocooiiuiieeeeiiieeeeeitieeeeeeaeeeeeeenveeaeeenens
4.3.2 PRISTROJE ..ooiieiiiieiecieee e
4.3.3 CHEMIKALIE.......coiiiiiiieeeeiieeeeeectteeeeeeaeeeeeeeveeaeeennns
4.3.4 POSTUP ZKOUSKY ...uvrieeeeiireeeeeiireeeeeeieeeeeeereea e e

5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 TEST ANTIBAKTERIALNI AKTIVITY

5.2 STANOVENI CYTOTOXICITY

5.2.1 STANOVENI CYTOTOXICITY PRIMYM KONTAKTEM
5.2.2 CYTOTOXICITA EXTRAKTU ..uueeeeeneeeeeeeeeeeeieaeeeeeeaenes
53 KULTIVACE BUNEK V BIOREAKTORU

6 ZAVER.eeeeeeeereeereresens

SEZNAM POUZITE LITERATURY

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

SEZNAM OBRAZKU

SEZNAM TABULEK




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Ve své diplomové praci jsem se zaméiila na specifickou oblast regenerativni medi-
ciny a to na vyvoj tkanového leseni (scaffoldu). Regenerativni medicina (RM) je védni
obor, ktery vyviji metody, jak regenerovat, opravovat, anebo nahrazovat poskozené nebo
nemocné bunky, organy ¢i tkdné. RM Ize definovat pomoci jiz vzniklych védnich obort
jako je tkanové inZzenyrstvi, bunécna transplantace, bunécna biologie, biomechanika, prote-
tika, nanotechnologie a biochemie. RM se zabyva také oblasti samolécby, na rozdil od tka-
nového inzenyrstvi, které si klade za cil spojit syntetickou nebo pfirodni matrici s buikami,
extracelularni matrix (ECM) a dalSimi rastovymi faktory tak, aby vznikla nova tkan, ktera
roste nezavisle na organismu. Matrice by méla vytvotit mikroprostiedi, které umoziuje
bunkam proliferaci, diferenciaci a sekreci ECM. Proto je nutné navrhnout scaffold tak, aby
fyzikélni a chemické signaly, pfitomné v tkdnovém leseni vhodné vyvolavaly specifickou
odpovéd bungk. Pii vyrobé scaffoldu je nutné zvolit vhodny material, ktery mtize byt jak
ptirodni, tak i synteticky, nebo v kombinaci. Aby se scaffold podobal co nejvérohodnéji
puvodni tkdni je nutné povrch modifikovat. Toho Ize dosdhnout nékolika zplsoby.

V praktické casti jsem se zaméfila na testovani antibakteridlni aktivity péti doda-
nych scaffoldii. Scaffoldy se liSily v koncentraci kraft ligninu. Testy probihaly paralelné¢ u
dvou kment bakterii E. coli a S. aureus. Dal§im zvolenym testem bylo stanoveni cytotoxi-
city pfimym kontaktem a stanoveni cytotoxicity extraktii. Postup experimentu byl dle ISO
10 993-5 na mySich embryonalnich fibroblastech NIH/3T3. Zavérecnym testem bylo sle-
dovani proliferace bunék homogenné adherovanych v celém objemu scaffoldu. Vysledky

prokazaly, Ze biokompatibilni scaffold je sloZzeny z 1 — 5% kraft ligninu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 REGENERATIVNI MEDICINA

Dle casopisu Nature je regenerativni medicinu (RM) mozno definovat jako ,,obor me-
diciny, ktery vyvyji metody k znovuobnoveni, opraveé, ¢i ndhradé poskozenéych bunék,
organt nebo tkani. Regenerativni medicina zahrnuje pfipravu a uziti kmenovych bunck,
prosttednictvim metod tkanového inzenyrstvi® (www.nature.com). Regenerativni medicina
byla na prelomu tisicileti (r.1999) spojovana pifedevsim se jménem William Haseltine, kte-
ry presnéji popsal noveé vznikajici védni obor. Regenerativni medicinu definoval prostied-
nictvim jiz vzniklych védnich obort jako je tkanové inzenyrstvi, bunéénd transplantace,
bunécna biologie, biomechanika, protetika, nanotechnologie a biochemie (SAMPOGNA,
G., S. Y. GURAYA a A. FORGIONE, 2015). Ve své praci The Emergence of Regenerati-
ve Medicine: A New Field and a New Society popsal, jak se jednotlivé obory ovliviiuji a
pomahaji ndm prohlubovat znalosti v RM. Hlavni rozvoj je spojen s embryonalnimi kme-
novymi buiikami, které maji jedineCnou schopnost diferencovat se do vsech typi bun¢k
(HASELTINE W. A., 2001).

Lécba pomoci RM se voli v ptipadé, ze byla dand tkdn poskozena mechanicky, pfi
urazu, v dusledku nemoci nebo ma tkan jiz vrozenou vadu (MAIENSCHEIN, J., 2011).
V podstaté existuji tfi rizné postupy k dosazeni pozadovanych vysledki v RM. Prvni po-
stup je na bazi bun&cné terapie, druha cesta je pouziti syntetického nebo biologického ma-
teridlu, ktery podporuje rust bunék a tfeti cesta je implantace scaffoldu osazené¢ho buiika-
mi, viz obrazek nize (COLOMBO, F. et al., 2016). Pouziti buné¢né terapie v RM se zkou-
ma jako moZnost ndhrady bunék, které jsou znehodnoceny diky riznym onemocnénim,
jako je napf. Parkinsonova nemoc, ischemickd mrtvice, cukrovka nebo infarkt

(BADYLAK, S. F, 2004).

Regenerativni
medicina

Scaffold s bunikami

Obrazek 1 Strategie regenerativni mediciny
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Jak jiz bylo zminéno vySe, RM zahrnuje n€kolik védnich obort. V diplomové praci
se blize zamétim na obor tkanové inzenyrstvi.

Tkanové inzenyrstvi (TE) byva v literatufe Casto povazovano jako synonymum
k RM. To vSak neni uplné spravné, jelikoz RM se zabyva také oblasti samolécby, na rozdil
od TE, kter¢ si klade za cil spojit syntetickou nebo pfirodni matrici s buitkami, extracelu-
larni matrix (ECM) a dal$imi rastovymi faktory tak, aby vznikla nova tkan, které roste ne-
zavisle na organismu (SINGH, R. et al., 2016). Matrice by méla vytvorit mikroprostiedi,
které¢ umoziuje bunkam proliferaci, diferenciaci a sekreci ECM. Proto je nutné navrhnout
scaffold tak, aby fyzikalni a chemické signaly, pfitomné v tkanovém leseni vhodné vyvo-
lavaly specifickou odpovéd’ bunék. Rychly rozvoj nanotechnologii béhem poslednich dese-
ti let vede k vytvofeni novych perspektiv a posunu vpied v oblasti TE (HUSSEIN, K. H. et
al., 2016). V dnesni dob¢ se usiluje o vytvofeni nanomateridlu, ktery by napodoboval na-
tivni ECM a podporoval adhezi riznych typi bunék (KINGSLEY P. D. et al., 2013). Tento
material ma tedy slouzit v TE jako leSeni pro bunky riznych tkani, napt. kiize, kosti, cév,
srdce, rohovky, pro nervovy systém a dal$i tkangé. Pfesné pozadavky zavisi na typu tkdné,
kterd ma byt obnovena. Jednim z cili je také vyuzit nanomateridl pfi 1é€b& poranéni michy

a jinych vaznych zranéni a onemocnéni (GAJENDYRAN, M. et al., 2017).

Biodegradable
polymer scaffold

,%}fﬁ\ In vive implantation

1

In vitro tissue culture

Cells

Osteoblasts --{%E‘;
Chondrocytes 3%° @Ji-
Hepetocylos. 2 ™ a2)) .
Enterocytes ==_E

Urothelial cells  =3=

Obrazek 2 Princip tkanového inzenyrstvi (LANGER R. aJ. VACANT]I, 2016)

1.1 Historie RM

Uvaha o historii neni jen o tom, Ze minulost pozname, ale jesté dilezitdjsi je, Ze se ji
snazime pochopit. Vyzkum RM ziejmé nezacal z niceho nic. Proto se logicky neda urcit
ptesné datum vzniku RM. Pokud ptjdeme hloubéji do minulosti, narazime na Aristotela,

ktery se zabyval regeneraci ocasku u jeStérek a hadi (ARISTOTLE a A. PLATT, 2001).
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Experimentalné se pfislo na to, Ze organismus ma pomérné dobrou schopnost reagovat na
meénici se podminky a u¢inné se regenerovat (HOLLINGER, J. O., et al., 2017).

Dilezitym bodem v ¢asném vyvoji RM byl soubézny vyvoj umélych biomaterialt.
V poloving roku 1960 se zacaly uskuteciiovat prvni pokusy o vyrobu umélé kiize (BURKE,
J. Fetal., 1981). V roce 1970 bylo usili zkonstruovat implantaty se specifickym povrchem
zabranujicim srazeni krve. Jednalo se o povrchy zalozené na heparinu. V témz roce se za-
hajila fada experimentt, pii kterych se nanesly chondrocyty na fragmenty kosti a implan-
tovaly se do mysi. Postupem Casu se pozornost upiela k testovani toxicity a biokompatibi-
lity riznych organickych polymeri, které se pouzivaji na vyrobu implantatt a pii vyvoji
novych geli (COLOMBO, F. et al., 2016). Vyznamny milnik nastdva u Haralda Otty, kte-
ry jako prvni zkonstruoval tkanové leSeni. Pouzil techniku decelularizace organu tak, aby
jeho skelet zlstal neporuSeny. Skelet se poté osadil znovu bunkkami v bioreaktoru

(VACANTL J. a CH. A. VACANTI, 2014).

Tabulka 1 Historicky pfehled dilezitych momentd v regenerativni medicing

(STARZL, T., 2000)

rok Objev

1968 Prvni bunécna transplantace a to transplantace kostni dfen¢
1978 Objev kmenovych bungk z lidské pupecnikoveé krve
1981 Prvni tkanova transplantace; transplantace ktize

1996 Prvni naklonované ovce ze somatickych bun€k dospélého jedince; ovce Dolly
1998 Izolace lidskych embryonalnich kmenovych bun¢k

1999 Prvni laboratorng vypéstovany organ

2004 Implantace prvnich uméle vytvorenych trubicovych organii (mocovy méchyrt)
2007 Objev kmenovych bun€k v plodové vodé a v placenté

2009 Vznik prvniho decelularizovaného orgénu

1.2 Kmenové bunky

Kmenové bunky jsou unikatni tim, Ze se mohou diferencovat a riist do pozadovanych
typt tkéni. Vykazuji schopnost se samy obnovovat, a udrzovat vnitini homeostazu orga-

nismu (SHOKEIR, A. A. et al., 2010).
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Existuje cel4 fada typti kmenovych bunék. Totipotence je schopnost buiiky délit se a
diferencovat do vSech bunék v organismu véetné¢ embryondlni tkan¢ (STRONG, A. L.,
2017). Pluripotence je schopnost bunky diferencovat do vSech tfech zarode¢nych listh.
Jedna se o embryonalni kmenové bunky. Multipotentni buiiky diferencuji do omezenych
typll bunék, napi. krvetvorné kmenové buiiky se mohou diferencovat do vSech krevnich
bunék: erytrocytli, krevnich desti¢ek, lymfatickych bun¢k. Pokud bunky diferencuji do
jednoho bunécného typu napt. prekursorové buiky mluvime o unipotenci (SAMPOGNA,
G., S. Y. GURAYA a A. FORGIONE, 2015).

Kmenové burnky el VA,
R > .uhﬁ,‘ej
Bunky epitelu
Svalova burka
y.s \

Krvinky %@ Jaterni bunky

Nervova buiika ~ Buiiky myokardu

Obrazek 3 Diferenciace kmenové buiiky

(Ptevzato z https://www.cryo-cell.com/cord-blood/about-stem-cells)
Kmenové buiiky mohou byt ziskany ze ¢tyt zdroju:

A) Embryonalni kmenové buitkky (ESC) jsou buitky multipotentni, které miazou dat vznik
riznym bunécnym typtim. Ne vSak vSem typtim. Pouze oplozené vajicko tj. zygota ma
plnou schopnost diferenciace tzv. totipotenci (DYLEVSKY, L, 2007). Embryonalni
kmenové buiky se ziskavaji z vnitini bunééné masy savcich blastocyst, coz vyzaduje
destrukci embrya. V mnoha zemich je tento zplisob zisku kmenovych bunék nepfija-

telny, hlavné z etickych divodi (DAMDIMOPOULOU, P. et al., 2016).


https://www.cryo-cell.com/cord-blood/about-stem-cells
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B) Gestacni tkan je neomezeny zdroj kmenovych bunék, je k nému snadny pfistup a jsou
na ni kladené minimalni etické a pravnické otazky. Proto buniky gestacni tkané nabizi
idealni rovnovahu mezi kvalitou a etikou. Kmenové buiiky lze ziskat z pupecnikové
krve, placenty a amnionu coz je zarodecny vak (LOUKOGEORGAKIS, S. P. a P. DE
COPPI, 2016). Kmenové bunky z pupecnikové krve se mohou rozliSovat do adipo-
genni, osteogenni, chondrogenni a kardiomyogenni linie. Placenta je eticky bezpro-
blémova. Kmenové bunky odvozené z placenty mohou diferencovat do linii mezen-
chymalnich tké&ni, vcetné osteoblastd a adipocyti. Bunky amnionu se ziskavaji
z amniotické epitelové bunky a mohou diferencovat do neuronovych linii (DAMIEN,

P.aD. S. ALLAN, 2015).

Dospélé tkdn¢ mohou byt zdrojem napf. mezenchymadlnich buiek (MSC), které jsou
schopné za urcitych podminek diferencovat do riznych bunéénych linii véetné osteoblasti,

chondrocytt a tukovych bun¢k (AVRIL, P., et al, 2016).

1.3 Extracelularni matrix

Jelikoz hraje v regenerativni mediciné kli¢ovou roli prostfedi, bude extracelularni matrix,
vénovana cela kapitola.

Extracelularni matrix (ECM) je mezibunécna hmota, ktera je produkovana buiikami.
SloZeni a struktura ECM ma mimo jiné vliv na vysledny fenotyp bunék. Jedna se piede-
v§im o biochemické prostiedi, koncentraci kysliku, pH, genovou expresi a faktor pisobeni
mechanické sily, kterymi se fidi osud builkky. ECM ma vliv na chovani buné€k, ulpivani
bunc¢k, migraci, proliferaci a trojrozmérné prostorové usporadani (MECHAM, R. P., 2011).
ECM predstavuje dynamickou rovnovahu mezi buitkami, tkdnémi a organy, jelikoZ slouZzi
jako tzv. informacni cesta. VétSina procesti vyplyva z interakce matrice s bunécny-
mi receptory. Receptory se daji rozdélit do tfech zakladnich skupin, které odpovidaji riiz-
nym vyvojovym procestim. Prvni proces je buné¢na adheze nebo uvolnéni, které jsou zpro-
sttedkované receptory katheriny nebo integriny (KARAMANOS, N. K., 2012). Béhem
migrace bun¢k zprosttedkovava ECM interakce integrinli a proteoglykanovych receptorti
s prvky cytoskeletu. Druhy proces je exprese specifickych genti v pribehu diferenciace.
Integrinové receptory zahrnuji reakci komponentii bazalni membrany s rozpustnymi fakto-

ry. Tfetim pochodem je morfogeneze epitelidrnich organti. Morfogeneze zahrnuje bunéc-
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nou smrt a prichod enzymi, integrintl, proteoglykanti a rozpustnych faktort pies receptory

(MARTINS-GREEN, M. a M. J. BISSELL, 1995).

1.3.1 SloZeni ECM

Nativni ECM je slozity systém skladajici se ze strukturnich a funkénich proteind,
glykosaminoglykany, glykoproteiny (BADYLAK, S. F, 2004). V dalsi ¢asti se proto zamé-

fim na jednotlivé komponenty nativni ECM a jejich vyznam.

Laminin

Fibrillar Fibronectin Fibril Associated
Collagen 57 ::7 3 Collagen
? V %r d Elastic Fibers 2
- L2y 1 ' ' ’r A@ o : 2
23972y 28

Oi

] . i
Cell Membrane

Obrazek 4 Kompozi¢ni uspofadani ECM (AMODT, J. M. a D. W. GRAINGER,
2016)

1.3.2 Kolagen

Kolagen je nejrozsitenéjsi protein v lidském téle a tvofi zdkladni slozkou tkani, ja-
ko jsou §lachy, kosti, kiize a cévy. Kolagen je Siroce poZivan v 1ékafstvi, v potravinaistvi a
v tkdnovém inzenyrstvi v disledku dobré biologické aktivity a nizké imunogenicity. Jeho
nedostatky jako napft. nizka tepelna stabilita se daji eliminovat tim, ze se kolagen slouci
s jinou latkou. Nejcastéji byva slu€ovan zejména s biopolymery, jako jsou fibroin, kyselina
hyauronova a chondroitin sulfat. Pfiddnim fibroinu se zvysi soufdzovy modul kolageno-
vych geli od 1 kPa az do 10 kPa, pficemz se zlepSi biokompatibilita a obsah vody
v kolagenové membran¢. Naopak tepelna stabilita a schopnost bobtnat zlepSuje pfitomnost
kyseliny hyauronové. Chondroin sulfat v kombinaci s kolagenem vyraznéji podporuje pro-
liferaci chondrocytli oproti ¢istému kolagenu (DUAN, L. et al., 2016). Kolagen zajist'uje
mechanickou stabilitu, pruznost a pevnost.

Molekuly kolagenu jsou produkovany buiikami a samy se organizuji do hierarchic-

kych struktur, které¢ tvoifi kolagenové tkané. Nejprve vznikaji molekuly protokolagenu,
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ztzv. pro a - fetézcl, které jsou syntetizovany v ribozomech endoplazmatického retikula
fibroblastii pfipojenych na membran€. Protokolagen se diky prokolagenpeptidazam pieme-
nuje na kolagen. Zakladni slozkou kolagenu je tropokolagen, coz je vlaknita molekula
skladajici se ze tii spiralovité stocenych fetézcli aminokyselin. Struktura kolagenu je tedy
trojSroubovice, kde se stfidaji sekvence (Gly - X- Y)n (CHANG, S. W. a M. J. BUEHLER,
2014). Podle upravy spiral tropokolagenu a zastoupeni jednotlivych aminokyselin rozlisu-
jeme az 19 typi kolagenu. Jednotlivé typy se od sebe také 1iSi prostorovym uspofadanim
fetézce. A to na fibrilarni a kolagen tvofici sit¢ (DYLEVSKY, 1., 2009).

Kolagen typu I je fazen do fibrilarniho typu. V téle je hojné zastoupen a to az z 80-
90% veskerého kolagenu. Jedna se o vlakna s velkym primérem, kterd jsou mechanicky
velmi pevna. Vyskytuje se jak ve volné pojivoveé tkani, tak 1 v kostech, Slachach, rohovce,
dentinu a v ligamentech (SCHWARZ, R. L, 2015).

Kolagen typu II je tvofen tencimi vlakny a neni tak hojné rozsifen, nicméné je ne-
postradatelnou sloZkou chrupavek a je také k nalezeni v pupecniku a meziobratlovych plo-
ténkach.

Kolagen typu III ma velmi tenkd vladkna. Kolegen typu III se vétSinou vyskytuje
spolu s kolagenem typu I a nachdzi se v prostfedni vrstvé kiize - ve Skare, dale se nachazi
v interstindlnim traktu a v krevnich cévach. Bazalni membranu tvoii kolagen typu IV a
kolagen typu VII a VIIL. (FOLDI, M. a E. FOLDI, 2014). Na rozdil od jinych konstruké-
nich materidli patii kolagen mezi tzv. inteligentni materialy, které maji schopnost ptizpl-
sobit své vlastnosti na mechanické podnéty tak, Ze zméni svou strukturu. Pti tvorbé kola-
genni tkané a jeji remodelace je dilezité mechanické zatizeni. Fyzické aktivita ovlivituje

jak syntézu, tak i degradaci kolagenu (CHANG, S. W. a M. J. BUEHLER, 2014).

1.3.3 Glykoproteiny

Glykoproteiny jsou proteiny s navazanymi sacharidy, pfi¢emz se sacharidy na pro-

teiny vazou glykosidovou vazbou. Do skupiny glykoproteini fadime fibronektin a laminin.

1.3.3.1 Fibronektin (FN)

Fibronektin patii mezi dals$i neméné dulezité kompartmenty ECM. FN je syntetizo-
van jako monomer, ktery se velmi rychle dimerizuje v drsném endoplazmatickém retikulu.
V roztoku tvofi kompaktni dimer, ktery nepodléha shlukovani fibril, zatimco v tkanich se
ptirozené shlukuje. Dimer je sloZen ze dvou podjednotek o velikosti 250 kDa, které jsou

vzajemn¢ propojeny parem disulfidickych vazeb. (LABAT-ROBERT, J., 2012).
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Jednotlivé struktury fibronektinu ovliviluji jiné biologické funkce. Napft. kvarterni
struktura je dalezita pro stabilizaci FN do neaktivni konformace pti ob&hu krevni plazmou.
Zmény v sekundarni a tercidlni struktufe maji velky vliv na vaznost integrini. FN byva
¢asto oznacovan jako mozaikovy protein (ZERN, M. a L. Reid, 1993). Pii organizaci ECM
hraje dtlezitou roli pravé fibronektin, jelikoz mé urcité domény s vazebnymi misty, na
které se vazou molekuly kolagenu, fibrinu, heparinu a signalni molekuly. Vazebnd mista
jsou dulezita pti adhezi, diferenciaci bunék, pii opsonizaci bun¢k a pii hojeni ran. FN je
dalezity v pocatecni interakci mezi buitkami endotelu a scaffoldem (BHOWMICK, S. et
al., 2017). FN je ptitomny ve tkanich, kde je v nerozpustné formé syntetizovan fibroblas-
ty, epitelidrnimi bufikami a dal$imi diferencovanymi bunéénymi typy. Také je obsazen v
amniové tekutin€, cerebrospindlni tekuting, v lymf€, v plazmé a v intersticidlni tekuting.
Jeho charakteristickd vlastnost je, Ze se ukladad zvlast€¢ v mistech zranéni a zanétu
(ZADAK, Z., 2002). Existuje cel4 fada izoforem FN. Z jediného genu, sestrojeného alter-
nativnim sestfihem primarniho transkriptu, se vytvofi az 20 rGznych variant FN.
K sestfihu mRNA dochazi ve dvou oblastech EIIIA a EIIIB, kde jsou exony bud’ zahrnuty,
nebo vynechdny béhem celého procesu transkripce. Béhem vyvoje organismu je ¢etnost
mist EIIIA a EIIIB zvySena, naopak v dospélosti se jejich Cetnost snizuje. V praxi to
znamena, ze s pribyvajicim vékem se schopnost hojit rany snizuje, v disledku ubyvani

faktoru EIIIA a EIIIB (LABAT-ROBERT, J., 2012).
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Obrazek 5 Kompozitni material sloZzeny z fibronektinu (oranzova) a kolagenu (fia-
lovd) s buitkami (modra). FN konformace tidi chovani buné¢k prostfednictvim ad-

heznich molekul, jako jsou integriny (zelend). Bunéné chovani je také fizeno
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prostfednictvim interakci s riistovymi faktory (fialovd) (ZOLLINGER, A. J. a M.
L. SMITH, 2016)

1.3.3.2 Laminin

Molekulova hmotnost lamininu je 400 — 900 kDa. Lamininova molekula je tvofena
heterotrimerem, ktery je slozen ze tfech podjednotek a, B, a y. Kazdy fetézec existuje
v n¢kolika isoformach a je kodovan jinym genem. Nyni zname nejméné 18 lamininovych
isoforem, které jsou kombinaci 5 a, 3 B a 3 y fetézce. VSechny fetézce jsou glykosylovany
a u nekterych fetézct bylo prokdzano, ze maji glykosaminoglykanové postranni fetézce
(AUMAILLEY, M. et al., 2005). Laminin I byl objeven jako prvni v roce 1979. Tradi¢né,
je kazdy heterotrimer oc¢islovan podle potadi, v jakém byl objeven. Naptiklad laminin 1 se
nyni oznacuje jako laminin 111, protoze se skladd z al, Bl a yl tetézce (FLOREA, F. et
al., 2016). Analyzou rota¢niho stinovani bylo dok4zéano, ze molekuly lamininu tvofi kiizo-
vou strukturu, strukturu T a Y. Tyto fetézce maji homologni doménovou strukturu. Distri-
buce isoforem lamininu je tkanové specifickd. Lisi se v prostoru i v ¢ase a je vétSinou ur-
¢ena expresi a fetézce. a 1 fetézec je exprimovan v ¢asném embryondlnim stadiu, pficemz

v dospélém organismu ma omezenou expresi predevsim v reprodukénich organech, ledvi-

nach, jatrech a oc¢ich. a 2 fetézec je prevazné exprimovan neuromuskularnim systémem,
zatimco fetézec a 3 je exprimovan v epitelu (PERRIN, A., J. ROUSSEAU a J. P.
TREMBLAY, 2017).

G dormain diuin

Laminin 111 Laminin 511 Laminin 321 Laminin 332

Obrazek 6 Strukturni rozdily lamininu (FLOREA, F. et al., 2016)
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Lamininové molekuly jsou vylucné rozpustné ve vod¢. Pres interakci laminin-
receptor se kumuluji v zékladnich membranach, kde diky vapniku polymeruji. Geneticka
nepfitomnost nékolika isoforem lamininu vede k vaznym vyvojovym vadam nebo ke smrti

(FLOREA, F. et al., 2016).

1.3.4 Glykosaminoglykany (GAGs)

Mnoho fyziologickych funkeci zavisi na spravné lokalizaci proteind. Rozttidéné in-
formace jsou obsazené piimo v aminokyselinové sekvenci nebo v posttranslacni modifika-
ci. Na rozdil od N- a O- vazanych glykani jsou GAGs dlouhé, nerozvétvené fetézce skla-
dajici se ze dvou sttidajicich se monosacharidii D- glukosaminu nebo galaktsaminu a zbyt-
kem kyseliny uronové viz obrazek. Glykosaminoglykany mohou byt rozdéleny do dvou
hlavnich tfid, jedna obsahuje kyselinu hyauronovou (HA) a druhd se sklad4 z chondroitin
sulfatu (CS), dermatan sulfatu (DS), keratan sulfatu (KS), heparinu a sulfatu heparinu
(HS). GAGs maji velky potencial v klinické aplikaci jako napf. slozka antikoagulacni, pro-
tinddorova a protizanétlivd (GHATAK, S. et al., 2015). Délka fetézct je variabilni. Ob-
vykle je molekulova hmotnost v rozmezi 6 - 34 kDa. Coz je asi 40 - 120 disacharidf. Roz-
dilné sacharidy umoziiuji specifické interakce s riiznymi ligandy, ¢imz se reguluje bunécna

signalizace, migrace a diferenciace (MIHOV, D. a M. SPIESS, 2015).
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Obrazek 7 Struktura a syntéza glykosaminoglykanového fetézce (GHATAK, S. et
al., 2015)

Riistové faktory (GFs)

Ristové faktory jsou diilezité morfogenetické proteiny, které se pouzivaji ke stimulaci

bunécné proliferace, diferenciace a sekrece ECM. Jsou tedy nezbytné pro regeneracni pro-
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cesy. Rustové faktory jsou piirozené¢ vyluCovany zbunék, kde pifimo reaguji
s povrchovymi receptory ECM. Ackoli je jejich terapeuticky potencidl velmi vyrazny
v regenerativnich postupech, je nutné brat v potaz jistd omezeni tykajici se Spatné stability
proteinu a nizké rekombinaci pii expresi (MITCHELL, A. C. et al., 2016). To, jaky rastovy
faktor zvolime, zavisi na 1) typu pouzitych bunek (pluripotentnich nebo diferencovanych)
2) na chovani, které se indikuje (diferenciace, proliferace, ukladani ECM nebo krvetvorba)
3) na typu scaffoldu (chrupavky, slachy, kosti). Jednim z nejvice omezujicim aspektem je

chemicka a fyzikalni stabilita (DEL MERCATO, L. et al., 2016).

1.3.5 Zdroje pro tvorbu tkarnového leSeni

Pro ucely TE se dd& ECM rozlisit podle ptivodu. Jednak mohou byt zdrojem ptirodni
materialy, zde se nej€astéji vyuziva skopova zvet, prasata nebo hlodavci. Tedy, ECM pou-
zita ze stejného druhu se nazyva alogenni, zatimco ECM pouZita z jiného druhu se nazyva
xenogenni. Problémem je vSak fakt, na ktery upozoriiuje ve své praci napi. tym pod vede-
nim Riedera, ktery zkoumal moznou imunitni odpovéd’ organismu na alogenni i xenogenni
materidly. Ve svych experimentech doSel k zavéru, ze ani histologicky dobte decelularizo-
vand tkan ani zesitovana struktura xenogenniho organismu neeliminuje imunitni odpoveéd’
piijemce. Také se domniva, Ze reakce na imunitni odpovéd’ zavisi na druhu pouZité tkang.
Z vysledkti vyplyva, Ze nezesitovany xenogenni material neni vhodny k aplikaci
(RIEDER, E., A. STEINACHER-NIGISCH a G. WEIGEL, 2016). Zesitovana ECM se
pouziva za Gcelem zvySeni pevnosti a zpomaleni degradace in vivo. ECM leSeni mohou
modulovat hojeni ran a obnovu tkané, tak, Ze nemusi dochazek k zjizveni (BADYLAK, S.

F, 2004).
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2 SCAFFOLD (TKANOVE LESENI)

2.1 Design scaffoldu

Scaffold neboli tkanové leSeni slouzi pro pocate¢ni oporu pii adhezi bunék, jejich
proliferaci, diferenciaci a sekreci ECM s cilem obnovit poskozenou tkan. Pravé ECM za-
jistuje strukturdlni integritu tkdné. Scaffold slouzi také jako nosic¢ pro buiiky, ristové fak-
tory nebo jiné biomolekularni signaly. Je dilezité, aby scaffold napodoboval strukturu a
vlastnosti cilové tkané co nejvérohodnéji (CHEN, F. M. a X. LIU, 2016). Tkéanov¢ leSeni
se da vytvorit jak ze syntetickych materiall, tak i z pfirodnich a také jejich kombinaci. Vy-
robni techniky se 1i$i s ohledem na pozadavky scaffoldu. Rozdily ve vyrobé budou zminé-
ny v samostatné kapitole. Bez ohledu na to, jakou tkan bude scaffold nahrazovat existuje
fada pozadavki, které musi byt splnény.

Idedlni leSeni by mélo mit dostatecné velkou sit’” port v tésném kontaktu, aby byla
zajiSténa migrace bunck a jejich adheze do port skeletu, tak aby se mohla utvotit homo-
genni tkdn (O'BRIEN, F. J., 2011). Jestlize je velikost péri mensi nez 1 pum, dochazi
k interakci a adsorpci proteint. Pokud je velikost port v intervalu od 1 pm — 20 um zac¢ina
pocateéni rust bunék. Bunécéna proliferace a migrace probiha pti 20 pum — 100 pm. Bunéc-
ny rust pokracuje pii zvétSovani port do intervalu 100 pm - 1000 pm. Nad 1000 um jsou
pory dulezité pro zachovani tvaru a funkénosti implantatu (DUTTA, R. C. et al., 2017).

LeSeni by také mélo obsahovat kanélky, jimiz se zajisti cirkulace kysliku a Zivin a
naopak umozni odvod odpadnich produktl. Déle pak je nezbytnd biokompatibilita. LeSeni
by mélo vyvolat vhodnou biologickou odpovéd’, tak aby se zabranilo nezaddouci reakci
okolni tkané. Dale pak odpovidajici mechanicka pevnost a mozna biodegradace
(SANCHEZ, P., J. L. PEDRAZ a G. ORIVE, 2017). Pii biologické degradaci je dalezité,
aby se zvoleny materidl rozkladal na mensi netoxické latky, aniZ by ovliviiovaly okolni
tkan. (LIU, C, Z. XIA aj. T. CZERNUSZKA, 2007). Kone¢né pozadavky na scaffold zavi-
si na konkrétnim ucelu pouziti. Z tohoto diivodu musi byt tkdfiové leSeni sestrojené tak,
aby byly zachovany chemické a fyzikalni signély, jako v zivém systému, aby buiiky speci-
ficky reagovaly na dany signal.

Klic¢ovy faktor, ktery ovliviiuje osud buiiky je topografie scaffoldu. Tedy definovana
drsnost, velikost, tvar a vzdjemné propojeni port a vldken a také orientace vldken. DalSim
kli¢ovym faktorem, ktery ovliviiuje osud buiiky je mechanicka vlastnost scaffoldu. Engler

a kol., ve své studii popsali, Ze mezenchymalni kmenové buniky adherované na gelovém
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podkladu o modulu pruznosti v rozmezi 0,1 kPa do 40 kPa rozpoznaji tuhost substratu a

ptrenaseji ji do svého fenotypu a do dalsi bunééné linie (IDASZEK, J. et al., 2016).

2.2 Vhodné materialy

K vyrobé a realizaci scaffoldl se vyuzivaji biomateridly. Jsou to latky pfirozené se
vyskytujici nebo synteticky vytvorené. Jejich ptfesnd definice je zroku 1976 a to:
,,Biomaterial, je definovany jako nezivotaschopny material pouzivany k zdravotnickym
ucelim. Je urcen pro interakci s biologickym systémem**. Dale se postupem casu definice
upravila tak, ze biomaterial je prostfedek slouzici k 1écbé tkani, orgdni nebo celého téla
(O'BRIEN, F. J., 2011).

Kritéria pro vyber biomateridlli jsou na zaklad¢ jejich struktury, molekulové hmot-
nosti, rozpustnosti, hydrofilnosti nebo hydrofobnosti a povrchové energie. Materidly na
vystavbu scaffoldu mohou byt trvalé nebo biologicky odbouratelné v zavislosti na pouziti
(DHANDAYUTHAPANI, B. et al., 2011). Biomaterialy se rozviji tak, aby byly kompaktni
s Zivymi systémy s buiikami in vitro 1 in vivo (CHEN, F. M. a X. LIU, 2016). Jako prvni se
zaCaly pouZivat zlaté a slonovinové kranidlni vyztuze. O mnoho set let pozdéji nahradily
slonovinu a zlato polymerni materidly. Ze zacatku hlavné polymethylmetakrylat (PMMA)

(BERGMANN, C. P. a STUMPF, 2013).

2.2.1 Prirodni

Ptirodni materidly zvolené pro aplikaci v tkaniovém leSeni jsou bud’ slou¢eniny na-
tivni ECM, nebo polymery ziskané z jinych biologickych systémt (WANG, L. et al,,
2013). V mnoha piipadech se voli na vystavbu scaffoldu pravé pfirodni materialy, jelikoz
vykazuji podobné chovani jako ECM, jsou biokompatibilni a lépe interaguji s buiikami
(PORZIONATO, A. et al., 2015). Béhem nékolika poslednich let se stalo vice polymert
dostupnych pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi (RANA, D. et al., 2015). V klinické praxi
se  jako prvni zaCaly  pouzivat biologicky odbouratelné polymery
(DHANDAYUTHAPANI, B. et al., 2011).

Ptirodni polymery Ize klasifikovat do tfi skupin a to 1) proteiny, kde patii kolagen,
zelatina, fibrinogen, elastin, keratin, aktin a myosin (HE, Y. a F. LU, 2016); 2) polysacha-
ridy tj. celuldza, amyloza, dextran, chitin a glykosaminoglykany (PARK, H.J., S.J. YU a
K YANG, 2014) a 3) polynukleotidy (DNA, RNA) (RATNER, B. D., 1996).
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2.2.2 Syntetické

Syntetické biomateridly maji urcitou vyhodu, jelikoz se daji snaze kontrolovat fyzi-
kalni a mechanické vlastnosti a mohou byt pouzity pro vystavbu jak mékkych, tak i1 tvr-
dych tkani (DHANDAYUTHAPANI, B. et al., 2011). Dalsi nemén¢ dilezitd vyhoda je
jejich cena. Syntetické leSeni jsou mnohem levnéjsi a mohou se tak vyrabét ve velkém
mnozstvi a skladovat se delsi dobu.

Syntetické materialy vykazuji pfedvidatelné a reprodukovatelné mechanické a fyzi-
kalni vlastnosti jako je napf. pevnost v tahu, modul pruznosti a rychlost degradace. Do této
skupiny lze zafadit PLA, PGA, PLGA a jejich kopolymery (WEIL, G. a P. X. MA, 2014).

Nejvétsi problém u syntetickych materiali je spojen s biokompatibilitou. Bunky
mohou mit problém s uchycenim a rstem, proto se povrch materialu upravuje bud’ lase-
rem, nebo se na n¢j nandsi povlak z pfirodni latky, vétSinou se jedna o kolagen. S rozvojem
kompozitnich materialti roste i jejich uplatnéni pravé v tkanovém inzenyrstvi (MAITZ, M.

F.,2015).

2.2.2.1 Polyvinyl alkohol PVA

PVA je synteticky polymer, ktery se zacal pouzivat od roku 1930 a nasel uplatnéni
v celé¢ fadé primyslovych, zdravotnich a potravinafskych aplikacich. Svym chovanim
v mnohém piipomina Zelatinu, proto se pouziva napft. jako ochranny koloid pro suspenzni
polymerace nebo jako zahuStovadlo pro natérové hmoty, také k vyrobé lepidel, ¢i
v potravinaistvi pro piipravu ovocného zelé (DUCHACEK, V., 2006). Také se vyskytuje
pti vyrobé kontaktnich ¢ocek (HYON, S. H., 1994), pti vyrobé ortopedickych pomiicek a
také pti vyrobé obvazii. PVA je ve vodé rozpustny, obsahuje-li v§ak vice nez 5% vinyla-
cetatovych jednotek. Ve vode€ se ozpousti az pii teploté vyssi nez 65 °C. Rozpustnost také
klesa s rostouci molekulovou hmotnosti polymeru. Dale je PVA netoxicky, biologicky
kompatibilni a biologicky odbouratelny.

PVA se nedé pfipravit béznou reakci, nebot’ sviij monomer nema. V takovém pfi-
pad¢ se vyuziva reakce polymeranalogické, kde je vychozi sloZka vinylacetat. Pfi polyme-
raci probiha dalsi reakce a to polyvinylakohol s glutaraldehyd. Jako sitovaci ¢inidlo pouZzi-
va formaldehyd nebo acetaldehyd spolu s y zafenim. Tim, Ze je zavedeno sit'ovadlo je nut-

né zvazit jeho toxicitu (YE, M., P. MOHANTY a G. GHOSH, 2014).
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Obrazek 8 PVA + glutaraldehyd -> vznik sité¢ (YE, M., P. MOHANTY a G.
GHOSH, 2014)

Krom¢ chemického sitovani lze pouzit také metodu fyzikalni, kterd spociva
v opakovaném zmrazovani a rozmrazovani, pii kterém se zavadi vodikové vazby, nastava
krystalizace, odd€leni fazi a nasledné sitovani. Fyzikalni metoda je ¢asto upfednostnovana,
jelikoZ se nemusi feSit otazka toxicity chemickych sitovadel. Kromé toho vykazuji fyzi-
kalné zesitované gely PVA vétsi mechanickou pevnost a tuhost, ktera je dusledkem pfti-
tomnosti mikrokrystali (HASSAN, CH. M. a N. A. PEPPAS, 2000). Fyzikalni charakteris-
tiky PVA zavisi na pouzité metodé hydrolyzy. Jestli se jedna o ¢astecnou hydrolyzu nebo
celkovou hydrolyzu (VERSTRAETE, G., W. DE JAEGHERE a J. VERCRUYSSE, 2017).
Zménou délky pavodniho polyvinylacetatu a stupném hydrolyzy alkalické nebo kyselé se

méni molekulova hmotnost (20.000 — 400.000), rozpustnost, pruznost, pevnost v tahu a

prilnavost.
(A) (B)
CH,— (l"H CH+— (I‘H CH;— (|?|-I
OH o OH
40 I "
.
CH, 1 m

Obrazek 9 Struktura PVA A) ¢aste¢né hydrolyzovany B) plné€ hydrolyzovany

2.3 Modifikace polymeru

V poslednich n€kolika desetiletich se polymerni materialy rozsifuji do vSech primys-
lovych odvétvi a pouZivaji se v mnoha inovac¢nich procesech. Jejich povrchové vlastnosti
se upravuji tak, aby vyhovovaly konkrétni aplikaci bez ovlivnéni jejich vlastnosti v celém
objemu. Povrchové tprava se Casto pouziva k vytvoreni plochy s vyrazné odlisSnymi vlast-

nostmi nez ma polymerni matrice (JASSO — GASTINEL, C. F., 2017). Vzhledem k tomu,
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ze jsou polymerni povrchy nereaktivni, vyzaduje se chemickd zména povrchové vrstvy.
Zména povrchu probiha tak, ze se generuji vysokoenergetické Castice, jako jsou radikaly,
ionty a molekuly excitujici elektrony. VéEtSinou se pouziva plazma, plamen, UV zafeni,
laser, X- ray zaieni, iontovy paprsek a ptisobeni korony (SHARMA et al., 2002).

I kdyz vodivé polymery nabizi mnoho vyhod oproti jinym materiadltim, je nutné brat
v potaz problém s aplikaci v tkanovém inzenyrstvi (GUIMARD, N. K. et al., 2007).
V dnesni dobé¢ je tendence spojit vodivost a biokompatibilitu polymert. Metoda pfipravy
spoc¢iva v dopingu biologickymi pfimésemi nebo zaclenéni biologicky aktivnich molekul
pro zvyseni adheze bunék a lepsi proliferaci (WARGO, S. L., T. R. KUMAR a A. J.
RUSSELL, 2006).

Topografické \
modifikace

Rozdilné
metody
modifikace

\

Vyroba Dopovani
hybridridnich \ bioaktivnimi \
materiala molekulami

Obrazek 10 Rizné metody modifikace vodivych polymert

2.3.1 Modifikace povrchu bioaktivhimi molekulami

V soucasné dobé se voli predev§im jako pfimési bilkoviny ECM. Nejcastéji se do-
puji vodivé polymery bioaktivnimi molekulami jako napt. heparinem, dextrasulfatem, ky-
selinou hyauronovou, chitosanem, kolagenem, ristovymi faktory, kyselinou oligodeoxy-
guanylovou a ATP. Nicméné dopovani molekul mé ur¢itd omezeni jako je napi. pokles
vodivosti (NICKELS, J. D. a CH. E. SCHMIDT, 2013). Gelmi et al. ukazal, ze dopovani
polymeru bioaktivnimi molekulami miiZze mit vliv na fyzikalni vlastnosti celého kompozi-
tu, ptedev§im na povrchovou drsnost. Drsnost zavisi na druhu dopovaci molekuly

(GELMI, A., M. J. HIGGINS a G. G. WALLACE, 2010).
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2.3.2 Vyroba hybridnich a kompozitnich materiali

Kompozitni material, je strukturné sloZzeny ze dvou nebo vice samostatnych ¢asti.
Definice se nevztahuje na molekularni Groven, tudiz homogenni leSeni sloZzené pouze
z kopolymert neni povazované za kompozit. VétSinou je spojitost hybridnich a kompozit-
nich materiald s regeneraci kosti. Bylo prokazano, ze nékteré bioaktivni skla maji potencial
pro podporu regenerace kosti v kombinaci s Cistou biokeramikou (PEREIRA, M. M., J. R.
JONES a L. L. HENCH, 2013). Polymery PLA a PCL jsou povazovany za neosteokonduk-
tivni tzn. ze, nezprostiedkovavaji strukturni oporu pro infiltraci a regeneraci kosti (WANG,
M., 2003). Do polymeru se ¢asto zavadi keramika ze dvou divodu a to, aby se vytvoftilo
leseni osteokonduktivni a aby doslo k celkovému posileni scaffoldu. Existuji dva piistupy
pro vyrobu polymerniho kompozitniho leSeni. Prvni zplisob spocivé ve vlozeni Castic bio-
keramiky do matrice a druhy zpiisob umoziluje potahovat scaffold vrstvou apatitu

(HUANG J. a S. BEST, 2014).

2.3.3 Topografické modifikace

Kli¢ovym faktorem, ktery ovlivituje osud buiiky je také topografie povrchu scaffol-
du. U povrchu miizeme stanovovat smacivost, funk¢ni skupiny, povrchovy naboj a hustotu
(ITO, Y., 1999). Kunzler et al. Studoval proliferaci krysich osteoblasti a lidskych fibrobla-
t a dosSel k nazoru, ze proliferace osteoblasti se vyrazn¢€ zvySuje s rostouci drsnosti po-
vrchu. Naopak fibroblasty reagovaly na zvySujici se drsnost negativné (KUNZLER, T. P.,
2007). Dale bylo zjisténo, Ze optimalni thel sméceni je pro fibroblasty v intervalu 60° -
80° (WASHBURN, N. R., 2004).

Mechanické vlastnosti také ovlivituji osud bunky. Engler sledoval vliv hustoty li-
gandu a tuhost polyakrylamidovych geli, které byly navic potaZeny kolagenem, a pfiSel na
to, Ze se pocet kontaktnich mist k adhezi zvySuje s tuhosti matrice a hustotou ligandu. En-
gler se svymi spolupracovniky zkoumal diferenciaci mezenchymadlnich kmenovych bunck
(MSCs) na gelovém podkladu o modulu pruznosti 0,1 kPa — 40 kPa a dospél k zavéru, ze
MSC citi tuhost substratu a pienaseji informaci do fenotypu (ENGLER, A. J., 2000).

2.4 Vyroba

Jak jiz bylo zminéno nékolikrat vyse, material, ze kterého se bude vyrabét scaffold se

voli tak, aby co nejlépe vystihovat pivodni slozeni tkdné. Idedlni materidl je ten, ktery se
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postupné resorbuje a je nahrazovan regenerovanou tkani (LANGER R. a J. VACANTI,
2016). Kvalita a reprodukovatelnost z hlediska fyzikalnich a funk¢énich vlastnosti jsou dalsi
pozadavky na vybér materialu. Stejné tak, jako je dileZity vybér materialu, je stejné dilezi-
té zvolit vhodnou metodu zpracovani. Kazdd metoda ma své vyhody, ale zaroven i1 nedo-
statky.

Mezi konven¢ni metody patii napt. Casticové louzeni, rapid prototyping, vytlaCovani,
lisovani, 3D tisk, stereolitografie, selektivni laserové spékani, vstiikovani, elektrostatické
zvlaknovani (LEE, K. Y. et al., 2009), gelace, lyofilizace, slinovani, fotopolymerace a le-
peni vldken (BARBETTA, A. et al., 2010).

Obrazek 11 Typy struktur scaffoldd SEM mikroskopie (DUTTA, R. C. et al.,
2017)

a) PLGA hybridni leSeni pfipravené casticovym louzenim

b) Scaffold z hedvébi ptipraveny louzenim soli a napéiiovanim plynem

¢) PLA scaffold ptipraven pomoci superkritického CO, pii tlaku 240 bart a teploté
35°C.

d) 15% PLLA péna ptipravend pomoci termicky indukované fazové separace
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e) PGA scaffold vyrobeny pomoci tepelného spojovani vlaken

f) Spongiozni matrice

g) Scaffold pfipraveny zpénovanim

h) 7,3 % PLLA scaffold pfipraveny elektrostatickym zvlakinovanim
1) PDLLA scaffold zkonstruovany pomoci stereolitografie

j) Scaffold CaSiO; ptipraven 3D tiskem

k) Porézni leSeni pfipravené pomoci modelové depozice tavenim

1) PCL scaffold vyrobeny metodou Bioplotter

2.4.1 Predem vyrobeny scaffold

Jedna se o nejCastéji vyuzivany zpusob vyroby scaffoldii. Vyhoda této ptipravy
spociva v tom, Ze si mizeme zvolit materidl, ktery se nejlépe ptiblizuje realné tkani, kterou
chceme nahradit (IVIGLIA, G. Et al., 2016).

Samotna technologie vyroby tohoto typu scaffoldu zahrnuje tfi zpsoby vyroby. Pii
prvnim postupu se vytvari pory v materialu a to bud’ ptisobenim plynu, jako je oxid uhli¢i-
ty, kapaliny, nejcastéji se jednd o vodu, anebo pevné latky napf. parafin (YU, J. Z. et al.,
2017). Smési jsou zpracovany a podle povahy pouzité latky se porogenujici latky odstrani
sublimaci, odpafenim nebo tavenim. Po odstranéni vznika struktura porézni. Druhd metoda
pii vyrobé pozadované struktury zahrnuje proces, kdy se material formuje do pfedem urce-
né 3D struktury. Pouzivaji se techniky jako laserové slinovani, stereofotografie a 3D tisk.
Pevnost materidlu vzniké jeho slepovanim nebo zesitovanim (ASADI-EYDIVAND, M. et
al., 2016). Tteti kategorii je spojovani netkané Ci tkané struktury vldken pisobenim lepidla
nebo tepelné energie, ¢imZ se ziska porézni sit’. Nejvetsi vyhodou celé technologie je jeji
ptresnost. Proto se takto vytvofeny scaffold nejvice blizi svymi fyzikalné - chemickymi
vlastnostmi ECM cilovych tkéani. Nejvice se tedy hodi pro ptipravu tkani, které maji mit
nosnou funkci (STRATTON, S. et al., 2016). Nicméné¢, takto vyrobeny scaffold ma 1 ne-
vyhody. Hlavni nevyhoda je ta, Ze nasazeni bun¢k na povrch je asové dosti naro¢né a pe-
netrace bunc¢k do leSeni je znaéné¢ omezend, coz vede k nehomogenni distribuci bunék

(ATALA, A. aR. P. LANZA, 2001).

2.4.2 Decelularizovany scaffold

Tato metoda je zalozena na principu odstranéni bun€k z ECM. Prvni pokusy vyro-
bit takto decelularizovany scaffold byly po roce 1970. Pocatecni experimenty se provadély
na jatrech, plicich a ledvinach (HUSSEIN, K. H. et al., 2016).

Vyhodou decelularizovaného scaffoldu je jeho struktura a slozeni, které nejlépe si-

muluje nativni scaffold. Pfi decelularizaci se odstranuji alogenni nebo xenogenni bunécéné
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antigeny z tkani, aby slozeni ECM =zustalo stejné (BADYLAK, S., D. FREYTES a T.
GILBERT, 2009).

Samotné odstraiiovani bunék se déje pomoci fyzikalnich, chemickych a enzymatic-
kych metod (CHEN, K., X. LIN a Q. ZHANG, 2015). Bunétné membrany se zacinaji roz-
padat pii fyzikalnich procesech, jako je napt. opakovani cykli zmrazeni a rozmrazeni nebo
pomoci iontovych reakci nebo pouzitim hypotonickych, ¢i hypertonickych roztoki, tlaku,
michani a ultrazvuku. Zmrazeni se pouziva Casto pro decelularizaci Slachové, vazivové a
nervové tkan€. Rychlym zmrazenim tkané€, vzniknou intracelularni ledové krystalky, které
naru$i bunécné membrany a zptisobi bunécnou lyzu. Rychlost zmény teploty musi byt pec-
livé kontrolovana, aby nedoslo k poskozeni scaffoldu (FAULK, D. M., J. D.
WILDEMANN a S. F. BADYLAK, 2015). Pfi enzymatické reakci se plsobi nejcastéji
trypsinem, nukledzou, kolagendzou, alfa galaktosiddzou, fosfolipazou, lipazou, dispazou a
thermolyzinem. Chemické oSetfeni zahrnuje pouziti alkoholi jako napft. ethanol, isopropa-
nou lyzou bun¢k (GILBERT, T., T. SELLARO a S. BADYLAK, 2006). Mezi hlavni ne-
vyhody alkoholl patii schopnost plisobit na tkan fixacné, srazi proteiny a poSkozuji struk-
tury ECM. Dalsi chemické metody vyuzivaji kyselin, zésad, iontovych a neiontovych de-
tergentll (HUSSEIN, K. H. et al., 2016).

Problém miize nastat pii nedokonalém odebrani vSech bunécénych slozek. Zbylé
buitkky by mohly po implantaci vyvolavat imunitni reakce (HUSSEIN, K. H. et al., 2016),
(BADYLAK, S., D. FREYTES a T. GILBERT, 2009). Aby se zamezilo imunitni reakci
organismu, je nutné pasobit na decelularizovany scaffold kyselinami nebo zasadami. Uéin-
né rozpousti cytoplazmatické slozky buné€k a odstranuji zbylé nukleové ¢asti tim, Ze kata-
lyzuji hydrolytické degradace biomolekul. VétSinou se pouZziva kyselina peroctova, kyseli-
na octova, kyselina chlorovodikova, kyselina sirova a zasada hydroxid amonny. Po od-
stranéni bun¢k z ECM nastava dalsi faze a to sterilizace ptipraveného scaffoldu. Sterilizace
je povazovana za nezbytny krok pii navrhovani scaffoldu. Musime brat v potaz fakt, ze
sterilizaci nesmi zménit mechanické ani biologické vlastnosti skeletu. Casto se vyuziva ke
sterilizaci kyselina peroctova (PAA), mirné kyselé elektolyzované vody (SAEW), gamma
zateni, elektronovy paprsek (EBI) a superkriticky CO,. Ideélni steriliza¢ni ¢inidlo by mélo
byt bezpecné, jednoduché na pouziti a vykazovat dobré antiseptické uCinky

(SIRITIENTONG, T., T. SRICHANA a P. ARAMWIT, 2011).
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Obrazek 12 Schéma priibéhu vzniku decelularicovaného scaffoldu, recelularizace

a potencidlni aplikace (upraveno podle HUSSEIN, K. H. et al., 2016).

2.4.3 Scaffold pripraveny bunécnou sekreci ECM

Jedna se o techniku, kdy buiky vylucuji svoji vlastni ECM. Scaffold se da apliko-
vat napf. na rohovku, myokard a v preklinickych studiich. Touto metodou mohou vznikat
bunky epitelu a endotelu. Podstata metody je, Ze buniky tvofi velmi tésné spoje mezi sebou
navzajem a vylucuji ECM. Diky této metodé se da predejit kumulaci bun¢k a Spatné dis-
pergaci. BohuZel se obtizné¢ konstruuji tlustsi tkan€ nad 30 um (HINDERER, S., S. L.
LAYLAND a K. SCHENKE-LAYLAND, 2016).
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2.4.4 Scaffold z hydrogelové matrice

Zapouzdieni je proces, pii kterém jsou zivé builkky obklopeny vétSinou hydrogely.
Hydrogel je zesitovan kovalentné ¢i iontove a je ve vod¢ rozpustny. K tvorbé hydrogelu se
pouzivaji piirodni i1 syntetické materialy schopné tvorby hydrogelu nebo polymerace a jsou
kompatibilni s Zivymi buitkami. Zesitovani je dulezité pro Zivotaschopnost butiky. Pozadu-
je se, aby byl hydrogel propustny pro ziviny, tedy pro kyslik, gluk6ézu a dale pro metabolity
jako oxid uhlicity a kyselinu mlécnou. Zaroven by hydrogel mél zabranit kontaktu zapouz-
dfené buiiky s protilatkami a antigeny, aby nedoslo k imunitni reakci. Vyuziva se nejcastéji
alginatu a agardzy, ze syntetickych materialti polyvinyl alkoholu (PVA) nebo polyethylen-
glykolu (PEG) (VARAPRASAD, K., K. et al., 2015).

2.4.5 Vyroba vlaken

VétSina vldken slouZzicich v regenerativni mediciné se vyrabi elektronovym
zvlaknovanim. Jednd se o metodu, pfi které mizeme kontrolovat vlastnosti vyslednych
vlaken a je vhodna pro Sirokou Skalu prirodnich i syntetickych materiald, ale také pro kov
nebo keramiku (CHEN, H., R. et al., 2013).

Zatimco nanovlakna jsou vhodné k pouziti jako leSeni pouze v rozmérech 2D, jeli-
koz pory uvniti struktury jsou pfili§ malé na podporu ristu bun€k. Proto je cilem této elek-
tronové metody zvétSeni porti uvnitt pletiva. VéEtSinou se pouzivaji biologicky odbouratel-
né polymery piedev§im PLGA, PVA, kolagen a chitosan (GAO, L. et al., 2016). Také se
Casto materialy mezi sebou kombinuji. Jako napt. PVA s chitosanem. PVA ma vyborné
fyzikéalné chemické a biologické vlastnosti a chitosan piisobi velmi pozitivné na regeneraci
nervove tkané (WU, J. a Y. HONG, 2016).

Dalsim typem vlaken, kterd se ukazala jako u¢inna v regenerativni medicing, jsou vldkna
vyrobena z peptidli. Vldkna se tvoii spontanné pies interakce hydrofobnich a hydrofilnich
¢asti peptidového fetézce. Na jednotlivé funkéni skupiny lze navazat receptory nebo risto-

vé hormony (CHEN, H., R. et al., 2013).

2.4.6 Shrnuti technik pripravy scaffoldi

V nésledujicim obrazku a tabulce jsou shrnuty vSechny techniky ptipravy scaffoldl, které

byly popsané vyse.
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Obrézek 13 Razné techniky ptipravy scaffoldi (CHAN, B. P. a K. W. LEONG,
2008)

Tabulka 2 Shrnuti vlastnosti jednotlivych typl scaffoldu
(CHAN, B. P. a K. W. LEONG, 2008)

Typ scaffol- " . Decelularizace Hydrogelova
du Predem vyrobeny ECM Sekrece ECM matrice

Pfirodni nebo

Vychozi ma-  Pfirodni nebo synte-  Allogenni nebo syntetické mate-

terial tické materialy xenogenni tkan R rialy schopné
tvotit hydrogel
Transf.er do Implantace Implantace Implantace Vstiik
organismu
Nejlépe simu- .
Vyhody Velké Skala materiald  luje pfirodni NeJV1c§ b.lokom_ Zpusob dopravy
patibilni
scaffold
Nehomogenita,
, Casové narocny, ne-  obtiZznost od-  Potfeba vice vrs- Jen pro mékou
Nevyhody h . « o .
omogenita stranéni vSech tev tkan
bunék
Aplikace Siroka $kala pouziti Nosné tkané e L Mekka tkan

dotelialni tkané
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2.5 Sterilizace

Kritickym atributem implantovanych zdravotnickych preparati je jejich sterilita.
Centrum pro kontrolu nemoci (Center for Disease Control) definuje sterilizaci jako proces,
ktery ni¢i nebo eliminuje vSechny formy mikrobidlniho Zivota, zatimco dezinfekce pouze
odstraniuje patogenni mikroorganismy s vyjimkou bakteridlnich spor. Sterilni zdravotnické
prostiedky Ize ziskat aseptickou vyrobou nebo termindlni sterilizace. Nicmén¢, terminalni
sterilizace se uptednostnuje pred aseptickym zpracovanim (REDIGUIERI, C. et al., 2016).
Pouzitd metoda sterilizace se voli tak, aby se po sterilizaci zachovaly strukturni i bioche-
mické vlastnosti scaffoldu. V dnesni dobé¢ je téma sterilizace velmi aktualni v souvislosti s
biodegradovatelnym scaffoldem (SIRITIENTONG, T., T. SRICHANA a P. ARAMWIT,
2011). Zatim byly provadéné experimenty s ethylenoxidem a gama zafenim netspés$né.
Tyto neuspéchy jsou zplisobené vétsi citlivosti scaffoldu vzhledem k jeho chemické pova-
ze. Nejnovéjsi studie zkousi biodegradovatelny scaffold podrobit cyklu suseni a vymrazo-

vani pomoci superkritického CO, (DAL Z. et al., 2016).

2.5.1 Fyzikalni metody sterilizace

Mezi fyzikalni metody sterilizace scaffoldd patii autoklavovani, sterilizace suchym
teplem, y zéafeni, UV zéfeni, 0zon a plasma. Mezi chemické metody fadime ptisobeni ethy-

lenoxid.

2.5.1.1 Autoklav

Hojné rozsifenou metodou je pouziti ohiaté pary pod tlakem. Typicky sterilizacni
cyklus probiha pfi teploté 121°C po dobu alespont 15 — 20 minut nebo pfi teploté 132°C po
dobu 4 minut. Vyhodou je to, Ze je autoklav bez chemickych procest. Nevyhodu je Ze nel-
ze pouzit na vSechny materidly. Musime brat také v potaz tlouStku a poérovitost scaffoldu.
Porézni materidly potiebuji specidlni parametry procesu, jako je naptiklad ptedfaze ve va-
kuu, kde se odstrani z péri vzduch. Dulezity parametr je bod tdni materialu. Nevhodny
material je napt. polykaprolakton (PCL), jelikoz se jeho bod tani pohybuje okolo 60°C. Na
druhé strang, polyethylentereftalat (PET) s bodem tani kolem 175 °C nebo kyselina poly —
L — mlécnd (PLLA) s bodem tani nad 250 °C. Ovsem u PLLA nastava pfi zvySené teploté
separace fetézcli (REDIGUIERI, C. et al., 2016).
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2.5.1.2 Sterilizace suchym teplem

Sterilizace suchym teplem se aplikuje na kapaliny neobsahujici vodu nebo suché
praskové materialy. Standartni podminky pro sterilizaci suchym teplem jsou 170°C po do-
bu 60 minut, 160°C po dobu 120 minut, nebo 150°C po dobu 150 minut. Pfi sterilizaci su-
chym teplem u PLLA se ukdzala pomoci analyzy FTIR a DSC modifikace polymerniho
fetézce (HOFMANN, S. K. et al., 2014).

2.5.1.3 Plasma

Sterilizace plazmou patii mezi nové metody, které se pouzivaji ke sterilizaci biolo-
gicky rozlozitelnych scaffoldech. Tim, Ze se jedna o plyn, nabizi plasma mnoho vyhod.
Jako je napf. nizka teplota aplikace a zlepSeni bunécné interakce zpusobené modifikaci
povrchu. Plasma mé schopnost zniéit spory, endospory a vegetativni bakterie. Usp&$né
pokusy byly provedeny na scaffoldu z PLGA, kdy se pouzil vykonu 100 W inertniho
plazmatu argonu s vysokofrekvencnim vybojem po dobu 4 minut. Po piekroceni stanovené

doby dochézi k vyznamnému poruseni trojrozmérné struktury (DAL Z. et al., 2016).

2.6 Kaultivace bunék v bioreaktoru

Vzhledem ke sloZitosti tkan€, pfipravené pomoci metod tkdnového inzenyrstvi, jsou
prave bioreaktory kli¢em k pteklenuti hranice, mezi dvojrozmérnou buné¢nou strukturou a
trojrozmérnou strukturou. Napodobovanim mikroprosttedi in vivo se buiiky miizou uspora-
dat do prostorové organizovanych funkcénich celkl, jako je tomu v Zivém organismu

(EAKER, S. et al. 2017).
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Obrézek 14 Nezbytné kroky pro implantaci pozadované tkané (EAKER, S. et al.
2017)

Bioreaktory hraji dilezitou roli v TE, jelikoz jsou schopné umoznit kultivaci sav-
¢ich bunek i uvnitt struktury scaffoldu. (TAKEBE, T., S. KOBAYASHI a H. KAN, 2012).
Podminky, které¢ miZzeme modifikovat, jsou pH, teplota, tlak, koncentrace kysliku, mecha-
nickée sily a podobné (YOON, H. H. et al., 2012). Také bioreaktory poskytuji biochemické
a fyzikalni regulacni signaly, které jsou potfebné pro bunécnou proliferaci, diferenciaci a
k sekreci ECM (WANG, Z. et al., 2014).

Existuje n€kolik vhodnych postupii pro vybér bioreaktoru. Za prvé, by mél byt
rychle a snadno sestavitelny. Dalsi neméné diileZity bod je, aby byl dokonale sterilni. Ma-
terialy pouzité v bioreaktoru nesmi byt toxické.

Podle uchyceni bunék se bioreaktory déli na submerzni a imobilizované.
V submerznich bioreaktorech jsou buniky voln€ rozmistény v kapaling, zatimco v imobili-

zovaném bioreaktoru jsou bunky ukotvené v pevné struktuie (EAKER, S. et al. 2017).

2.6.1 Bioreaktory pro vyrobu chrupavcité tkané

Pro ptirozeny vyvoj lidské chrupavky je nutné na buniky neustale aplikovat mecha-
nickou silu, aby se podminky in vitro ptibliZily co nejvice procesiim in vivo. Mechanicka

sila podporuje proliferaci a diferenciaci chondrocyti (MARLOVITS, S et al., 2003).
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2.6.1.1 Bioreaktory pro vyvolani smykové sily

Bioreaktory pro vyvolani smykové sily jsou Siroce pouzivany pro tvorbu chrupa-
vek. Jsou bézné tvotfeny rotujicimi nadobami a rota¢nimi bafikkami. Michani je zajiSténo
v dvojité komote. Buitky BMSCs diferencuji do chondrocytii asi po 3 tydnech kultivace
v rotacnim bioreaktoru (STOFFEL, M. et al., 2012).

2.6.1.2 Bioreaktory indukujici perfuzi

Bylo zjisténo, Ze perfuzni bioreaktory zlepsuji retenci ECM. Napf. pfi zvySeni pruto-
ku vody z 0,075 ml. min™ na 0,2 ml.min'se zvysilo procento GAG zachovanych v ECM.
Chondrocyty péstované v perfuznim bioreaktoru podle Yoona et al. nejlépe pfipominaji
nativni chrupavku (YOON, H. H. et al., 2012). Pro tvorbu chrupav¢ité tkan¢ se daji jesté
pouzit bioreaktory indukujici hydrostaticky tlak a bioreaktory indukujici kompresi
(CANDIANI et al., 2008).

A
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Obrazek 15 A) Dvojitad komora, kazda komora obsahuje médium a kanal pro
cyrkulaci O,. Biorekator je schopen tvofit dvoufdzové osteochondralni Sté€py. B)
Bioreaktor s komorou utésnénou O krouzky a Sroubovacim uzavérem. Médium se
cerpa z prvni nadrze ptes pritokové komory a poté zpét do zasobniku. C)
Obousmérny bioreaktor — bunécnd suspenze osciluje mezi dvém sklenénymi

sloupy do komory ke vzorku (ZHAO, J. et al., 2016).
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II. PRAKTICKA CAST
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V ramci praktické ¢asti byla provedena fada testi stanovujicich biologické vlastnosti
scaffoldl, konkrétné€ scaffoldii slozenych z PVA a kraft ligninu. Nejpreve byly provedeny
testy antibakterialnich vlastnosti pfipravenych scaffoldi a to pomoci dvou kment bakterii
E. coli a S. aureus. Nasledn¢ byla testovana cytotoxicita pomoci bunécéné linie NIH/3T3 a
to jednak pfimym kontaktem, tak i pomoci testu cytotoxicity extraktl. Poslednim testem
pak byla kultivace bunék vné i na povrchu scaffoldil a to za vyuziti bioreaktoru, konkrétné
rotacniho bioreaktoru. Kombinace vyse uvedenych testli umoziuje prvotni nahled na po-

tencionalni vyuziti scaffoldli v oblasti regenerativni mediciny.
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3 PRIPRAVA VZORKU:

Vzorky byly pfipraveny pani Ing. Adrianou Gregorovou, Ph.D. v rdmci spoluprace s
Johannes Kepler University Linz. Ve vSech testech bylo pouzito 5 vzorka scaffoldt o riz-

ném slozeni, které¢ je definovano v tabulce €. 3.

Tabulka 3 Slozeni vzorku

Oznaceni vzorku Slozeni
A2C PVA + 1% kraft lignin
A3C PVA + 5% kraft lignin
A4C PVA + 10% kraft lignin
ASC PVA + 15% kraft lignin
A6C PVA +20% kraft lignin

Informace o PVA jsou popsany v teoretické casti v kapitole 2.2.2.1, proto nize uvadim

popis kraft ligninu.

3.1 Kraft Lignin

Lignin je komplexni molekula slozend z polyfenolti. Struktura a vlastnosti zavisi na
samotné rostling, ze které se odebird, v jakych podminkach roste a na metod& zpracovani.
Hlavni prekurzory ligninu jsou tfi monomery fenylpropanoidu. Lignin se pouziva jako sta-
bilizator pro plasty a také se da pouzit jako kompatibilizator mezi ptirodnimi vlakny a po-
lymerni matrici. Nékolik autori zjistilo, Ze lignin ma také velky potencial k vyrobé polyu-
retanll na bazi ligninu za pouziti ligninovych hydroxylovych skupin (DA SILVA, S. et al.,
2017).

Kraft lignin je hned po celulose nejrozsirenéjsi prirodni polymer. Nachazi se ve vSech
vy$8ich rostlinach v bunécéné sténé. Tradi¢né se lignin ziskava ze dieva fadou technickych
procest jako je sulfatové a sulfitové rozvlaknovani (GELLERSTEDT, G., 2015). Zabratiu-
je kumulaci velkych aglomeratl, které maji za nasledek nestejnorodou strukturu scaffoldu

(MILCZAREK, G., 2010).
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4 METODIKA A MERENI

Na vzorcich scaffoldu se testovala antibakterialni aktivita, stanovovala se cytotoxicita

a kultivace bunék v bioreaktoru.

4.1 Testovani antibakterialni aktivity scaffoldi

Antibakterialni vlastnosti jsou v soucasné dobé velmi studovanou problematikou u
veskerych biomateridlll a to s ohledem na moznost eliminace rizika nosokomidlnich infek-

ci.
4.1.1 Pouzité bakterie

Pro zjisténi antibakterialni aktivity byly pouZity dva bakteridlni kmeny a to bakterie Sta-
phylococus aureus CCM 4516 (ATCC; American Type Culture Collection 6538) a
Escherichia coli CCM 4517 (ATCC; American Type Culture Collection 8739).

4.1.2 Pristroje

Pro experiment byly pouzity nasledujici pomucky a zatizeni: Biologicky inkubator INE
400 Memmert 531, laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu Thermo Elecron LED
GmbH (Germany), opticky mikroskop (Olympus CKX 41), autoklav tuttnauer typ 3150
ELV, minitfepacka MS1 Laboratory Equipment (USA), stolni digitdlni vahy Denver
Summit SI- 4002 (Germany), vodni ldzeft Memmert a pocita¢ kolonii Count Plus Schiitt

Labortechnik (Germany).

4.1.3 Chemikalie

Demineralizovand voda, Soyabean Casein Digest Agar (Tryptone Soya Agar) HiMedia
Laboratories (India), lecitin 3 g/1, polysorbat 30 g/1, NaCl, 70% ethanol.

4.1.4 Design experimentu

Podstata zkousSky spociva v naneseni definovaného poctu bakterii do agarové pidy
spolu s testovanym vzorkem. Vzorek je upraven tak, aby jeho kontaktni plocha
s bakteriemi / povrchem agaru byla co mozna nejvétsi. Takto pfipraveny vzorek je vloZen

na 24h do inkubatoru pii 35°C. Po uplynulé dobé se stanovi velikost inhibi¢ni zony.
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4.1.5 Postup zkousky

Prvnim krokem bylo urcit pozadované mnozstvi bakterii tak, aby nebyla ptekrocena
koncentrace bakterii v intervalu 1.10° - 1.10" CFU/ml. Petriho misky, které byly pouZity,
mély primér 9 cm. Do kazdé misky se pfidal 1 ml pfipravené bakterialni suspenze a 15 —
20 ml rozehraté agarové pudy vhodné pro kultivaci bakterii. Agarova ptda se pfi zalévani
pouziva pii teploté 45 °C. Pro kazdou zkousku se pouziji 2 paralelni Petriho misky pro
presngjsi vyhodnoceni. Do pfipravené agarové pudy se vlozil vzorek scaffoldu, ktery byl
upraven tak, aby zaujimal s naoCkovanou ptidou co nejvétsi plochu. Testované vzorky se

nechaly v inkubatoru po dobu 24 h pti 35°C. Poté se stanovil nartist bakteridlnich kolonii.

4.2 Stanoveni cytotoxicity

Cytotoxicita je jeden ze zakladnich parametrli definujicih reakci eukaryotickych bun&k
pfi kontaktu s materidlem. Dle mezindrodnich standardii se da testovat dvéma zpisoby,

cytotoxicita pfimym kontaktem anebo cytotoxicita extrakti.

4.2.1 Pouzité buiky

K testovani se pouzivaly mysi embryonalni fibroblasty bunééné linie ATCC CRL — 1658
NIH/3T3. Jako kultivaéni médium bylo pouzito DMEM obsahujici 10% bovinni sérum a

100 U ml™ penicilinu se streptomycinem.
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ATCC Number: CRL-1658
Designation:  NIH/3T3

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Obrazek 16 Oficialni fotka bunék od dodavatele

4.2.2 Pristroje

Mikroskop Olympus s fazovym kontrastem (Olympus [X81, Japonsko), pritokovym cy-
tometr BD FACSanto (BD Biosciences, Canada), laminarni box s fizenou cirkulaci vzdu-

chu Thermo Elecron LED GmbH (Germany), tfepacka (PSU — 201, USA).

4.2.3 Chemikalie

70% ethanol, ultracistd voda Milli Q, Dulbecco’'sModified Eagle’s Medium (DMEM)
(PAA Laboratories GmbH, Rakousko), bovinni sérum (BioSera, Francie), penicilin a strep-
tomycin (GE Healthcare HyClone, Velka Britanie), fluorescenéni barvivo SYTO, Dulbec-
co’s Phosphate Buffered Saline 10X (PBS).

4.2.4 Priprava vzorku

Podstata testu je stanovit moznou cytotoxicitu scaffoldu. Stanovuje se jak cytotoxici-

ta v ptimém kontaktu, tak i zkouSka na cytotoxicitu extraktd. V pfipadé¢ testu cytotoxicity
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extraktll je nezbytné pfipravit vhodny extrakt. V nasem pftipadé byl extrakéni pomér (plo-
cha povrchu nebo hmotnost/objemu) stanoven dle ISO 10 993-5 na 0,2 g/ml.

Scaffold pro testovani cytotoxicity pfimym kontaktem byl upraven tak, aby velikost
kazdého vzorku byla kolem 0,5 cm.
Pied zahajenim experimentu se vzorky vydezinfikovaly 70% ethanolem. V ethanolu byly
vzorky ponechany po dobu 12h. Po vyjmuti se nechaly promyvat ultrac¢istou vodou Milli Q
po dobu 48 hodin, pfi¢emz voda byla ménéna kazdych 12 hodin.

4.2.5 Cytotoxicita primym kontaktem

Postup testovani na cytotoxicitu piimym kontaktem se provadi dle ISO 10 993-5.
Buiiky byly nasazeny v koncentraci 10° bun&k na ml. Po uchyceni bun&k na povrch kulti-
vacni misky byl pfidan pfipraveny vzorek a probihala kultivace v inkubatoru po dobu 3
dnt.. Proliferace bunék se sledovala za pouziti inverzniho mikroskopu s fazovym kontras-

tem. Dale byla stanovena reference pro porovnani vysledk.

4.2.6 Cytotoxicita extrakti

Test byl proveden podle ISO 10 993-5 a vzorky byly extrahovany podle ISO 10993-
12. Coz bylo 0,2 g vzorku na ml kultivaéniho média. Extrakce probihala pii 37 + 1 ° C za
nepretrzit¢ho tfepani po dobu 24 + 1 h. Jednotlivé extrakty, byly nasledné filtrovany ptes
filtr o velikosti porti 0,22 um. Extrakty byly pouzity béhem 24h. Vychozi extrakty (100%)
byly zfedény v kultivaénim médiu, diky ¢emuz se ziskala série fedéni s koncentracemi
75%, 50%, 25%, 10% a 5%. Na referenci byly pouzité bunky kultivované v ptitomnosti
¢istétho média. Ke stanoveni cytotoxicity po jednodenni kultivaci bunék v extraktu byly
zivotaschopné buiiky pocitany pritokovym cytometrem BD FACSanto (BD Biosciences,
Canada) za pouziti fluorescen¢niho barviva SYTO. Nejdiive doSlo k odsati extraktd a
k promyti bun€k PBS. Adherované buiiky byly uvolnény za pouZiti trypsinu a nasledné
barveny SYTO v kone¢né koncentraci 30 nM v PBS. Takto pfipravené buinky byly ucho-
vany ve tmé po dobu 30 minut. VSechny testy byly vyhodnoceny ctyfikrat a k odstranéni
odlehlych hodnot byl pouzit Dixoniv Q test. Také byla zkoumana morfologie bunck za
pouziti fazového kontrastniho mikroskopu Olympus (Olympus IX81, Japonsko).

4.3 Kultivace bunék v bioreaktoru

K testovani proliferace bun¢k jsou pouzity vzorky péti scaffoldli z PVA, liSicich se

v koncentaci kraft ligninu.
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4.3.1 Pouzité buiiky
Mysi embryonalni fibroblasty ATCC CRL - 1658 NIH/ 3T3
4.3.2 Pristroje

Bioreaktor (Synthecon Incorporated, Texas), mikroskop Olympus s fazovym kontrastem
(Olympus IX81, Japonsko), prutokovy cytometr BD FACSanto (BD Biosciences, Canada),

laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu Thermo Elecron LED GmbH (Germany).

4.3.3 Chemikalie

70% ethanol, ultracista voda Milli Q, Dulbecco’sModified Eagle’s Medium (DMEM)
(PAA Laboratories GmbH, Rakousko), bovinni sérum (BioSera, Francie), penicilin a strep-
tomycin (GE Healthcare HyClone, Velka Britanie), fluorescen¢ni barvivo SYTO, Dulbec-
co’s Phosphate Buffered Saline 10X (PBS), 4% paraformaldehyd, 0,5% triton X-100, Ho-
echst a ActinRed

4.3.4 Postup zkousky

Buiiky NIH 3T3 o koncentraci 10° se injekéné vpravily do struktury scaffoldu, tak
aby byly rozmisténé ve vnitini struktufe co moznd nejvice homogenné. Nasledné byly
buiiky rozmistény po celém povrchu scaffoldu. Buiiky se adherovaly po dobu 2h, poté bylo
ke vzorku ptfiddno médium. Systém byl uchovavan v inkubatoru pii 30°C a 5% CO; po
dobu 72h, pficemz se dle potieby vymeénovalo médium.

Pted vlozenim do bioreaktoru byla nutnd jeho sterilizace. Jednotlivé dily byly sterili-
zovany samostatné v autoklavovych saccich. Sterilizace probihala v autoklavu pii 121°C
po dobu 20 minut. Po prob¢hlé sterilizaci se bioreaktor zkompletuje a do presného stredu
rotujici komurky se vlozi vzorek spolu s médiem. Bioreaktor se uvedl do provozu pfi na-
staveni 15,6 RPM. V pribéhu kultivace se kazdy tyden ménilo médium. Vzorky jsou po-
nechdny v bioreaktoru po dobu 14 dni. Po ukonceni kultivace se vzorky vyjmuly a nasled-
n¢ se fixovaly a permeabilizovaly. Postup byl nésledujici. 4% paraformaldehyd se injekéné
vpravil dovnitf vzorku a cely vzorek se do 4% paraformaldehydu ponoftil na 30 minut. Po
uplynulé dobé se vyjmuté vzorky oplachly PBS, jak injekéné, tak i cely povrch vzorku.
Dale byl do vzorku injekéné vpraven 0,5% triton X-100 a cely vzorek byl v ném ponofen
na 15 minut. Vzorky byly proplachnuty 3X PBS jak injekcné, tak 1 na povrchu. Samotné
barveni bun¢k trvalo 30 minut, pficemz byl pfipraven roztok ze 7 ml PBS spolu se 2 kap-

kami ActinRed a 140 pl barvy Hoechst. Roztok byl vpraven do celého objemu vzorku, i na
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povrch. Po 30 minutach se vzorky vyjmuly a proplachly PBS. V poslednim kroku se buiiky
nafotily.

Obrazek 17 Vlevo: Rotujici komurka se vzorkem v prostfedi média

Vpravo: Rotujici systém umistény v inkubatoru.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Test antibakterialni aktivity

Vyhodnoceni vysledkii antibakterialni aktivity probéhlo po 24h od zahajeni pokusu.

Pro nazornou ukazku byly experimentalni vysledky fotodokumentovany.
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Vzorek A2C Vzorek A3C

Nahofte: S. aureus Dole: E. coli Nahote: S. aureus Dole: E. coli

Vzorek A4C Vzorek ASC

o

Nahofte: S. aureus Dole: E. coli Nahote: S. aureus Dole: E. coli

Vzorek A6C

Nabhote: S. aureus Dole: E. coli



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Interpretace vysledki antibakterialni zkousky se uvadi pomoci pismen A, B, C, kte-
ré klasifikuji zménu pii prabéhu testu. Pismeno A znamena, Ze velikost inhibi¢ni zony je
vEtsi nebo rovno 1 mm, coz znaci dobry antibakteridlni efekt. Pismeno B oznacuje interval
velikosti inhibi¢ni zony od 0 mm do 1 mm a jedna se o tzv. limit antibakterialni u¢innosti.
Efekt se projevuje tak, ze nemusi byt inhibi¢ni zéna viditelna, pouze dojde k poklesu poctu
kolonii. Zatimco pismeno C vykazuje nedostatecny efekt. Nedochdzi k zddné¢ zméné, nao-

pak mize pocet bakterialnich kolonii jeSté nartst.

Obrazek 18 Ukézka inhibi¢niho pdsma odpovidajici pismenu A na kapalném

vzorku (ilustraéni obrazek)

Vysledky testil provadéné na vzorcich A2C, A3C, A4C, A5C a A6C lze ohodnotit
pismenem C, coZ znamend, Ze se kolem vzorkl nevytvofilo zadné inhibi¢ni pasmo a ani
nedoslo k poklesu poctu kolonii.

Jelikoz byly vzorky PVA plnény riiznou koncentraci kraft ligninu vykazuji odliSnou
strukturu. Cim je koncentrace kraft ligninu vétsi, tim scaffold vykazuje lepsi mechanické
vlastnosti. To ve své praci potvrzuje 1 O. Gordobil, ktery se zabyval chovanim kraft ligninu
v PLA matrici.

X. Dong se zabyva antibakterialni a antioxida¢ni aktivitou kraft ligninu, ve své stu-
dii doklada vysledky o jeho dobré antibakteridlni aktivité. Proto jsme pfi testovani piepo-
kladaly, ze scaffoldy s vétsi koncentraci kraft ligninu budou vykazovat také antibakterialni
vlastnosti. To se bohuzel nepotvrdilo. Thomas et al., 2013uvadi, ze antibakterialni aktivita

zavisi na struktufe kraft ligninu, na koncentraci a na ptivodu vzorku. Pfi jeho experimen-
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tech konstatoval ubytek kolonii bakterie Staphylococcus aureus, Escherichie coli a Pseu-
domonas aeruginosa az pii koncentraci 50% kraft ligninu. Jelikoz nase testované vzorky
obsahovaly maximalni koncentraci kraft ligninu pouze 20% neni antibakteridlni aktivita
ziejma. Reseni Ize najit u Klapiszewski et al., ktery zavadi do matrice PVA s kraft ligni-
nem nanocastice stiibra o velikosti mensi nez 100 nm. S poklesem rozméru nanocastic
stiibra vzrista jeho antibakteridlni aktivita. ProtoZe zavisi i na tvaru nanocastic, na inhibici

kmene E. coli se voli tvar deskovy napft. od tvaru ty¢ového.

5.2 Stanoveni cytotoxicity

Predmétem testovani bylo stanoveni cytotoxicity pfimym kontaktem tak také stano-

veni cytotoxicity riznych koncentraci extrakti.

5.2.1 Stanoveni cytotoxicity primym kontaktem

Testovani cytotoxicity scaffoldii z PVA a kraft ligninu nebylo dosud studovano.
Z tohoto diivodu byla nejdiive provedena bézna metoda pro stanoveni cytotoxicity scaffol-
di v pfimém kontaktu. K tomuto ucelu byla pouZzita bunééni linie NIH 3T3, béZné pouZi-
vana pro testovani cytotoxicity in vitro. Na obrazku 19 jsou vyfocené vzorky A2C a A6C.
Bunky byly schopné proliferovat za pritomnosti vSech vzorkt a nebyly zaznamenany zad-

né morfologické zmény v porovnani s referenci. Ze ziskanych vysledku lze fici, Ze testo-

vané vzorky nevykazuji toxicitu.

y - - 4 /s Sl
5 <& /o
K *'(""J &m a0 2% 3

Obrazek 19 Buitkky NIH/3T3 v prostiedi vzorku A) A2C a B) A6C
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5.2.2 Cytotoxicita extraktu

Pro kvantitativni vyhodnoceni cytotoxicity byl pouzit test cytotoxicity extraktl
vzorkl scaffoldu pomoci pritokové cytometrie a barvenim SYTO. Biokompatibilita sa-
motného PVA byla jiz predmétem studie Kumara et al. 2017. Pokud jde o cytotoxicitu ex-
traktli, byla pozorovana zdvislost cytotoxicity na procentudlnim zastoupeni kraft ligninu
v testovanych vzorcich. Z naméfenych vysledkti vyplyva, ze ¢im nizsi je procentudlni za-
stoupeni kraft ligninu, tim je cytotoxicky uc¢inek nizs§i. Vzhledem k tomu, ze kraft lignin
nebyl doposud dostatecné zkouman, je nutné vysledky porovnat s vyzkumem ligninu
obecné. Také vime skuteCnost, Ze kopolymery na bazi ligninu jsou vnimany jako toxické
(Kai et al., 2016), je nutné uvést, ze lignin mize mit negativni vliv na zivotaschopnost bu-
n¢k. Kai et al., ve své praci uvedl, Ze optimdlni koncentrace ligninu v nanovlaknech
PLLA/PLA je 6 hmotnostnich procent. To se také potvrdilo v naSem experimentu. Scaffol-
dy A2C a A3C obsahujici 1% kraft ligninu a 5% kraft ligninu vykazuji o¢ekévanou zivota-
schopnost bungk, zatimco u scaffoldii obsahujicich vice nez 5% kraft ligninu dochazi
k poklesu zivotaschopnych bunék. Vysledky jsou zpracované v grafu nize. Pficemz, rela-

tivni viabilita bun€k znaci procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci.
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Obrazek 20 Cytotoxicita extraktll vzorkl scaffoldu o riizné koncentraci, prezento-
vana jako primérny pocet Zivotaschopnych bunék + standartni odchylka. PferuSo-
vané ¢ary zduraziuji kritickou zivotaschopnost, ktera se hodnoti podle pozadavki
normy EN ISO 10993-5, kde Zivotaschopnost >80% nepiedstavuje toxicitu, 80%
— 60% vykazuje mirnou cytotoxicitu, 60% — 40% vykazuje stiedni cytotoxicitu a

pod 40% se jedna o silnou cytotoxicitu.

100% koncentrace extraktu se v zavislosti na ristu koncentrace kraft ligninu ve
vzorcich chova vice cytotoxicky. U vzorkli A2C a A3C se jiz 75% koncentrace extraktu
blizi referencni hodnot¢, zatimco u vzorkti A4C, ASC a A6C vykazuje stfedni cytotoxicitu.
50% koncentrace extraktu u vzorkt A2C a A3C podporuje proliferaci bun¢k, zatimco u

vzorkl s vét§im obsahem kraft ligninu pfedstavuje mirnou cytotoxicitu.
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Pfi testovani se ovetovaly vSechny pfipravené koncentrace extraktd, tedy 100%,

75%, 50% 25%, 10% a 5%. Vysledky se po koncentraci 50% nelisily, proto jsou v grafech

zaznamenany hodnoty jen do 50%.

il s 200 prm €

%
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Obrazek 21 Bunky NIH/ 3T3 kultivované v pfitomnosti 75% extraktu A) PVA, B)
A2C, C)A3C, D) A4C, E) ASC, F) A6C
Z fotodokumentace je vidét, Ze pti vétsi koncentraci kraft ligninu buiiky podléhaji cy-

totoxicité. Nejlépe proliferuji buity v ptitomnosti vzorku A2C a A3C. Nejhiife pak vzorky
AS5C a A6C.
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5.3 Kultivace bunék v bioreaktoru

Buniky NIH 3T3 byly homogenné vpraveny do celého objemu vzorku i na povrch. Po

14 dnech v bioreaktoru se jednotlivé vzorky scaffoldi nakrajeli pomoci mikrotomu a na-

fotily.

Vzorek PVA zvétseno 40x Vzorek A2C zvétseno100x

Vzorek A3C zvétseno 200x Vzorek A4C zvétSeno 40x

Vzorek A5C zvétSeno 40x Vzorek A6C zvétseno 100x

Obrazek 22 Buniky NIH 3T3 nabarvené actinem
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Z experimentalnich dat vyplyva, ze scaffold Cisté z PVA je biokompatibilni. Buiky
rostou homogenné v celém objemu vzorku. Pti vétSim zvétSeni lze u scaffoldu A2C také
pozorovat homogenni strukturu. Buiiky proliferuji a také lze tvrdit, Ze je scaffold biokom-
patibilni. Vzorek A3C tvofi spiSe klastry nez homogenni rozmisténi bun€k. Jeho pouzitel-
nost uz je spornd. Vzorky A4C, ASC a A6C nejsou vhodné pro pouziti, nebot’ dochazi k
nehomogenni struktufe a celkovy pocet bunck se s rostouci koncentraci kraft ligninu snizu-
je. Jelikoz nebyl kraft lignin spolu s matrici PVA blize popsan vychazime v hodnoceni jiz
ze zminénych faktl a to téch, Ze s rostouci koncentraci kraft ligninu ve vzorku sice rostou
mechanické vlastnosti scaffoldu, ale zaroven dochazi k nehomogenni struktuie, coz neni

zadana vlastnost.
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6 ZAVER

V teoretické Casti jsem se zaméfila na dveé velké kapitoly a to na regenerativni me-
dicinu, ktera spojuje znalosti jak tkanového inzenyrstvi, tak poznatky biomechaniky, bu-
nécné transplantace, protetiky, nanotechnologie a biochemie a na scaffold, neboli tkanové
leSeni. V tivodu teoretické ¢asti je popséan historicky vyvoj regenerativni mediciny zac¢ina-
jici Aristotelem, ktery se zabyval regeneraci ocaskti u jestérek a hadl a pokracujici
k Haraldu Ottovi, ktery jako prvni zkonstruoval tkanové leSeni prostiednictvim decelulari-
zace organu. Aby byla dand struktura scaffoldu funk¢ni je nutno ji osadit buiikami. Existu-
je nekolik typti kmenovych bunék. Podle schopnosti diferenciace se dé€li na totipotentni,
pluripotentni multipotentni a unipotentni. JelikoZ hraje v regenerativni mediciné klicovou
roli prostiedi, je extracelularni matrix (ECM) vénovana cela kapitola. Abychom mohli vy-
robit funkéni scaffold je nutné znat fungovani ECM v zivém organismu. Proto je v mé pra-
ci zafazena kapitola tykajici se slozeni ECM. Jako hlavni slozka je kolagen, déle pak obsa-
huje glykoproteiny, fibronektin, laminin glykosaminoglykany a riistové faktory. V druhé
kapitole jsem se zaméfila na scaffold jakoZto tkanové leSeni. Popsala jsem urcitd kritéria,
ktera musi spliiovat a vhodné materidly na vyrobu. Materidly na vystavbu scaffoldu se déli
na pfirodni a na syntetické. Do syntetickych materialt fadime také polyvinyl alkohol, ktery
byl pfedmétem praktické ¢asti. Materidly se do jisté miry daji modifikovat, tak aby byly
zajiStény potrebné modifikace. Metody pro modifikaci se tykaji povrchu materialu, vyro-
bou hybridnich materiali a dopovani materiali bioaktivnimi molekulami. V nasledujici
kapitole jsem se zaméfila na vyrobu scaffoldu. Podle typu vyroby se scaffoldy d€li na pie-
dem vyrobené, decelularizované, scaffoldy pfipravené buné¢nou sekreci ECM, na scaffol-
dy z hydrogelové matrice. A na scaffoldy z vlaken. Aby byl vyrobeny scaffold funkéni je
nutna jeho sterilizace. Pouzité metody mohou byt fyzikalni anebo chemické. Posledni fazi
je kultivace bun€k na vyrobeny a sterilizovany scaffold. Kultivace probiha v bioreaktorech,
které se také dale déli podle typu pozadované tkané.

V praktické ¢asti jsem od pani Ing. Gregorové, Ph.D. v ramci spoluprace méla
k testovani pét scaffolda. Jednotlivé scaffoldy se od sebe liSily slozenim. Vzorek A2C ob-
sahoval matrici PVA a 1% kraft ligninu, vzorek A3C obsahoval matrici PVA a 5% kraft
ligninu. Ttetim vzorkem byl A4C s obsahem 10% kraft ligninu. Vzorek ASC obsahoval
15% kraft ligninu a A6C 20% kraft ligninu. Prvnim testem byla zkouska antibakterialni
aktivity, jelikoz se pfedpokladalo, Ze kraft lignin vykazuje antibakterialni aktivitu. Pfi testu

se pouzivaly bakteridlni kmeny E. coli a S. aureus. Antibakteridlni aktivita se neprokazala
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diky malému mnozstvi kraft ligninu ve vzorcich. Jako druhy pokus se zvolila zkouska cy-
totoxicity pfimym kontaktem a cytotoxicita extrakti. Cytotoxicita metodou pfimého kon-
taktu se nepotvrdila a edy bunky byly schopné proliferace za ptitomnosti vSech vzorkl i
bez zmény v morfologii. U cytotoxicity extraktli se ukazalo, Ze vzorek s nejmensSim pro-
centem kraft ligninu vyhovuje nejlépe a nevykazuje zddnou cytotoxicitu. S rostouci kon-
centraci kraft ligninu ve vzorku cytotoxicita roste. Posledni zkouska je kultivace bunck
v bioreaktoru. Ve vysledku se jako nejvice kompatibilni vzorek jevi A2C, ktery obsahuje
jen 1% kraft ligninu. Experimentalni data jsou zaznamenany v piehlednych grafech a kaz-

dy experiment je také fotodokumentovan pro lepsi interpretaci vysledkd.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

SEZNAM POUZITE LITERATURY

1.AMODT, J. M. a D. W. GRAINGER, 2016. Extracellular matrix-based biomaterial

10.

11.

scaffolds and the host response. Biomaterials [online]. Vol. 86, pp. 68-82. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2016.02.003. ISSN 01429612.
ARISTOTLE. a A. PLATT, 2001. On the generation of animals: 305 BC. Blacksburg, VA:
Virginia Tech.

. ASADI-EYDIVAND, M. et al., 2016. Optimal design of a 3D-printed scaffold using

intelligent evolutionary algorithms. Applied Soft Computing [online]. Vol. 39, pp. 36-47.
DOI: 10.1016/j.as0c.2015.11.011. ISSN 15684946.

ATALA, A. a R. P. LANZA, 2001. Methods of tissue engineering. San Diego, CA:
Academic Press. ISBN 01-243-6636-8.

AUMAILLEY, M. et al., 2005. A simplified laminin nomenclature. Matrix Biology
[online]. Vol. 24, issue 5, pp. 326-332. DOI: 10.1016/j.matbio.2005.05.006. ISSN
0945053x.

AVRIL, P., et al, 2016. Mesenchymal stem cells increase proliferation but do not change
quiescent state of osteosarcoma cells: Potential implications according to the tumor re-
section status. Journal of Bomne Oncology [online]. Vol. 5, issue 1, pp. 5-14. DOL:
10.1016/j.jb0.2015.11.002. ISSN 22121374.

BADYLAK, S. F, 2004. Xenogeneic extracellular matrix as a scaffold for tissue recon-
struction. Transplant Immunology [online]. Vol 12, issue 3-4, pp. 367-377. DOL:
10.1016/j.trim.2003.12.016. ISSN 09663274.

BADYLAK, S., D. FREYTES a T. GILBERT, 2009. Extracellular matrix as a biological
scaffold material: Structure and function. Acta Biomaterialia. Vol. 5, issuel, pp. 1-13.

DOI: 10.1016/j.actbio.2008.09.013. ISSN 17427061.

BALINT, R. et al., 2014. Conductive polymers: Towards a smart biomaterial for tissue
engineering. Acta Biomaterialia [online]. Vol. 10, issue 6, pp. 2341-2353. DOI:
10.1016/j.actbio.2014.02.015. ISSN 17427061.

BARBETTA, A. et al., 2010. Porous gelatin hydrogels by gas-in-liquid foam templating.
Soft Matter [online]. Vol. 6, issue 8, p. 1785. DOI: 10.1039/b920049¢. ISSN 1744-683x.
BERENDIEN J. P., 2009. Design strategies for tissue engineering scaffolds. Enschede:
University of Twente, ISBN 9789490122393.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

BERGMANN, C. P. a STUMPF, 2013. Dental ceramics. New York: Springer. ISBN
9783642382239.

BHOWMICK, S. et al., 2017. Biomimetic electrospun scaffolds from main extracellular
matrix components for skin tissue engineering application — The role of chondroitin sulfate
and sulfated hyaluronan. Materials Science and Engineering: C [online]. Vol. 79, pp. 15-
22. DOI: 10.1016/j.msec.2017.05.005. ISSN 09284931.

BOOTHROYD, P. a X. N. PHAM, 2000. Socioeconomic renovation in Viet Nam: the
origin, evolution, and impact of doi moi. Singapore: Institute of Southeast Asian Studies.
ISBN 0-88936-904-6

BURKE, J. F et al., 1981. Successful use of a physiologically acceptable artificial skin in
the treatment of extensive burn injury. Annals of Surgery. Vol. 4, pp. 413- 428. PMCID:
PMC1345315

CANDIANI et al., 2008. Chondrocyte response to high regimens of cyclic hydrostatic
pressure in 3-dimensional engineered constructs. Vol. 31, issue 6, pp. 490-500. PMID:
18609501

COLOMBO, F. et al.,, 2016. Regenerative medicine: Clinical applications and future
perspectives.  Journal of  Microscopy and  Ultrastructure  [online]. DOL:
10.1016/j.jmau.2016.05.002. ISSN 2213879x.

DAL L., 2004. Intelligent macromolecules for smart devices. London: Springer. ISBN
9781852338497.

DAL Z. et al., 2016. Sterilization techniques for biodegradable scaffolds in tissue enginee-
ring applications. Journal of Tissue Engineering [online]. Vol. 7. DOL
10.1177/2041731416648810. ISSN 2041-7314.

DAMDIMOPOULQU, P. et al., 2016. Human embryonic stem cells. Best Practice &
Research Clinical Obstetrics & Gynaecology [online]. Vol. 31, pp. 2-12. DOLI:
10.1016/j.bpobgyn.2015.08.010. ISSN 15216934.

DAMIEN, P. a D. S. ALLAN, 2015. Regenerative Therapy and Immune Modulation Using
Umbilical Cord Blood-Derived Cells. Biology of Blood and Marrow Transplantation [on-
line]. Vol. 21, issue 9, pp. 1545-1554. DOI: 10.1016/j.bbmt.2015.05.022. ISSN 10838791.
DANIE KINGSLEY, J. et al., 2013. Nanotechnology for tissue engineering: Need,
techniques and applications. Journal of Pharmacy Research [online]. Vol. 7, issue 2, pp.

200-204. DOI: 10.1016/j.jopr.2013.02.021. ISSN 09746943.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

32.

33.

34.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

DA SILVA, S. et al., 2017. Kraft lignin-based polyols by microwave: Optimizing reaction
conditions. Journal of Wood Chemistry and Technology [online]. DOI:
10.1080/02773813.2017.1303513. ISSN 0277-3813.

DEL MERCATO, L. et al., 2016. Design and characterization of microcapsules-integrated
collagen matrixes as multifunctional three-dimensional scaffolds for soft tissue enginee-
ring. Journal of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials [online]. Vol. 62, pp.
209-221. DOI: 10.1016/j.jmbbm.2016.05.009. ISSN 17516161.

DEMERLIS, C. C a D. R SCHONEKER, 2003. Review of the oral toxicity of polyvinyl
alcohol (PVA). Food and Chemical Toxicology [online]. Vol. 41, issue 3, pp. 319-326.
DOI: 10.1016/S0278-6915(02)00258-2. ISSN 02786915.

DHANDAYUTHAPANI, B. et al, 2011. Polymeric Scaffolds in Tissue Engineering
Application: A Review. International Journal of Polymer Science [online]. pp. 1-19. DOLI:
10.1155/2011/290602. ISSN 1687-9422.

DUAN, L. et al., 2016. Interaction study of collagen and sericin in blending solution.
International Journal of Biological Macromolecules [online]. Vol. 93, pp. 468-475. DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2016.09.003. ISSN 01418130.

DUCHACEK, V., 2006. Polymery: vyroba, vlastnosti, zpracovéni, pouziti. Vyd. 2.,
pfeprac. Praha: Vydavatelstvi VSCHT. ISBN 80-7080-617-6.

DUTTA, R. C. et al., 2017. Competent processing techniques for scaffolds in tissue
engineering. Biotechnology Advances [online]. Vol. 35, issue 2, pp. 240-250. DOI:
10.1016/j.biotechadv.2017.01.001. ISSN 07349750.

DYLEVSKY, L., 2007. Obecnd kineziologie. Praha: Grada. ISBN 978-80-247-1649-7.
DYLEVSKY, 1., 2009. Funkcni anatomie. Praha: Grada, pp. 47-48. ISBN 978-80-247-
3240-4.

ENGLER, A. J., 2006. Matrix Elasticity Directs Stem Cell Lineage Specification. Cell
[online]. Vol. 126, issue 4, pp. 677-689. DOI: 10.1016/j.cell.2006.06.044. ISSN 00928674.

EAKER, S. et al., 2017. Bioreactors for cell therapies: Current status and future advances.
Cytotherapy [online]. Vol. 19, issue 1, pp. 9-18. DOI: 10.1016/].jcyt.2016.09.011. ISSN
14653249.

FAULK, D. M., J. D. WILDEMANN a S. F. BADYLAK, 2015. Decellularization and Cell
Seeding of Whole Liver Biologic Scaffolds Composed of Extracellular Matrix. Journal of
Clinical and Experimental Hepatology [online]. Vol. 5, issue 1, pp. 69-80. DOI:
10.1016/j.jceh.2014.03.043. ISSN 09736883.



35.

36.

37.

38

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

FLOREA, F. et al., 2016. Autoimmunity against laminins. Clinical Immunology [online].
Vol. 170, pp. 39-52. DOI: 10.1016/j.clim.2016.07.021. ISSN 15216616.

FOLDI, M. a E. FOLDI, 2014. Lymfologie. Pielozil Jan SARLON. Praha: Grada, pp. 282-
283 ISBN 978-80-247-4300-4.

GAO, L. et al., 2016. Coherence loss of partially mode-locked fibre laser. Scientific
Reports [online]. Vol. 6, issue 1. DOI: 10.1038/srep24995. ISSN 2045-2322.

. GAJENDIRAN, M., 2017. Conductive biomaterials for tissue engineering applications.

Journal of Industrial and Engineering Chemistry [online]. Vol. 51, pp. 12-26. DOL:
10.1016/j.jiec.2017.02.031. ISSN 1226086x.

GELLERSTEDT, G., 2015. Softwood kraft lignin: Raw material for the future. Industrial
Crops and Products [online]. Vol. 77, pp. 845-854. DOI: 10.1016/j.indcrop.2015.09.040.
ISSN 09266690.

GELMI, A., M. J. HIGGINS a G. G. WALLACE, 2010; Physical surface and electrome-
chanical properties of doped polypyrrole bioma-terials. Biomaterials Vol. 31, pp.

1974 — 1983. DOLI: org/10.1016/j.biomaterials.2009.11.040

GHASEMI-MOBARAKEH, L. et al., 2011. Application of conductive polymers, scaffolds
and electrical stimulation for nerve tissue engineering. Journal of Tissue Engineering and
Regenerative Medicine [online]. Vol. 5, issue 4, pp.17-35. DOI: 10.1002/term.383. ISSN
19326254.

GHATAK, S. et al., 2015. Roles of Proteoglycans and Glycosaminoglycans in Wound
Healing and Fibrosis. International Journal of Cell Biology [online]. 2015, 2015, 1-20.
DOI: 10.1155/2015/834893. ISSN 1687-8876.

GILBERT, T., T. SELLARO a S. BADYLAK, 2006. Decellularization of tissues and
organs. Biomaterials [online]. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2006.02.014. ISSN 01429612.
GORDOBIL, O. et al., 2015. Kraft lignin as filler in PLA to improve ductility and thermal
properties. [Industrial Crops and Products [online]. Vol. 72, pp. 46-53. DOL
10.1016/j.indcrop.2015.01.055. ISSN 09266690.

GUIMARD, N. K. et al., 2007. Conducting polymers in biomedical engineering. Progress
in Polymer Science. Vol. 32 Issue 8-9, pp-876-921. DOI:
10.1016/j.progpolymsci.2007.05.012. ISSN 00796700.

HASSAN, CH. M. a N. A. PEPPAS, 2000. Structure and Applications of Poly(vinyl
alcohol) Hydrogels Produced by Conventional Crosslinking or by Freezing/Thawing Met-

hods. Biopolymers - PVA Hydrogels, Anionic Polymerisation Nanocomposites [online].


https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2009.11.040

47

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, p. 37. DOIL: 10.1007/3-540-46414-X 2.
ISBN 978-3-540-67313-2.

. HASELTINE W. A., 2001. The emergence of regenerative medicine: a new field and a

new society. J. Regen. Med. Vol .2, issue 4, p.17. doi:10.1089/152489001753309652.

HE, Y. aF. LU, 2016. Development of Synthetic and Natural Materials for Tissue Engine-
ering Applications Using Adipose Stem Cells. Stem Cells International [online]. Pp.1-12.
DOI: 10.1155/2016/5786257. ISSN 1687-966x.

HINDERER, S., S. L. LAYLAND a K. SCHENKE-LAYLAND, 2016. ECM and ECM-
like materials — Biomaterials for applications in regenerative medicine and cancer thera-
py. Advanced Drug Delivery Reviews [online]. Vol. 97, pp. 260-269. DOIL:
10.1016/j.addr.2015.11.019

HODDE, J. a R. RECORD, 2002. Fibronectin peptides mediate HMEC adhesion to
porcine-derived extracellular matrix. Biomaterials. USA, Vol. 3, pp. 1841-1848. PMID:

11950054.

HOLLINGER, J. O. et al., 2017. Bone Tissue Engineering: Growth Factors and Cytokines.
Reference Module in Materials Science and Materials Engineering [online]. Elsevier. DOI:
10.1016/B978-0-12-803581-8.10205-X. ISBN 9780128035818

HOFMANN, S. K. et al., 2014. Effect of sterilization on structural and material properties
of 3-D silk fibroin scaffolds. Acta Biomaterialia [online]. Vol. 10, issue 1, pp. 308-317.
DOI: 10.1016/j.actbio.2013.08.035. ISSN 17427061

HUANG J. a S. BEST, 2014. Ceramic biomaterials for tissue engineering DOI:
10.1533/9780857097163.1.3

HUSSEIN, K. H. et al., 2016. Biocompatibility evaluation of tissue-engineered decellulari-
zed scaffolds for biomedical application. Materials Science and Engineering. Vol. 67, pp.
766-778 [cit. 2016-08-24]. DOI: 10.1016/j.msec.2016.05.068. ISSN 09284931.

HYON, S. H., 1994. Poly(vinyl alcohol) hydrogels as soft contact lens material. Journal of
Biomaterials Science, Polymer Edition [online]. Vol. 5, issue 5, pp. 397-406. DOI:
10.1163/156856294X00103. ISSN 0920-5063.

CHANG, S. W. a M. J. BUEHLER, 2014. Molecular biomechanics of collagen molecules.
Materials Today [online]. Vol. 17, issue 2, pp. 70-76. DOI: 10.1016/j.mattod.2014.01.019.
ISSN 13697021.


https://doi.org/10.1016/j.addr.2015.11.019
http://dx.doi.org.proxy.k.utb.cz/10.1533/9780857097163.1.3

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

CHEN, F. M. a X. LIU, 2016. Advancing biomaterials of human origin for tissue enginee-
ring. Progress in Polymer Science [online]. Vol. 53, pp, 86-168. DOL:
10.1016/j.progpolymsci.2015.02.004. ISSN 00796700.

CHEN, H., R. et al., 2013. Fabrication of nanofibrous scaffolds for tissue engineering
applications. Nanomaterials in Tissue Engineering [online]. Elsevier, p. 158. DOI:

10.1533/9780857097231.1.158. ISBN 9780857095961.

CHEN, K., X. LIN a Q. ZHANG, 2015. Decellularized periosteum as a potential biologic
scaffold for bone tissue engineering. Acta Biomaterialia [online]. Vol. 19, pp. 46-55. DOL:
10.1016/j.actbio.2015.02.020. ISSN 17427061.

IDASZEK, J. et al., 2016. How important are scaffolds and their surface properties in
regenerative medicine. Applied Surface Science [online]. DOLI:
10.1016/j.apsusc.2016.03.038. ISSN 01694332.

International society for stem cell research [online]. USA: Old Orchard Road [cit. 2017-
05-06]. Dostupné z: http://www.closerlookatstemcells.org/docs/default-source/patient-

resources/stem-cell-facts.pdf?sfvrsn=4

ITO, Y., 1999. Surface micropatterning to regulate cell functions. Biomaterials [online].
Vol. 20, issue 23-24, pp. 2333-2342. DOI: 10.1016/S0142-9612(99)00162-3. ISSN
01429612.

IVIGLIA, G. Et al., 2016. Engineered porous scaffolds for periprosthetic infection preven-
tion. Materials Science and Engineering: C [online]. Vol. 68, pp. 701-715. DOI:
10.1016/j.msec.2016.06.050. ISSN 09284931.

JASSO-GASTINEL, C. F., 2017. Modification of polymer properties. ISBN 978-0-323-
44353-1.

KAIL D. et al., 2016. Towards lignin-based functional materials in a sustainable world.
Green Chem [online]. Vol. 18, issue 5, pp. 1175-1200. DOI: 10.1039/C5GC02616D. ISSN
1463-9262.

KARAMANOS, N. K., 2012. Extracellular matrix: pathobiology and signaling. Berlin:
Walter de Gruyter. ISBN 9783110258769.

KINGSLEY, P. D., et al., 2013. Ontogeny of erythroid gene expression. Blood [online].
Vol. 121, issue 6, pp. 5-13. DOI: 10.1182/blood-2012-04-422394. ISSN 0006-4971.
KLAPISZEWSKI, L., T. RZEMIENIECKI a M. KRAWCZYK, 2015. Kraft lignin/silica—

AgNPs as a functional material with antibacterial activity. Colloids and Surfaces B: Bioin-



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

terfaces [online]. Vol. 134, pp. 220-228. DOI: 10.1016/j.colsurtb.2015.06.056. ISSN
09277765.

KUNZLER, T. P., 2007. Systematic study of osteoblast and fibroblast response to rou-
ghness by means of surface-morphology gradients. Biomaterials [online]. Vol. 28, issue
13, pp. 2175-2182. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2007.01.019. ISSN 01429612.
LABAT-ROBERT, J., 2012. Cell-Matrix interactions, the role of fibronectin and integrins.
A survey. Pathologie Biologie [online]. Vol. 60, issue 1., pp. 15-19. DOI:
10.1016/j.patbio.2011.10.003. ISSN 03698114.

LANGER, R. aJ. VACANTI, 2016. Advances in tissue engineering. Journal of Pediatric
Surgery [online]. Vol. 51, issue 1, pp. 8-12. DOI: 10.1016/j.jpedsurg.2015.10.022. ISSN
00223468.

LEE, K. Y. et al., 2009. Electrospinning of polysaccharides for regenerative medicine.
Advanced Drug Delivery Reviews [online]. Vol. 61, Issue 12, pp. 1020-1032. DOL:
10.1016/j.addr.2009.07.006. ISSN 0169409x.

LIU, C., Z. XIA a J.T. CZERNUSZKA, 2007. Design and Development of Three-
Dimensional Scaffolds for Tissue Engineering. Chemical Engineering Research and De-
sign [online]. Vol. 85, issue 7, pp. 1051-1064. DOI: 10.1205/cherd06196. ISSN 02638762.
LOUKOGEORGAKIS, S. P. a P. DE COPPI, 2016. Stem cells from amniotic fluid —
Potential for regenerative medicine. Best Practice & Research Clinical Obstetrics & Gy-
naecology [online]. Vol. 31, pp. 45-57. DOIL: 10.1016/j.bpobgyn.2015.08.009. ISSN
15216934.

LOPEZ-ALVAREZ, M., 2013. Bio-inspired Ceramics: Promising Scaffolds for Bone
Tissue Engineering. Procedia Engineering [online]. Vol. 59, pp. 51-58. DOI:
10.1016/j.proeng.2013.05.093. ISSN 18777058.

MAIENSCHEIN, J., 2011. Regenerative medicine's historical roots in regeneration,
transplantation, and translation. Developmental Biology [online]. Vol. 358, issue 2, pp.
278-284. DOI: 10.1016/j.ydbi0.2010.06.014. ISSN 00121606.

MAITZ, M. F., 2015. Applications of synthetic polymers in clinical medicine. Biosurface
and Biotribology [online]. Vol. 1, issue 3, pp.161-176. DOI: 10.1016/j.bsbt.2015.08.002.
ISSN 24054518.

MARLOVITS, S. et al., 2003. Chondrogenesis of Aged Human Articular Cartilage in a
Scaffold-Free Bioreactor. Tissue Engineering [online]. Vol. 9, issue 6, pp. 1215-1226.
DOI: 10.1089/10763270360728125. ISSN 1076-3279.



79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

88.

89.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

MARTINS-GREEN, M. a M. J. BISSELL, 1995. Cell-ECM interactions in development.
DEVELOPMENTAL BIOLOGY. Vol. 6, pp. 149-159.

MECHAM, R. P., 2011. The extracellular matrix: an overview. New York: Springer
Verlag. Biology of extracellular matrix. ISBN 9783642165559.

MIHOV, D. a M. SPIESS, 2015. Glycosaminoglycans: Sorting determinants in intracellu-
lar protein traffic. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology [online]. Vol.
68, pp. 87-91. DOI: 10.1016/j.biocel.2015.08.019. ISSN 13572725.

MILCZAREK, G., 2010. Kraft lignin as dispersing agent for carbon nanotubes. Journal of
Electroanalytical ~ Chemistry. Vol 638, issue 1, pp. 178-181. DOL
10.1016/j.jelechem.2009.10.002. ISSN 15726657.

MITCHELL, A. C. et al., 2016. Engineering growth factors for regenerative medicine
applications.  Acta  Biomaterialia  [online].  Vol. 30, pp. 1-12. DOL
10.1016/j.actbio.2015.11.007. ISSN 17427061.

NASROLLAHZADEH, N. a D. P. PIOLETTI, 2016. Experimental method to characterize
the strain dependent permeability of tissue engineering scaffolds. Journal of Biomechanics
[online]. DOI: 10.1016/j.jbiomech.2016.09.021. ISSN 00219290.

Nature Biotechnology [online]. Vol. 18, Issue IT56-IT58. DOI: 10.1038/80103. ISSN
10870156.

NICKELS, J. D. a CH. E. SCHMIDT, 2013. Surface modification of the conducting
polymer, polypyrrole, via affinity peptide. Journal of Biomedical Materials Research Part
A.Vol. 101, issue 5, pp. 1464-1471. DOI: 10.1002/jbm.a.34435. ISSN 15493296.
O'BRIEN, F. J., 2011. Biomaterials & scaffolds for tissue engineering. Materials Today
[online]. Vol. 14, issue 3, pp. 88-95. DOI: 10.1016/S1369-7021(11)70058-X. ISSN
13697021.

PARK, H. J,, S. J. YU a K YANG, 2014. Paper-based bioactive scaffolds for stem cell-
mediated bone tissue engineering. Biomaterials [online]. Vol. 35, issue 37, pp. 9811-9823.
DOI: 10.1016/j.biomaterials.2014.09.002. ISSN 01429612.

PEREIRA, M. M., J. R. JONES a L. L. HENCH, 2013. Bioactive glass and hybrid
scaffolds prepared by sol-gel method for bone tissue engineering. Advances in Applied
Ceramics [online]. Vol. 104, issuel, pp. 35-42. DOI: 10.1179/174367605225011034. ISSN
1743-6753.



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

PERRIN, A., J. ROUSSEAU a J. P. TREMBLAY, 2017. Increased Expression of Laminin
Subunit Alpha 1 Chain by dCas9-VP160. Molecular Therapy - Nucleic Acids [online]. Vol.
6, pp. 68-79. DOI: 10.1016/j.0mtn.2016.11.004. ISSN 21622531.

PORZIONATO, A. et al., 2015. Decellularized Human Skeletal Muscle as Biologic
Scaffold for Reconstructive Surgery. International Journal of Molecular Sciences [online].
Vol. 16, issue 7, pp.14808-1483. DOI: 10.3390/ijms160714808. ISSN 1422-0067.

RANA, D. et al., 2015. Development of decellularized scaffolds for stem cell-driven tissue
engineering. Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine. DOI:
10.1002/term.2061

RATNER, B. D., 1996. Biomaterials science: an introduction to materials in medicine.
San Diego: Academic Press. ISBN 0125824602.

RODRIGUES, C. A. V. et al,, 2011. Stem cell cultivation in bioreactors. Biotechnology
Advances [online]. Vol. 29, issue 6, pp. 815-829. DOI: 10.1016/j.biotechadv.2011.06.009.
ISSN 07349750.

RAVICHANDRAN, R. et al., 2010. Applications of conducting polymers and their issues
in biomedical engineering. Journal of The Royal Society Interface [online]. Vol.7, issue 5,
pp- S559-S579. DOI: 10.1098/rsif.2010.0120.focus. ISSN 1742-5689.

RAVINDRA, K., 2015. Satyendra Singh, B. C. Yadav. Vol. 2, Issue 11. DOI:
10.17148/IARJSET.2015.21123

REDIGUIERLI, C. et al., 2016. Impact of sterilization methods on electrospun scaffolds for
tissue engineering. European Polymer Journal [online]. Vol. 82, pp. 181-195 [cit. 2016-
08-12]. DOI: 10.1016/j.eurpolym;j.2016.07.016. ISSN 00143057.

RIEDER, E., A. STEINACHER-NIGISCH a G. WEIGEL, 2016. Human immune-cell
response towards diverse xenogeneic and allogeneic decellularized biomaterials. Internati-
onal Journal of Surgery [online].DOI: 10.1016/}.1jsu.2016.06.042. ISSN 17439191.
SAMPOGNA, G., S. Y. GURAYA a A. FORGIONE, 2015. Regenerative medicine:
Historical roots and potential strategies in modern medicine. Journal of Microscopy and
Ultrastructure [online]. Vol. 3, issue 3, pp. 101-107. DOI: 10.1016/j.jmau.2015.05.002.
ISSN 2213879x.

100. SANCHEZ, P, J. L. PEDRAZ a G. ORIVE, 2017. Biologically active and biomi-

metic dual gelatin scaffolds for tissue engineering. International Journal of Biological Ma-
cromolecules [online]. Vol. 98, pp. 486-494. DOI: 10.1016/j.ijjbiomac.2016.12.092. ISSN
01418130.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

101. SHARMA et al., 2002. Modification of Surface Properties of Polymeric Materials, Journal
of the  Arkansas  Academy of  Science, Vol 56. Dostupné  z:
http://scholarworks.uark.edu/cgi/viewcontent.cgi?article=1650&context=jaas

102. SHOKEIR, A. A. et al., 2010. Tissue engineering and stem cells: Basic principles and
applications in urology. International Journal of Urology [online]. Vol. 17, issue 12, pp.
964-973. DOI: 10.1111/j.1442-2042.2010.02643.x. ISSN 09198172.

103. SCHWARZ, R. L., 2015. Collagen I and the fibroblast: High protein expression requires a
new paradigm of post-transcriptional, feedback regulation. Biochemistry and Biophysics
Reports [online]. Vol. 3, pp. 38-44. DOI: 10.1016/j.bbrep.2015.07.007. ISSN 24055808.

104. SINGH, R. et al., 2016. Recent insights on applications of pullulan in tissue engineering.
Carbohydrate Polymers [online]. Vol. 153, pp. 455-462 [cit. 2016-08-10]. DOIL:
10.1016/j.carbpol.2016.07.118. ISSN 01448617.

105. SIRITIENTONG, T., T. SRICHANA a P. ARAMWIT, 2011. The Effect of Sterilization
Methods on the Physical Properties of Silk Sericin Scaffolds. A4PS PharmSciTech [online].
Vol. 12, issue 2, pp. 771-781. DOI: 10.1208/s12249-011-9641-y. ISSN 1530-9932.

106. STRATTON, S. et al, 2016. Bioactive polymeric scaffolds for tissue engineering.
Bioactive ~ Materials  [online]. Vol. 1, issue 2, pp. 93-108. DOL
10.1016/j.bioactmat.2016.11.001. ISSN 2452199x.

107. STRONG, A. L., M.W. NEUMEISTER a B. LEVI, 2017. Stem Cells and Tissue Enginee-
ring. Clinics in Plastic Surgery [online]. DOI: 10.1016/j.cps.2017.02.020. ISSN 00941298.

108. STOFFEL, M. et al., 2012. Bioreactor cultivation and remodelling simulation for cartilage
replacement material. Medical Engineering & Physics [online]. Vol. 34, issue 1, pp. 56-63
[cit. 2017-05-06]. DOI: 10.1016/j.medengphy.2011.06.018. ISSN 13504533.

109. TAKEBE, T., S. KOBAYASHI a H. KAN, 2012. Human Elastic Cartilage Engineering
from Cartilage Progenitor Cells Using Rotating Wall Vessel Bioreactor. Transplantation
Proceedings [online]. Vol. 44, issue 4, pp- 1158-1161. DOL:
10.1016/j.transproceed.2012.03.038. ISSN 00411345.

110. THOMAS, S., A. P. MATHEW a P. M. VISAKH, 2013. Advances in natural polymers:
composites and nanocomposites. Advanced structured materials, Vol. 18. ISBN 978-3-642-
20940-6.

111. VACANTI, J. a CH. A. VACANT]I, 2014. The History and Scope of Tissue Engineering.
Principles of Tissue Engineering [online]. Elsevier, p. 3. DOI: 10.1016/B978-0-12-398358-
9.00001-X. ISBN 9780123983589.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

112. VARAPRASAD, K., K. et al., 2015. Cell Encapsulation in Polymeric Self-Assembled
Hydrogels. Nanotechnology Applications for Tissue Engineering [online]. Elsevier, p. 149.
DOI: 10.1016/B978-0-323-32889-0.00010-8. ISBN 9780323328890.

113. VERSTRAETE, G., W. DE JAEGHERE a J. VERCRUYSSE, 2017. The use of partially
hydrolysed polyvinyl alcohol for the production of high drug-loaded sustained release pell-
ets via extrusion-spheronisation and coating: In vitro and in vivo evaluation. International
Journal of Pharmaceutics [online]. Vol. 517, issuel-2, pp. 88-95. DOL
10.1016/j.ijpharm.2016.11.067. ISSN 03785173.

114. WANG, L. et al., 2013. Combining decellularized human adipose tissue extracellular
matrix and adipose-derived stem cells for adipose tissue engineering. Acta Biomaterialia
[online]. Vol. 9, Issue 1, pp. 8921-8931. DOIL: 10.1016/j.actbio.2013.06.035. ISSN
17427061.

115. WANG, M., 2003. Developing bioactive composite materials for tissue replacement.
Biomaterials [online].Vol. 24, issue 13, pp. 2133-2151. DOIL 10.1016/S0142-
9612(03)00037-1. ISSN 01429612.

116. WANG, Z. et al., 2014. Membrane cleaning in membrane bioreactors: A review. Journal
of Membrane Science [online]. Vol. 468, pp. 276-307. DOI: 10.1016/j.memsci.2014.05.060.
ISSN 03767388.

117. WARGO, S. L., T. R. KUMAR a A. J. RUSSELLRussell, 2006. Tissue engineering and
the challenges within. Cell Transplant. Vol. 15, issue 1, pp. 11-5. DOL
10.1203/01.pdr.0000305937.26105.e7

118. WASHBURN, N. R., 2004. High-throughput investigation of osteoblast response to
polymer crystallinity: influence of nanometer-scale roughness on proliferation. Biomaterials
[online]. Vol. 25, issue 7-8, pp. 1215-1224. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2003.08.043. ISSN
01429612.

119. WEIL, G. a P. X. MA, 2014. Polymeric biomaterials for tissue engineering. Tissue
Engineering Using Ceramics and Polymers [online]. Elsevier, p. 35. DOI:
10.1533/9780857097163.1.35. ISBN 9780857097125.

120. WU, J. a Y. HONG, 2016. Enhancing cell infiltration of electrospun fibrous scaffolds in
tissue regeneration. Bioactive Materials [online]. Vol. 1, issue 1, pp. 56-64, DOI:
10.1016/j.bioactmat.2016.07.001. ISSN 2452199x.

121. YE, M., P. MOHANTY a G. GHOSH, 2014. Morphology and properties of poly vinyl
alcohol (PVA) scaffolds: Impact of process variables. Materials Science and Engineering:

C [online]. Vol. 42, pp. 289-294. DOI: 10.1016/j.msec.2014.05.029. ISSN 09284931.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16826791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16826791

122.

123.

124.
125.

126.

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

YOON, H. H. et al., 2012. Enhanced Cartilage Formation via Three-Dimensional Cell
Engineering of Human Adipose-Derived Stem Cells. Tissue Engineering Part A [online].
Vol. 18, issue 19-20, pp. 1949-1956. DOI: 10.1089/ten.tea.2011.0647. ISSN 1937-3341.
YU, J. Z. et al., 2017. Biomimetic scaffolds with three-dimensional undulated microtopo-
graphies. Biomaterials [online]. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2017.02.014. ISSN
01429612.

ZADAK, Z., 2002. Vyziva v intenzivni péci. Praha: Grada, p. 204. ISBN 80-247-0320-3.
ZERN, M. a L. Reid, 1993.  Extracellular  Matrix.  Dostupné  z:
https://books.google.cz/books?id=ctA9yylFzyMC&printsec=frontcover&dq=extracellular+
matrix&hl=cs&sa=X&ved=0ahUKEw;jS3JLE-

6 SAhWEkSwKHXOEBwWEQG6AEIIDAB#v=onepage&q=extracellular%20matrix &f=fals

€

ZHAO, J. et al.,, 2016. Bioreactors for tissue engineering: An update. Biochemical
Engineering Journal [online]. Vol. 109, pp. 268-281. DOI: 10.1016/j.bej.2016.01.018.
ISSN 1369703x.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

71

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

RM Regenerativni medicina

TE Tkanové inzenyrstvi

ECM  Extraceluldrni matrix

PVA  Polyvinyl alkohol

ESC Embryonélni kmenové bunky
FN Fibronektin

HA Kyselina hyauronova

CS Chondroitin sulfat

DS Dermatan sulfat

KS Keratan sulfat

HS Sulfat heparinu

PLA  Kyselina mlé¢na

PGA  Kyselina polyglykolova
PLGA Kopolymer kyseliny glykolové a mlé¢né
PAA  Kyselina peroctova

PEG  Polyethylenglykol

PET Polyethylentereftalat

PLLA Kyselina poly — L -mlé¢na

GAG  glykosaminoglykan
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