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ABSTRAKT

Tkéanové inzenyrstvi je multidisciplinarni obor, ktery vyuzivd nckolik strategii pro
regeneraci dysfunkéni tkan€ nebo jeji nahrazeni. Nejbéznéjsim zptisobem je vyuziti matrice
pro regeneraci tkané neboli ,,scaffoldu*. Pro vyrobu scaffoldu se v dnesni dob¢ pouziva fada
biomaterial, at’ uz se jedna o materidly piirodniho nebo syntetického ptvodu. Jelikoz
implantovany material ptichazi do tésného kontaktu s buiikami je nutné znat souvislosti
vztahujici se k interakce bunék s materialy. Prakticka ¢ast této diplomové prace se zamétuje
na studium vlivu povrchovych vlastnosti biomateriali na bunécnou adhezi a proliferaci.
V experimentu byl testovan vliv polylaktidu (PLA) na mysi embryonalni fibroblasty a my$i
embryondlni kmenové bunky. Cytotoxicita materialu byla nejprve testovana v neptimém
kontaktu, kdy byla pomoci MTT testu stanovena buné¢na viabilita v pfitomnosti riznych
koncentraci extraktu materialu. Dale pak byla studovana schopnost proliferace bunék na
materialu. PLA jako bézné vyuzivany material v tkanovém inZenyrstvi nevykazoval
cytotoxické ucinky a bunky, zejména fibroblasty, byly schopny adheze a nasledného

mnozeni.

Klicova slova: tkanové inzenyrstvi, biomaterialy, scaffoldy, kmenové buriky, proliferace

ABSTRACT

Tissue engineering is a multidisciplinary field of science that uses several strategies to
regenerate dysfunctional tissue or to replace it. The most common approach is the use of
matrix for tissue regeneration also known as "scaffold”. Various biomaterials are used
nowadays for the production of scaffolds, whether they are of natural or synthetic origin.
Since the implanted material comes in close contact with cells, it is necessary to know the
context of cell-material interaction. The practical part of this thesis focuses on the influence
of surface properties of biomaterials on cell adhesion and proliferation. In an experiment,
the effect of polylactide (PLA) on somatic and stem cells was tested. The cytotoxicity of the
material was first tested in indirect contact, where cell viability was determined in the
presence of different concentrations of the material extract using the MTT assay. Next, the
ability of cells to proliferate on the material was studied. PLA, a commonly used material in
tissue engineering, did not show cytotoxic effects, and cells, especially fibroblasts, could

adhere and subsequently proliferate.

Keywords: tissue engineering, biomaterials, scaffolds, stem cells, proliferation
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UVOD

Poskozeni tkani nebo organii miize byt zptisobeno jako nasledek vaznych zdravotnich
komplikaci at’ uz jde o chronickd onemocnéni vcetné onkologickych diagnéz nebo jako
trvalé nasledky vazného zranéni. Piestoze nékteré tkan¢ maji schopnost samo regenerace,
v nékterych ptipadech je nutné pouzit moznosti 1écby pro obnoveni nebo udrzeni funkce
poskozené tkan€. PoSkozené buiiky ztraceji schopnost replikace a dochéazi tak k poSkozeni
fyziologické funkce tkané, co mize vést k uplnému selhani organu. Lécba poskozené tkane
zavisi na druhu a rozsahu poskozeni. Jednou z moznosti je zamezeni pisobeni toxické latky
na organ, jak je tomu naptiklad u jaterni tkan¢ v obdobi abstinence. Mezi dal§i moznosti
1€cby patii vyuziti moZznosti bunééné terapie nebo chirurgicka transplantace dysfunkéniho
organu. PrestoZze transplantace muize pacientovi zachranit Zivot, nese s sebou riziko
odmitnuti cizi tkan¢ a fadu dalSich komplikaci. Tento pfistup je rovnéZ omezen nedostatkem
darcii organt a jejich vhodnosti pro piijemce. Plnd obnova funkce tkané ale mitize byt
v nékterych piipadech obtizna a netispésna. Poskozeni tkan¢ tak mtize mit tragické nasledky
pro pacienta spojenou s celozivotni chronickou dysfunkci, vedouci k tUplnému selhani
orgéanu. Védci se proto zamétfuji na vyzkum novych technik reparace tkéni a zamétuji se na
nové alternativni ptistupy lécby [1, 2]. To vedlo rovnéz k rozvoji oboru zvaného tkanové
inzenyrstvi (TI), které je oblasti regenerativni mediciny. Tento obor se zaméfuje na Vyvoj a
rekonstrukci slozitych umélych struktur, které po implantaci do poskozené oblasti mohou
obnovit integritu a funk¢nost poskozenych tkani [3]. Materidly pouzivané v tkanovém

inzenyrstvi se oznacuji souhrnné jako biomaterialy [4].

Pojem ,,biomaterial® byl poprvé definovan v roce 1986 jako ,,nezivotaschopny material
pouzivany v lékaiském zafizeni, jehoz ucelem je interakce s biologickymi systémy®. V té
dobé byly biomateridly z velké Casti pouzivany v I€katskych zatfizenich k 1é€b¢ nebo
nahrazeni jakychkoli tkani, organu téla, aniz by zpusobily jakoukoli neptiznivou reakci na
zivé tkéng. Potieba pfedefinovat tento pojem vyplynula ze skutecnosti, Ze
,,nezivotaschopny* popis jiz nebyl relevantni, a také pro to, ze biomateridly byly pouZivany
v mnoha jinych aplikacich, nez jsou implantovana zatizeni, véetné systéma pro podavani
1éki, zobrazovaci kontrastni ¢inidla a konstrukty TI. Definice biomateridlu, ktery dosahl
konsensu na konferenci v roce 2018 je nasledujici: ,,Material navrzeny tak, aby nabyl formy,
kterd mlze prostiednictvim interakci s Zivymi systémy fidit pribéh jakéhokoli

terapeutického nebo diagnostického postupu®. Bylo dohodnuto, ze tento termin je
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synonymem pro ,,biomedicinsky material“ [4]. Soucasné aplikace TI zahrnuji pouziti Siroké
Skaly biomaterialii jako jsou syntetické a piirodni polymery, anorganické biomaterialy
(kovy, keramika) [5].

Pro umélou vyrobu tkang in vitro se pouzivaji specialné navrzené biomaterialy, ve formé
trojrozmérného porézniho leseni, takzvaného ,,scaffoldu®. Navrh scaffoldu vyzaduje pouziti
vhodnych bun¢k a ristovych faktort, které spolecné tvoii ,,triddu* Tl. Kazda slozka triady
je individualné diilezitd a pochopeni jejich interakci je klicové pro tspéSnou aplikaci v TI.
Bunky jsou schopny syntetizovat extracelularni matrix (ECM), ktera ¢asem zcela nahradi
scaffold v ptipadé, ze je biodegradabilni. Rustové faktory ovliviiuji bunécny rust a
diferenciaci. Scaffold slouzi jako transportni zafizeni bunék nebo rtstovych faktoru,
poskytuje mechanickou stabilitu a zajiStuje vhodné prostfedi pro bunéény rist a proliferaci
[1, 3]. Struktura a mechanické vlastnosti materialu jsou dileZitymi parametry pro schopnost
imobilizace bun¢k na povrchu scaffoldu. Povrchové vlastnosti materidlu umoziuji
piichyceni a ukotveni bun€k a porovitd struktura umoziuje bunécny rast, migraci a efektivni
transport tekutin a zivin. Mikroporézni struktura je diilezitd zejména pro bunécné vriistani a
interakce mezi buiikami a matrici, zatimco makroporozita je dilezita pro zdsobeni bunck

zivinami a odstraiilovanim odpadu bunééného metabolismu [6].
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANOVE INZENYRSTVI

Tl je multidisciplinarni obor uplatiujici poznatky a technologie z oblasti biologie,
bunécné biologie, mediciny, chemie a materialového inzenyrstvi [7, 8]. Tato moderni védni
disciplina se vénuje manipulaci s zivymi tkdnémi, které lze potencionilné¢ kombinovat
s protetickymi materialy. Dale se zaméfuje na vyvoj novych samostatnych tkani nebo tkani
v kombinaci s vhodnymi biologickymi latkami nebo biomaterialy [9].

Dysfunkce tkdn¢ mize nastat jako disledek vrozené vady, traumat nebo onemocnéni.
Organismus je schopen do jisté miry opravit poSkozenou tkan diky repara¢nim systémum.
Pro podporu regenerace je v dnes$ni dobé vyuzivano mnoho pfistupti 1é¢by. V nékterych
pfipadech je nutné poSkozenou tkan nahradit transplantaci. Z divodu nedostatku darct
organii a mozné imunologické reakci po transplantaci darcovského organu, jsou védci a
I€kati motivovani vyvinout bezpecné a spolehlivé zdroje tkani a orgdni pro transplantaci.
Obory védy vyuzivajici inzenyrské a biologické principy ke tvorbé a regeneraci tkani,

organu jsou TI a regenerativni medicina [10].

TI je soucasti oboru zvaného regenerativni medicina. Zahrnuje konstrukci tkan¢ in vitro.
Podstatou TI je studium a vyvoj biokompatibilnich nahrad, diky kombinaci vyuziti bunék,
technickych materiald a biochemickych faktort [11, 12, 13]. Tl se dale specializuje na vyvoj
specializovanych mimot€lnich systémt pro podporu Zivota (napt. uméla jatra a ledviny) a
také tkanové jednotky, které lze pouzit pro diagnosticky screening. Kromé toho se TI
zaméfuje na testovani G¢innosti a toxikologii 1é¢iv a také zakladni studie vyvoje tkani a jejich
morfogeneze [8]. Regenerativni medicina se tyka nastroju, které pomahaji télu znovu
vypéstovat poskozenou tkan in vivo u pacienta. Zakladem regenerativni mediciny je
pochopeni morfogeneze a pfirozenych, inherentni samoopravnych mechanismi tkani.
Zahrnuje pouziti kmenovych bunck, genové terapie, rozpustnych bioaktivnich molekul a
vénuje se studiu bun€k a tkani. JelikoZ se oba obory (tkdflové inZenyrstvi a regenerativni
medicina) navzajem dopliluji, jsou spole¢né oznacovany pod zkratkou ,, TERM* (tissue

engineering and regenerative medicine) [13].

1.1 HISTORIE

Historie Tl saha do zacatku 70. let 20 stoleti, kde bylo provedeno nékolik experimentti
nahrady tkan¢. Jednim z nich byla snaha détského chirurga T. W. Greena o vytvofeni nové

chrupavky pomoci krali¢ich chondrocytd nasazenych na odvapnéné fragmenty Kosti.
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Konstrukt s buiikami byl nasledné implantovan laboratornim mysim [14]. Pfesto, Ze
experiment nevedl Kk o¢ekavanym vysledkim, myslenka vyuziti matrice s bunéénou
kulturou vedla k nové metodologii experimentalnich technik regenerace tkani. O nékolik let
pozdgji Dr. John Burke pracoval na vytvoteni nové kozni tkané pomoci kolagenové matrice,
ktera podporovala rast dermalnich fibroblastd bunék naockovanim téchto bunék na
kolagenové gely. Dalsim experimentem byl pokus Dr. Howarda Greena 0 pieneseni
keratinocytové tkané na popaleniny pacientll. Spole¢né tyto pokusy, a mnoho dalsich, daly

zéklad nove védni discipling pod ndzvem TI [9].

Termin ,tkanové inZzenyrstvi‘ ve smyslu aplikace pro regeneraci tkané byl poprvé pouzit
v roce 1988 [1, 15] na workshopu Narodni védecké nadace - National Science Foundation
(NSF). Do té doby se tento termin aplikoval pouze na pouziti protetickych zafizeni a
chirurgickych manipulaci s tkanémi [9]. Tuto definici pozd€ji formalné popsali Langer a
Vacanti v roce 1993 [12]. Ve své praci (Langer a Vacanti 1993) popisuji koncept Tl a
oznacuji ho jako multidisciplinarni obor, ktery uplatiiuje principy inZzenyrstvi materiali a
piirodnich véd k rozvoji ndhrad tkani [8].
S vidinou potencialnich aplikaci vznikla v Evropé a Spojenych statech fada laboratornich
stiedisek zaméfujicich se na vyzkum v oblasti Tl. Mezi vyznamna stfediska patfil vyvoj
Pittsburské iniciativy tkanového inzenyrstvi — Pittsburgh Tissue Engeineering Initiative
(PTEI), zaloZzeny na zacatku 90. let Peterem Johnsonem nebo Cardiovascular Tissue
Engineering Initiative v Georgii a dal$i. V Evropé, Dr. Julia Polak, patolozka a biolozka se
zaméfenim na kmenové bunky, stala v ¢ele v oblasti TI na Imperial College a byla
zakladatelkou Evropské spolec¢nosti tkanového inzenyrstvi (ETES). Tato spole¢nost si
pozdgji vytvorila volné spojeni se Spolenosti tkanového inzenyrstvi (TES, Tissue
Engineering Society), ktera byla zalozena vroce 1994 v Bostonu. K TES se postupné
ptipojovala dalsi evropska a asijska sdruzeni, co vedlo k vytvofeni konsolidované
spole¢nosti — Mezinarodni spole¢nost tkanového inzenyrstvi a regenerativni medicinu
(TERMIS) v roce 2005 [9].

1.2 Strategie

Pro spravny a efektivni prib&éh procesu regenerace tkani jsou dilezité tii vzajemné na
sob¢ zavislé prvky, které spole¢né tvoii takzvanou ,.triadu tkanového inZzenyrstvi®. Jedna se
o scaffold (nosi¢, substrat), buriky péstované v prostiedi in vitro a signdlni molekuly

nejcastéji v podobé rustovych faktort [16, 17, 18] Jednotlivé prvky a jejich kombinace jsou
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zasadni pro uspéch aplikaci TI [13], z toho divodu je nutné piizpsobit komponenty triady

TI pro specifické aplikace, co vyzaduje pochopeni jejich vzajemné interakce [1].

Biomaterialy

Adheze bunék a migrace do
scaffoldu, pro podporu bunééné
proliferaci a tvorby
extraceluldrni matrix

Usnadnéni dodani

Keramika, Pfirodni polymery, riistového faktoru
Syntetické polymery, Kovy

Regulaéni
Signaly
Qs
oW o

®e

Riistové faktory, Chemické
— slou¢eniny, Mechanické a elektrické

stimulace

Indukce bunééné diferenciace a
tvorby tkané

Obréazek 1 Tridda tkanového inZenyrstvi, upraveno dle Murphy et al., 2013.

Koncept 1é¢by poranénych tkani pomoci implantace izolovanych bungk je v soucasnosti
povazovan za bunécnou terapii. Riistové faktory patii do skupiny latek, které se podili na
podpofie bunécného ristu, proliferace, diferenciace. Dale ovliviiuji bunééné preziti, migraci
a stimuluji buiiky ke tvorbé nové tkdné€. Buiiky nebo ristové faktory mohou byt umistény na
matrici, kterd je nasledné implantovana do mista poranéni [17]. Soucasné pokroky v Tl
zahrnuji vyvoj ve v8ech prvcich triady [13]. Pfesto, Ze se platformy bunék a signalnich
molekul béhem poslednich desetileti vyvinuly, stupent uspéchu metod TI je stdle velmi
zavisly na materialovych vlastnostech scaffoldu. Z toho dtivodu se védci stale vice zaméiuji
na studium bunéénych interakci se scaffoldy (viz kapitola Interakce bun¢k s biomaterialy) a

jejich nasledné vyuziti pro biologické aplikace [17].

Strategie regenerace tkan¢ s vyuzitim scaffoldti zahrnuje nékolik déju, které po sobé
nasleduji. Nejprve dochazi k odbéru ¢asti tkan€ neboli biopsii, po které nasleduje izolace
bunék spocivajici v jejich uvolnéni z pfirozené matrice. Nasleduje in vitro expanze bunééné

kultury v bioreaktoru. Expandované butiky se nasledné in vitro naockuji na scaffold, ktery



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

buitkdm poskytuje strukturdlni podporu. Tkanovy konstrukt je spole¢né s buitkami umistén
do sterilni komory bioreaktoru. Pfidanim vhodného kultiva¢niho média, bohatého na zZiviny
a rustové faktory dochazi ke stimulaci buné¢nych dé&ju zahrnujici adhezi, proliferaci a
diferenciaci [16, 18].

Scaffoldy TI jsou vyrabény ze specialnich materiald, které se souhrnné oznacuji jako
,,biomaterialy* [2]. Ty maji v oblasti Tl a regenerativni mediciny velky vyznam. Jiz po
staleti se pouzivaji pro rizné aplikace, jako napiiklad vyména nitrooénich ¢oéek a zubni
vyplng€. Pokroky v bunécné a molekuldrni biologii, chemii, materidlové védé a inZenyrstvi
dnes poskytuji mnohem Sir$i ptilezitosti pro klinické aplikace [20]. Piikladem je pravé
zminéna vyroba poréznich scaffoldi se specifickymi pozadovanymi vlastnostmi, které

mohou byt tvarem piizptisobeny pacientovi a mistu poranéni [2].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 BIOMATERIALY

V Tl se jako biomaterialy oznacuji materialy syntetického a prirodniho ptivodu, které jsou
pouzivany pro propojeni s biologickymi systémy za ucelem 1é¢by nebo nahrazeni jakékoli
tkané, organu nebo funkce téla [21, 22].

Biomaterialy maji mnoho jedine¢nych vlastnosti, které mu umoziuji interakci s zivym
systémem zahrnujicim tkané, bunky atd. Védci navrhli mnoho definic a popisi pro
biomaterialy, které se v prib&hu let ménily [22]. Termin ,,biomaterial“ byl Evropskou
spole¢nosti pro biomaterialy vroce 1987 definovan jako ,,nezivotaschopny material
pouzivany v Iékaiském zafizeni, jehoz ucelem je interakce s biologickymi systémy* [23].
Skutecnost, Ze popis ,,nezivotaschopny* byl pozdéji uznan jako nerelevantni, bylo potieba
biomaterial piedefinovat. Kromé toho doslo k rozsifeni aplikaci biomaterialt, které se zacaly
pouzivat jako systémy na dodani Iéki, zobrazovaci kontrastni ¢inidla a konstrukty TI [4].
V roce 1999 byl biomaterial definovan jako ,,material uréeny k propojeni s biologickymi
systémy za ucelem hodnoceni, 1é¢by, rozsifeni nebo nahrady jakékoli tkan€, organu nebo
funkce téla“ [23]. Jina definice z roku 2018 oznacuje biomaterial, jako ,,material navrzeny
tak, aby samotny nebo jako soucast komplexniho systému, ktery prostiednictvim interakci
s zivymi systémy ftidil prubéh jakéhokoli terapeutického nebo diagnostického postupu, v
humanni nebo veterinarni mediciné* [4, 22]. Ptesto, Ze definice biomaterialu se v priub&éhu
let ménila, cilem vSech vyzkumu bylo zhotoveni funkéniho biomaterialu, ktery je podobny
nativni tkéni. Dal§im kritériem byla implantace do organismu, aniz by doslo k poskozeni
tkén€, nebo neptivétive reakci hostitelského organismu. Dnes existuje fada biomaterialii pro
odli$né klinické aplikace TI. Pouziti téchto biomaterialu by mélo byt pro danou aplikaci
specifické, jelikoz biomaterial, ktery je tspésny v jedné aplikaci, nemusi v jiné uspét [20].
Vybér nejvhodnéjsiho kandidata pro urcitou aplikaci je slozitym procesem [24]. Aplikacim
biomaterialu v klinické praxi musi pfedchazet nékolik studii jako je spravny technicky navrh

a testovani in vitro (buné¢né kultury) a in vivo (na zvitatech a na lidech) [21].

Pro klinické aplikace dnes existuje vice nez sto riznych tiid biomateralti. Dalsi
biomaterialy jsou v pokro¢ilém stavu testovani pro jejich potencialni aplikace. Siroké
spektrum chemickych, fyzikalnich, mechanickych, biologickych nebo morfologickych
vlastnosti biomateriall vykazuje velky rozsah vyuziti v tk&nich hostitelskych organismi.

Jedna se 0 pevnou tkan nebo organy in vivo, nervovy systém in vivo, kardiovaskularni systém



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

in vivo, smyslové organy in vivo, vylucovaci soustava in vivo, turbularni systém, kuze a

sliznice. Déle ex vivo systém buné¢né kultury nebo mimotélni ob&hovy systém [25].

2.1 Klasifikace biomaterialu

Biomateridly jsou v TI nejcastéji klasifikovany z hlediska ptavodu. Z tohoto hlediska lze
rozlisit syntetické a pfirodni biomaterialy. Syntetické biomaterialy jsou dale klasifikovany
jako polymery, kompozity, kovy a keramika. Biomaterialy ptirodniho piivodu jsou dale
klasifikovany jako polysacharidy (chitosan, kyselina hyaluronovd — HA, alginat), nebo
proteinového piavodu (kolagen, hedvabi). Neékteré biomedicinské scaffoldy jsou
piipravovany kombinaci pfirodnich a syntetickych biomaterialli, co =zlepSuje jejich

fyzikalné-chemické vlastnosti [26].

Pro vybér vhodného polymeru pro Tl je dilezité pochopit vliv polymernich materiali na

zivotaschopnost, rast a funkci bunék, které jsou v t€sném kontaktu s materiadlem [27].

2.1.1 Kovy

Kovy jsou pro strategie Tl vhodnymi biomateridly diky jejich dobrym mechanickym
vlastnostem, které jim umoziuji byt v zatizeni, aniz by dochazelo k jejich deformaci.
Pfestoze mechanické vlastnosti umoziuji koviim byt vhodnymi kandidaty pro vyrobu
scaffoldu, jejich snizena bunétna adheze k povrchu je omezuje v pouziti. Kovové implantaty
mohou navic uvoliovat toxické ionty nebo Castice. Dalsim omezenim je, ze pii1 kontaktu
s biologickymi tekutinami v misté implantace muze dochazet ke korozi materialu, ktery
muze narusit jejich funkci. [28] Pouzivanymi kovy v T1 jsou naptiklad nerezova ocel, slitiny

kobaltu a titanu, které se uplatiiuji v ortopedii a zubni 1ékaftstvi [28, 29].

2.1.2 Biokeramika

Pojmem biokeramika lze oznacit skupinu keramickych materidll, které jsou uplatiieny
v oblastech biomediciny a regenerativni mediciny, a to k rekonstrukci poskozenych tkani
téla [30]. Biokeramické materidly jsou tvrdé, kiehké a jsou charakterizovany iontovymi a
kovalentnimi vazbami mezi atomy kovii a nekovovych prvki [31]. Radime je mezi
anorganické slouceniny ptirodniho nebo syntetického ptivodu [28]. Mechanické vlastnosti
se vyznacuji tvrdym povrchem, vysokou tuhosti, nizkou elasticitou a tepelnou roztaznosti,
to vSe v [30] zavislosti na typech atomi a na riznych krystalickych strukturach. Zejména

mikrostruktura a vysledné vlastnosti jsou siln¢ ovlivnény vyrobnim procesem (napt. ¢istota
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prasku, trvani tepelnych krokti a maximalni teplota, kterd je typicky vyssi ve srovnani s

ostatnimi tfidami biomaterialt) [31].

Dle chovani ve fyziologickém prostfedi jsou kategorizovany do tii skupin:
bioresorbovatelné, bioinertni a bioaktivni. Mezi bioresorbovatelné biokeramické materialy
patii vapnik nebo vapenaté fosforeCnany. Ty podléhaji in vivo degradaci rozpusténim
Vv télnich tekutinach. Bioinertni keramika je zcela inertni vici biologickému prostiedi (oxid
hlinity, oxid zikroni¢ity). Bioaktivni keramika je schopna tvorby chemické vazby s Zivou
tkani. Piesto, Ze se vyznaCuje vysokou biokompatibilitou a bioaktivitou, jeji pouziti v
aplikacich Tl je omezené kviili jeji kiehkosti a pomalé degradaci. Uplatnéni nachazeji
Vv ortopedii pfi regeneraci kostni tkané, diky osteokonduktivnim vlastnostem a podporou

osteogenni diferenciace [2, 30, 31, 32].

2.1.3 Polymery

Polymery jsou tvofeny fetézcem opakujicich se funkénich jednotek (monomern), [31] a
jako biomaterialy se pouzivaji vice nez 50 let [18]. Obecné maji niz§i modul pruznosti a
niz$i hustotu nez predchozi dvé materialové téidy (kovy, keramika). Jejich vlastnosti zavisi
na délkach fetézcl a piricnych vazbach. Vazby mezi fetézci mohou byt slabé povahy v
ptipadé termoplastickych polymerti nebo kovalentni povahy v piipadé termosetovych
polymert. Elastomery maji jak slabé, tak kovalentni vazby, které pispivajik jejich pruznosti
[31]. V TI a regenerativni mediciné se polymery pouzivaji diky obrovské rozmanitosti
vlastnosti, jako je biodegradace a ruzné mechanicke vlastnosti [5]. Biomedicinské polymery
se rozd€luji do dvou zakladnich skupin: polymery ptirodniho ptivodu (biopolymery) a
syntetické polymery [28]. Kromé toho se v Tl vyuziva skupina specialnich polymert

s vodivymi vlastnostmi.

2.1.3.1 Pfirodni polymery

Pfirozen¢ odvozené polymerni materidly jako je kolagen, fibrin, fibroin,
glykosaminoglykany (GAG), chitosan, alginaty a Skrob, mohou byt pfimo extrahovany z
rostlin, zvifat, lidskych tk&ni nebo z nich odvozeny [6]. Jednd se zejména o proteiny a
polysacharidy. Mezi nej¢astéji pouzivané piirodni polymery v TI pro regeneraci tkani in situ
patii chitosan, celuloza, kolagen a elastin [2, 18]. Pfirodni polymery, odvozené z

polysacharidi a proteini maji vynikajici biokompatibilni vlastnosti [2, 6]. Degradace a
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absorpce piirodnich polymera je in vivo zprostfedkovana enzymy, které se ptirozené
vyskytuji v organismu [32].

Pti pouziti ptirodnich biomateriali vSak existuji ur¢ité nedostatky. Jedna se napiiklad o
relativné Spatné mechanické vlastnosti omezujici jejich pouziti v anatomickych mistech s
naro¢nym mechanickym zatizenim, jako je regenerace tvrdych tkani. Za acelem zlepSeni
téchto vlastnosti se pfirodni polymery ¢asto kombinuji se syntetickymi a timto vzniknou

hybridni biomaterialy, které bez kompromist vyuzivaji vyhod obou ttid polymera [2].

2.1.3.2 Syntetické polymery

Syntetické polymery jsou vysokomolekularni slouceniny slozené z fady monomernich
jednotek. Na zaklad¢ své struktury mohou byt linearni, rozvétvené nebo zesiténé. Vzhledem
K jejich termomechanickym vlastnostem rozliSujeme termoplastické nebo termosetové
polymerni materidly [28]. Syntetické polymerni biomaterialy pro pouziti pfi regeneraci
tkani in situ jsou zaloZeny na degradovatelnych polymerech. Vyrabény jsou pomoci riznych
ptistupti za ucelem vyroby struktur se zlepsenymi fyzikalnimi, chemickymi a mechanickymi
vlastnostmi, jako je tuhost, degradace a poréznost [2]. Jako leSeni v TI se pouzivaji
predevsim kvili jejich vysoké vSestrannosti, vlastnostem, reprodukovatelnosti a dobré
zpracovatelnosti [6]. Diky témto vlastnostem lze ze syntetickych polymert vyrobit
specifické scaffoldy pro konkrétni aplikaci, které odpovidaji cilové anatomii a fyzikalné¢-
chemickym vlastnostem poranéné tkané [2, 5].

Syntetické polymery Ize rozdélit do dvou tiid jako biologicky odbouratelné (kyselina
poly(glykolova), kyselina poly(mlé¢na) a kopolymery, polykaprolakton, polydioxanon a
polyuretany) a biologicky nerozlozitelné (polyvinyl alkohol, polyhydroxyethymethakrylat a
poly(N-isopropylakrylamid) [32]. Ptesto, Ze syntetické polymery lze snadno zpracovat, jsou
V porovnani s piirodnimi polymery méné biokompatibilni a nejsou bioaktivni [6]. Casto jsou
proto kombinovany s ptirodnimi polymery pro zvySeni hydrofilnich vlastnosti spojenych

S lepsi adhezi bun€k na povrch biomaterialu [5].

2.1.3.3 Vodivé polymery

Vodivé polymery jsou souhrnné oznacovany jako CP (conducting polymers). Jejich
elektrické vlastnosti pfipominaji kovy a anorganické polovodi¢e se zachovanim snadné
syntézy a flexibility pfi zpracovani. Za normalnich okolnosti jsou polymery nevodivé.

Vodivymi se polymery stavaji diky dopingovému procesu, ktery zavadi do polymeru naboje.
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Neustaly pohyb dvojnych vazeb za ucelem stabilizace naboji v sousednich atomech
zpusobuje jejich preskakovani pieskakuji mezi fetézci a ¢ini tak polymer vodivym [33, 34].
M¢kka povaha organickych vodivych polymert poskytuje lepsi mechanickou kompatibilitu
a strukturalni laditelnost s bunkami a organy nez bézné elektronické anorganické a kovové
materidly. CP jsou nejen biokompatibilni, ale mohou také podporovat bunétné aktivity,
véetné bunééné adheze, migrace, proliferace, diferenciace a sekrece proteinii na rozhrani
polymer-tkan s nebo bez elektrické stimulace. Biomaterialy zalozené na CP jsou zvlasté
uzite¢né pii konstrukci elektricky citlivych tkani, jako jsou kosterni svaly, srdecni svaly,
nervy, klize a kosti. Biomaterialy obsahujici CP mohou vyznamné zvysit bunéénou adhezi a
proliferaci fady bunék, jako napiiklad fibroblasti, myoblasti, srde¢nich bunék, primarnich
kardiomyocyt a mezenchymalnich kmenovych bunék [33].

Mezi piiklady vodivych polymert patii polyanilin (PANI), polypyrrol (PPY) a polythiofen
a jejich derivaty a kompozity, které jsou atraktivni diky dobré biokompatibilité, snadné
syntéze a schopnosti elektronicky fidit fadu fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Tyto
vyhodné vlastnosti je ¢ini atraktivnimi v mnoha biomedicinskych aplikacich, v€etné systému
pro podavani 1éka, umélych svald, biosenzoru a aplikacich TERM pro regeneraci kostni,

nervové, srde¢ni tkané a hojeni ran kiize a kosternich svala [33].

2.2 Biokompatibilita

Biomaterial, ktery ptichazi do kontaktu s zivych organismem musi spliovat fadu
byla definice biokompatibility obménovana. V roce 1987 byla vydana definice
biokompatibility, ke které se dospélo na zakladné konference v Chesteru ve Spojenem
kralovstvi ve snaze harmonizovat terminologii v oblasti biomateriali a zdravotnickych
prostiedki. Tato definice oznacovala biokompatibilitu jako ,,schopnost materidlu fungovat
s vhodnou odezvou hostitele v konkrétni aplikaci® [4, 35, 25, 36]. Nejnov¢jsi definice
biokompatibility v souvislosti s biomateridly je nasledujici: ,,Biokompatibilita se tyka
schopnosti biomateridlu vykonavat svou pozadovanou funkci s ohledem na lécebnou terapii,
aniZ by u pfijemce nebo pifjemce této terapie vyvolaval jakékoli nezddouci mistni nebo
systémové ucinky, ale generoval nejvhodnéjsi prospésnou bunéénou nebo tkanovou odezvu

v konkrétni situaci a optimalizaci klinicky relevantniho vykonu této terapie." [22].

jakéhokoli jiného materialu [22, 36]. Nezavisi pouze na samotném materialu, ale pfedev§im
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na systému material-hostitel [25, 31]. Ukazalo se, Ze existuje mnoho riznych zpisobd, jak
mohou materidly a tkan¢ interagovat. Hledani biomateriald, které jsou schopny zajistit
nejlepsi vysledky v regenerativni medicing, bylo zalozeno na ziskani znalosti a porozuméni
téchto interakci. Tyto interakce budou dale diskutovany v kapitole 4 ,,Interakce bunék
s biomaterialy* [25].

Pro hodnoceni biokompatibility materidlu je nutné provést fadu testli v zavislosti na
aplikaci. Nejcastéjsi testy biokompatibility zahrnuji tii typy biologickych testl: test in vitro,
testy in vivo a klinické testy. BéZnym pfiistupem pro hodnoceni biologického chovani
materialu je zacit jednoduchymi in vitro testy. Pokud vysledky téchto testd pfinesou slibna
zjisténi, nasleduje komplexnéjsi studie na experimentalnich zvifatech (in vivo). Poslednim
krokem celého procesu testovani jsou klinické zkousky. Pfi testech jsou kromé piiznivé
tkanové odpovédi a klinicky relevantni ucinnosti biomaterialu sledovany parametry

zahrnujici cytotoxicitu, genotoxicitu, mutagenitu, karcinogenitu a imunogenitu. [30].

2.3 Biodegradace a bioresorpce

Nékteré biomaterialy jsou biologicky odbouratelné a diky schopnosti biodegradace se
v tkanich rozkladaji. Slovo ,,biodegradace je piesnéji definovano jako jev, kdy dochazi
k degradaci materialu nebo jeho rozpusténi ve vodném prostiedi [37]. Cilem TI je umozZnit
bunkam organismu, aby ¢asem nahradily implantované leSeni nebo konstrukt Tl tvorbou

vlastni extracelularniho matrix (ECM) [19].

Zasadnim parametrem pro uspéSnou regeneraci tkané in situ je rychlost degradace
biomaterialu [2]. Tato rychlost musi odpovidat rychlosti regenerace tkané. Obecné nesmi
byt degradace biomateriall pfiliS rychla, jelikoz musi zarucit dualezitou pocatecni
mechanickou podporu tkdné. Na druhé strané, pokud je vSak degradace skeletu pfili§ pomala,
jeho kolonizace novou tkani by mohla byt ohrozena. Dokonald biomateridlova matrice
zstava v organismu tak dlouho, dokud je nezbytna pro kolonizaci buné€k, proliferaci a
diferenciaci [32]. Pii rozkladu biomaterialu dochazi k uvolnéni produktti rozkladu materialu
do okolniho prostfedi v téle. Jako samotny biomateridl, produkty degradace rovnéZz nesmi
byt toxické a musi byt schopny opustit organismus [4].

Bioresorbovatelné materialy jsou po degradaci resorbovany tkanémi. Tyto materidly se
vyznacuji pomalou degradaci nebo rozkladem a uvoliuji svou hmotu v mikro nebo nano

forméch do okolniho prostfedi. Poté dochazi k jejich absorbci tekutinami pfitomnymi v
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organismu. Tyto materialy se v prubéhu casu zcela rozpusti v télesné tekuting [38].
Biomaterialy, které po implantaci do lidského téla neprochazeji dezintegraci a nejsou

resorbovany tkanémi lidského téla, jsou znamy jako neresorbovatelné materialy [4].

Piikladem pouziti biodegradabilnich materialti jsou vstiebatelné chirurgické S$ici nité,
vyuzivané za ucelem drzeni rdny pohromadé. Kdyz se rana zaceli dochazi ke vstiebani
materidlu bez nutného mechanického odstranéni. Dalsi aplikaci t€chto materidlu je podpora
rastu piirozené tkang. Urcité obvazy na rany a keramické materialy pro augmentaci kosti
podporuji tkan, aby do nich vrustala tim, ze poskytuji vhodnou matrici. Biodegradabilni
materialy rovnéZ nachazeji uplatnéni v medikamentozni terapii, kdy je moZzné chemicky
vazat urCité Il€ky na biologicky odbouratelny material. Po implantaci téchto materialt
doch&zi kuvolnéni 1é¢iva do organismu degradaci materialu, a timto je dosazeno
dlouhodobého lokalniho uvoliiovani 1é¢iv po predvidatelnou dobu. Ptikladova studie Farto-
Vaamonde et al., 2019, se zaméfila na vyuziti 3D tisténych PLA scaffoldd jako nosice 1éku
prednisolonu a dexamethasonu pro aplikace regenerace kostni tkan¢ [39].

Mezi piiklady biodegradabilnich materialu patii polylaktid (PLA), polyglykol (PGL),
polykaprolakton (PCL) a pfirozené se vyskytujici materialy jako kolagen, alginat, agar0za,
derivaty kyseliny hyaluronové, chitosan, hydroxyapatit a fosfore¢nan vapenaty.

Kromé biologicky odbouratelnych scaffoldu existuji také nebiodegradovatelna leSeni
zkoumané pro ucely TI. Tyto materiadly mohou byt pouzity za Géelem opravy kosti a
chrupavek, srdce, jater a svala [39, 40].

2.3.1 Biodegradabilni biomaterialy

Biodegradacni a bioresorpéni vlastnosti maji naptiklad nékteré syntetické nebo ptirodni
polymery. Existuji dva zpusoby, kterymi dochazi k degradaci nebo rozpusténi biomaterialu
V misté¢ implantace. Prvnim zplisobem je hydrolyza nebo enzymatické Stépeni hlavniho
fetézce a snizeni tak molekulové hmotnosti materidlu. Druhym zplsobem je chemické
zasitovani materialu za vzniku ve vodé nerozpustného hydrogelu. Tato vazba je nasledné
degradovana na ve vodé rozpustné fragmenty a dochazi tak k bioresorpci biomaterialu

V misté implantace [37].

V Tl se diky biodegradaénim schopnostem b&zné pouzivaji syntetické linearni alifatické
syntetické polyestery, jako PLA, PGA a jejich kopolymer poly(laktid-ko-glykolova)
kyselina neboli PLGA, které jsou schvalené Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (anglicky

Food and Drug Administration, FDA). Produkty jejich degradace (kyselina mlécna a
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glykolova) ziskané hydrolyzou jsou za normalnich podminek pfitomny v metabolickych
drahach lidského téla. Obménou jejich molekulové hmotnosti a v ptipadé PLGA take
kopolymerniho poméru, Ize rychlost biodegradace a mechanické vlastnosti upravit na miru
[41]. Kopolymer PLGA byl poprvé dostupny v roce 1974 jako biodegradabilni chirurgicka
Sici nit’ pod obchodnim nazvem Vicryl v roce 1974. Ve vodném prostiedi se PLGA rozklada
hydrolyticky, pfi¢emzZ doba celkové degradace na PLA a PGA je ve smési 50 : 50 ptiblizné
8 tydna [40, 42]. Kyselina polyglykolova (PGA) je jednoduchym, linearnim, alifatickym
polyesterem, ktery byl poprvé pouzit jako biologicky odbouratelny steh [40]. Zakladnim
produktem degradace PGA je kyselina glykolova, ktera miiZze byt télem metabolizovana a
vylucovana v mo¢i [43]. Rychlost degradace byla studovana in vitro, pfi¢emz po 8 tydnech
zustalo pouze 30 % polymeru [40]. Studie Reed a Gilding 1981 prokazuje, Ze PLA stehy
ztrati 50 % své hmotnosti po priblizné 14 tydnech pii pH 7 a 37 °C [44]. Produkty
degradace PLA jsou monomerni nebo oligomerni jednotky kyseliny mlééné, které mohou
byt metabolizovany neurony v mozku, oxidovany na pyruvat v buiikach srdce, svalii a mozku
a pfeménény na glukdézu glukoneogenezi v jatrech [43]. Poly(e-kaprolakton) je pomalu
degradujici polymer. PCL scaffoldy jsou atraktivni z dlouhodobého hlediska, protoze se
degraduji 2 roky [40]. Hlavnim degrada¢nim produktem PCL je kyselina kapronova, ktera

je dale metabolizovana [43].
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3 BUNKY TKANOVEHO INZENYRSTVI

Strategie TI vyuzivaji pfimé inokulace samotnych bunék do poskozeného mista, nebo

v kombinaci s biomaterialovym scaffoldem [16].

Dle ptivoda jsou déleny na autologni (od stejného pacienta), alogenni (jiny pacient),
xenogenni (zivo¢isny puvod) [10]. Mnozstvi odebranych bun¢k nemusi byt vzdy vystacujici
pro klinickou aplikaci. V takovém piipadé jsou bunky rozmnozovany ve sterilnim prostiedi
tak, aby pfi manipulaci s bunikami nedoslo k jejich kontaminaci. Tento postup je vSak Casové
naroény a pripadna kontaminace se muze vyskytnout zjiného zdroje, jako napiiklad
kultivaéniho média nebo fetalniho teleciho séra, které je do média ptidavano [45].

Pouziti autolognich bunék je preferovanou moznosti. Tyto buiiky jsou odebrany pacientovi
a nasledné po komplementaci se scaffoldem transplantovany zpét. JelikoZ se jedna o buiiky
télu vlastni, riziko specifické imunitni odpovédi po transplantaci je velmi nizké. Ne vzdy je
ale mozné tuto variantu vyuzit. U nemocnych nebo starSich pacienti se ptiklani
k alternativnim zdrojim bunék, bud’ jako jiny lidsky nebo zvifeci darce [46]. Alogenni
buniky jsou v Tl uzite¢né diky dobrym schopnostem kryti rany oproti materialu, ktery neni
biologického ptivodu, jelikoz maji schopnost sekrece silnych rastovych faktort a ptispivaji
tak k rychlejSimu hojeni rany [45]. Xenogenni buriky, jakozto butiky zivo¢isného puvodu,
mohou byt pouzity v regenerativni medicin¢ [10]. Diky jejich epidermalni ristové aktivité
se tyto bunky vyuzivaji ke tvorbé epidermalni tkan¢ z keratinocytli. Pouziti alogennich a
xenogennich bunék v Tl, na rozdil od autolognich bun€k, vyzaduje imunosupresivni terapii,

jelikoz jsou imunogenni [45].

3.1 Kmenové burnky

Kmenové bunky (SC, Stem Cells), jsou perspektivni jako terapeutické nastroje
Vv regenerativni medicing, Které maji neomezenou schopnost sebeobnovy a proliferace.
Oznacuji se jako ,,nediferencovany* bunéény typ [47]. Vlivem specifickych biologickych
signalt  generovanymi napiiklad rastovymi faktory, redoxnim potencidlem nebo
magnetoelektrickou stimulaci je lze ptimét k diferenciaci na rtizné typy somatickych bunék
(fibroblasty, osteocyty, buriky hladké svaloviny, kardiomyocyty). Diky tomu se mohou
pusobit jako zdroj z&sobnich bunék pro rtzné tkané/organy [4, 47, 48]. SC lze délit
z n€kolika hledisek. Na zéklad¢ zdroje rozliSujeme tii kategorie SC — embryonalni kmenove
buriky (ESC), indukované pluripotentni bunky (iPSC) a dospélé kmenové buriky (ASC).

Vsechny kategorie kmenovych bunék maji zasadni roli v regeneraci tkéni. [29]. ESC jsou
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buriky odvozené z vnitini buné¢né hmoty blastocysty a maji neomezenou schopnost
diferenciace na spektrum somatickych bunék pochazejicich ze tii zarodeénych vrstev
(endoderm, ektoderm a mezoderm). Vyuzivani ESC se potyka s fadou etickych problémd.
Vhodnou alternativou k ESC jsou indukované pluripotentni butiky, které jsou odvozeny ze
somatickych pluripotentnich bunék. Indukované pluripotentni bunky maji podobné
vlastnosti jako ESC. Dospélé kmenové buiiky (ASC), kam fadime napi. mezenchymalni
kmenové buiky (MSC), jsou z hlediska etiky vhodn&jsi, maji ale sniZenou schopnost
Na zéklad¢ diferenciacniho potencidlu lze rozliSovat buiky totipotentni, pluripotentni,
multipotentni a progenitorové (unipotentni) buiky. Totipotentni buiiky maji schopnost
diferenciace do libovolnych bun€k v téle, véetné embryonalni tkané. Pluripotentni bunky
mohou byt zdrojem vSech typ bunék. Do této skupiny patii ESC. Pluripotentni bunky jsou
rané¢ buiky zarodku ve stadiu blastocysty a maji schopnost diferenciace do kazdé¢ ze tii
zarodeénych vrstev, krom¢ trofoblastu. Bumnky multipotentni pak maji schopnost
diferenciace do dalSich typt bunck ale jiz v omezené mife. Unipotentni buniky diferencuji

do pouze jednoho typu bunék [29, 49].
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Pro uspésné Tl zalozené na SC a jejich diferenciaci do pfedem navrzenych bunécnych
linii by mély byt vytvofeny vhodné podminky pro posileni aktivit SC [47]. Zda se SC zméni
na diferencovanou buiku zavisi na mikroprostiedi neboli tak zvaného ,,niche*, ve kterém se
bunka nachazi [29]. Niche SC se obvykle sklada z okolnich bun¢k (kmenovych i stromalnich
bungk), signdlnich molekul, architektury matrice a dal$ich faktort prostiedi. Prosttedi
poskytuje buitkdm mechanické, chemické a topologické podnéty a iniciuje fadu slozitych
biochemickych a biofyzikalnich signalti [48, 51]. Mnoho studii a recenzi zdaraziiuje vyznam
niche SC pti modulaci jejich chovani, véetné bunécné adheze, migrace, proliferace/apoptozy

nebo diferenciace do konkrétni bunécné linie) [47].

Lepsi pochopeni funkce a mechanismt niche SC umoziuje nahlédnout do optimalniho
lokalniho mikroprosttedi, které podporuje endogenni SC nebo exogenné aplikované SC, a
tim usnadnit jejich integraci a diferenciaci v misté implantace. Za fyziologickych podminek
niche SC udrzuje dospélé SC v nediferencia¢nim nebo klidovém stavu. Avsak po poranéni
tkan¢ dochazi k pienosu signala ptichazejicich z mikroprostiedi, které vedou SC k podpoie
sebeobnovy a diferenciaci vedoucich k opravé tkané. Tyto signaly reguluji niche SC
podporou interakce butika — burika, buitkka — molekuly (proteiny a dalsi slozky ECM) a
fyzikalné — chemickou povahu prostiedi (pH, iontove sily, metabolity) [48].
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4 INTERAKCE BUNEK S BIOMATERIALY

Scaffoldy by mély podporovat spravnou bunécnou interakci, migraci, diferenciaci a
proliferaci a nezpiisobovat nezadouci imunitni reakci hostitele. Jejich vlastnosti by mély byt
podobné vlastnostem ECM tkan¢ pro dokonalou a kompletni regeneraci. Nicméné funk¢énost
scaffoldu zavisi na nékolika parametrech, zahrnujicich druh bunééné linie, podkladovy

material, povrchové vlastnosti a strukturu scaffoldu [52].

Interakce mezi povrchem biomaterialu a buiikami jsou zprostfedkovany pomoci bilkovin

neboli adheznich proteini podobné, jak je tomu pii interakei bun¢k s ptirozenou ECM. Mezi
adhezni proteiny zajistujici spojeni bunék s biomaterialem patii fibronektin, vitronektin,
kolagen nebo laminin. Jedna se o glykoproteiny, které mohou byt adsorbovany na povrch
materialu z okolniho prostfedi, tzn. buné¢ného kultivaéniho média in vitro nebo télesné
tekutiny in vivo [27, 53, 54]. Piistup proteinu pevnému povrchu biomaterialu mize byt
ovlivnén transportem proteinu, jeho velikosti a koncentracnimi gradienty [55]. Proteiny
adsorbované na povrch implantovaného materialu vytvoii proteinovou vrstvu, kterd je pro
bunky rozpoznatelna a jsou schopny s ni interagovat. [56].
Adhezni proteiny obsahuji specifické aminokyselinové sekvence, které slouzi jako ligandy
pro adhezni receptory bun¢k. Mezi specifické sekvence patii naptiklad RGD sekvence, kterad
je ptritomna ve vétsiné adheznich proteind (napf. fibronektin). Jedna se o tripeptid arginin-
glycin-kyselina asparagova (Arg-Gly-Asp). Buriky jsou schopny tyto sekvence rozpoznat
pomoci integrinovych receptori bunééné¢ membrany. Z toho divodu musi byt RGD
sekvence ve spravné konformaci, aby byly piistupné pro vazbu integrinit membrany bungk.
Kromé RDG sekvence existuji dalsi sekvence aminokyselin, které byvaji specifické pro dany
bunéény typ. RGD sekvence je ,,univerzalni a ¢asto je pouzivana k modifikaci povrchu
biomaterialu TI a cilem zlepSeni adheze bun¢k [27, 54, 57, 58, 59].

V TI je bunéénd adheze k povrchu rozhodujici, jelikoz adheze bun€k predchédzi dalsimu
chovani bunék, jako je Sifeni, migrace a diferenciace. Po buné¢né adhezi nasleduje vytvoteni
pevnych spoji mezi bunikami a tkanovym nosiCem prostfednictvim vazby integrint
s adsorbovanymi proteiny na povrchu biomaterialu [27]. Cytoplasmaticka doména integrinu
se vaze na talin, nasledné na vinculin. Prostfednictvim vazby s a-aktininem je vinculin
spojen s aktinovymi vlakny, kterd jsou propojend s jadrem bunky. Po vytvofeni pevné vazby
mezi adheznimi proteiny a integrinovymi receptory dochazi k takzvané ,,fokalni adhezi*.

Kromé funkce kotvy buiiky s okolnim prostfedim slouzi fokalni adheze k pfenosu signalu
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obéma sméry. K signalizatnim molekulam patii kinazy, jako napfiklad fokalni adhezni
kindza (FAK), vdzana na integrin kindza (ILK), mitogenem aktivované proteinkinazy
(MAPK), extracelularnim signalem regulované kinaza (ERK). Tyto kindzy mohou regulovat
preziti, rust, morfologii, pohyb a diferenciaci bunék v reakci na nové prostiedi po kontaktu

s biomateridlem [53, 54, 57].

Sledovani interakci mezi buikami a biomaterialy hraje vyznamnou roli v proliferaci a
diferenciaci bunék v ramci skeletu. Aby doslo k uspésné adsorpci proteint a adhezi bunék

na povrch scaffoldu musi biomaterial spliovat ur¢ité vlastnosti [16].

4.1 Vliv povrchovych vlastnosti biomaterialu na bunéénou odezvu

Povrchové charakteristiky hraji dalezitou roli v rozsahu bunééné adheze a proliferace na
povrchu scaffoldu [2]. Dulezitymi parametry urcujici povrchové vlastnosti je topografie,
smacivost, drsnost, vzorkovani a naboj [60]. Manipulaci s povrchovymi vlastnostmi

implantati Ize fizené ovlivnit pocateéni piipojeni bunék [61].

4.1.1 Hydrofilita a hydrofobicita

Smacivost povrchu (hydrofilita/hydrofobicita) je jednim z parametrid, které ovliviuji
biologickou odezvu biomaterialu [60]. Smacivost povrchi je ur¢ena interakci pevné latky a
kapaliny: ty zavisi na takzvaném kontaktnim thlu 0 na styéné plose. Cim je kontaktni thel
mensi, tim je povrch materidlu vice hydrofilni. Se zvétSujicim se kontaktnim thlem se
zvySuje i hydrofobicita povrchu materialu [62]. Pokud je kontaktni tthel 6 mensi nez 90°,
jedna se o povrch s hydrofilnimi vlastnostmi. Pokud je tento uhel vétsi nez 90°, povrch je
povazovan za hydrofobni. Super-hydrofilni povrchy se vyznacuji kontaktnim ahlem 0 blizko

0°. Naopak super-hydrofobni povrchy maji kontaktni tthel 6 vétsi nez 150°.

Smacivost povrchu ovliviluje adsorpci proteinlt a bunéénou adhezi na povrch
biomaterialu, které jsou vyssi u hydrofilnich povrcht [60, 63]. Hydrofilni povrchy vazou
adhezni proteiny, které podporuji bunéénou adhezi [63]. JestliZe je material ptili§ hydrofobni
proteiny zprostiedkovavajici buné¢nou adhezi jsou na povrch vazany v denaturovanem a
rigidnim stavu. Proto specifické aminokyselinové sekvence v jeho molekule jsou pro tyto
receptory bud’ nedostupné, nebo dostupné pouze omezen¢ [58]. Studie Wei et al., 2007 se
zameftila na vliv stupné smacivosti povrchu biomateridlu na adhezi fibroblastl. S vyuzitim
hexamethyldisiloxanovych scaffoldu bylo vytvotfeno nékolik povrchi se Sirokym rozsahem

smacivosti od 106° (hydrofobicita) az po témét 0° (superhydrofilita). Hydrofilni povrchy se
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vykazovaly vétsim Sifenim fibroblastovych bunék ve srovnani s hydrofobnimi
povrchy. Vyznamny rozdil v proliferaci bun€k v reakci na hydrofobni a hydrofilni povrch
nebyl prokazan. Tato studie rovnéz uvadi, ze stupein smacivosti povrchu ma vliv na adsorbci
riznych typt adheznich proteind. Napiiklad fibronektinovy protein 1épe adsorboval na

hydrofilnich povrsich, zatimco albumin byl Iépe adsorbovan na hydrofobnich povrsich [61].

Optimalni buné¢na adheze je na mirné hydrofilnich povrchsich. Vysoce hydrofilni povrch
omezuje nebo zcela znemoznuje prichyceni a naslednou proliferaci bunék, jelikoz adhezni
proteiny jsou na tyto povrchy navazany relativné slabymi silami. V pozd¢jsich kultivacnich
intervalech miize dojit k ptili§ vysoké adsorpci bunék vedouci k oddéleni
adheznich proteinti spole¢né s bunéénou kulturou [58]. Shin et al., 2008, pozorovali nejvyssi
piilnavost a zivotaschopnost lidskych MSC na polyethylenovych (PE) leSenich se stfedné
smacitelnymi povrchy (kontaktni thly kolem 57° nebo 65°) ve srovnani s PE leSenim s
hydrofilnimi nebo hydrofobnimi povrchy (kontaktni thly 48° a 97°, v tomto potadi). Kromé
toho MSC odhalily zplostélou a zaoblenou morfologii na hydrofilnich a hydrofobnich
povrsich [61].

Neékteré biomaterialy pouzivané v Tl a mediciné mohou mit ptili§ hydrofobni charakter,
a proto nemohou zajistit dostatecnou bunécnou kolonizaci. Takové povrchy lze proto ucinit
hydrofilné€j§imi za pomoci fyzikalnich metod, jako je naptiklad ozéfeni ionty, plazmou nebo
ultrafialovym svétlem. Dale je mozné povrch upravit chemickymi zplsoby, co zahrnuje

leptani povrchu za pouziti kyselin a hydroxida [58].

4.1.2 Povrchovy naboj

Povrchovy naboj mize regulovat adsorpci proteinu a pfimo ovliviiovat vazbu integrinu,
¢imZz moduluje buné¢nou adhezi [55, 62]. Povrchy materidlu mohou mit neutralni, kladny
nebo zaporny naboj. Toho je dosazeno pomoci riznych mechanismt, jako je adsorpce iontt
(pfitomnost iontové slozky v médiu), disociace povrchovych chemickych skupin nebo
u¢inkem vnéjsiho elektrického pole ve vodnych roztocich [61]. Stejné naboje maji tendenci
se odpuzovat. Proto je na povrch biomateridlu zvySend adsorpce molekul a iontl s opaénym
nabojem [64].

Soucasna literatura naznacuje, Ze kladn€ nabité povrchy materidlu zvySuji bunéEnou
adsorpci diky elektrostatickym interakcim s negativnim nabojem bunééné membrany [61].

Napiiklad dle Dos Santos et al., 2017, gely 2-hydroxyethylmethakrylatu s pozitivnim
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povrchovym nabojem podporuji lepsi adhezi a Sifeni fibroblastii a osteoblastll ve srovnani s

negativnimi nebo neutrdlnimi naboji [60].

Dulezita je rovnéz hustota naboje. Se zvySujici se hustotou naboje, je pozorovana lepsi
bunééna adheze, afinita, diferenciace a proliferace [55, 65]. Kone¢né ucinky povrchového
naboje na bunééné odpoveédi zdvisi na slozeni biomaterialu, typu bunék a tkanovém

mikroprostiedi [61].

4.1.3 Topografie

Topografie povrchu materialu je dalsim dilezitym faktorem ovliviiujicim chovani bunék

vvvvvv

materialu [61].

4.1.3.1 Drsnost

Drsnost je uréena povrchovymi vystupky nebo prohlubni materialu [61]. Rtzné kontaktni
plochy hladkého a drsného povrchu s molekulami a buiikami moduluji biologickou odezvu
tkani v kontaktu s implantatem, poskytnutim podnéti pro bunéénou adhezi, orientaci,
migraci a produkce ECM [60, 62, 66]. Adheze bungk je dle buné¢ného typu zavisla na rizné
drsnosti. Naptiklad osteoblastové buiiky preferuji drsnéj§i povrch, periodontélni
fibroblastové bunky se lépe prichyti k hlad$im povrchiim a epitelidlni buiky pfilnou k
hladkym povrchim [61].

Drsnost povrchu Ize rozdélit do nékolika rtznych stupiii: makroskopicka (nerovnost
dosahuje rozmért 100 pm — 1 mm a vice), mikroskopicka (100 nm — 100 pm) a nanometrova
(méné nez 100 nm) [56, 66]. Makroskopicka drsnost je vhodna pro upevnéni implantatu ve
tkani, jelikoz ma maly vliv na chovani bunééné adheze. Buiiky maji mezi makroskopickymi
nepravidelnostmi dostatek prostoru pro Sifeni a rist. Studie ukazuji, Ze buniky péstované na
makro drsném povrchu jsou stimulovany k diferenciaci na zéklad¢ vysledkl genové exprese
[55]. Napiiklad Yang et al., 2016 zjistili, Ze drsny povrch vede k osteogenni diferenciaci
MSC exprese specifického osteogenniho markeru — alkalické fosfatazy. Makrodrsna
topografie je tak u¢innym faktorem v regeneraci kostni tkdn€¢ pro adhezi a stimulaci
osteoblasti [55].

Adheze bunék na materialy s drsnosti v mikrométitku neni tak pfizniva, jelikoZ plocha pro
adhezi bun¢k je omezena reliéfem povrchu materidlu, ktery zahrnuje primér, vysku a roztec

mikrotopografickych znakl. Nanodrsnost je povazovana za nejbliz8i pfirozené morfologii
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tkani a je idedlnim faktorem, ktery ma pozitivni vliv na bunécnou adhezi, rist a zrani bunék.
Naptiklad u lidskych zilnich endotelidlnich bun¢k milize zvySeni drsnosti povrchu

biomaterialu v nanometrovém métitku zvysit adhezi a rust bun¢k [66].
4.1.3.2 Povrchovy vzor

Kromé¢ drsnosti povrchu biomaterialu ptispivaji specifické topografické vzory na povrchu
biomaterialu k fizeni chovani bunék smérem k regeneraci tkané [42]. Biologické tkané se
vyznacuji riznymi morfologickymi rysy jako jsou vlakna, pory, sloupky nebo dulky [61].
Tyto povrchové vzory lze vytvorit v mikroméfitku nebo v nanométitku, pti¢emz kazdy vzor
ovlivituje chovani bunék oznacované jako ,,kontaktni vedeni“ [42, 61, 66]. Mikrovzorkovani
povrchu ovlivitluje polohu bunky, rast, morfologii a reorganizaci cytoskeletu.
Nanovzorkovani povrchu muze zvysit povrchovou energii a ovlivnit adsorpci proteint,
migraci bunék, §ifeni, proliferaci, expresi genli a ptipadné tkanové integrace s implantatem
[61].

Povrchové vzory mizou byt orientovany v jednom sméru nebo jako geometrické utvary bez
jakékoli zjevné symetrie [67]. Z hlediska symetrie jsou povrchové vzory klasifikovany jako
anizotropni a izotropni. Anizotropni povrchovy vzor oznacuje sméroveé zavislé a
systematicky orientované vzory jako drazky nebo hiebeny. [zotropni povrch nema smérovou
orientaci vzoru a obsahuje topografické vzory jako jsou sloupy, vystupky, vybézky, dulky a
kruhové, ¢tvercové, trojuhelnikové tvary [61]. V regenerativni mediciné mohou byt povrchy
anizotropnich biomateriali preferovany pro vyvoj konstruktia TI [67]. Geometricka
orientace vzoru v jednom sméru predstavuje morfologii a funkci vice pfipominajici nativni
tkan ve srovnani s jejich izotropnimi proté&jsky [47]. VétSina tkani v organismu ma uréity
stupenn anizotropie, jelikoz maji strukturu zalozenou na kolagenovych vlaknech
systematicky orientovanych v jednom sméru (tkan myokardu, svali, krevnich cév, kostni
tkang). Schopnost napodobit tyto anizotropni vlastnosti méa prvofady vyznam v oblasti TI
diky schopnosti modulace bunééné adheze, diferenciace a proliferace [68]. DuleZitost
zarovnani bun¢k a ECM na vzorovanych povrsich v tkaflovém inZenyrstvi byla prokazéna u
mnoha ruznych typt bunék, jako jsou osteoblasty, srde¢ni buriky, rist neuritl, svalove

bunky, epitelialni bunky rohovky, fibroblasty, a vaskularni bunky [69].

SC reaguji a prizplisobuji se orientované struktufe prostfednictvim kontaktniho vedeni.
To odkazuje vnimani bun€k k dobte definované geometrii ECM, kterd nasledné tidi jejich

tvar, pohyblivost a diferenciaci [47]. Naptiklad v srdeénim TI, s vysoce organizovanym
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nativnim ECM a bunéénym uspofddanim, vyzaduji materialy pro TI spravnou orientaci
nasazenych bunck a produkované ECM. Riizné studie prokazaly u¢innost povrchového
vzorovani pfi vyvoji biomaterialti pro svalovou a kardiovaskularni regeneraci. Konkrétné
bylo prokazano, ze 3D tistény Zzelatinovy hydrogel obsahujici mikrokanalky podporuje

zarovnani lidskych MSC a diferenciaci na kardiomyocyty spolu se spontannimi a

synchronizovanymi kontrakcemi. Zejména mikrokanaly zpusobily zvySeni sarkomer
(zakladni funk¢ni a strukturalni jednotka myofibril) v kardiomyocytech a v kombinaci s
vodivym poly(pyrrolem) vykazovaly znamky elektrické vazby mezi buiikami [42].

Kromé orientované struktury mé na diferenciaci SC do urcitého bunééného typu vliv vyska,
meétitko a geometrie povrchovych vzord. Ukéazalo se napiiklad, Zze vyska nanoprvkil je
relevantni pii indukci diferenciace SC. Studie Song et al., 2016 uvadi, Ze 560 nm vysoké
topografické hiebeny zvysuji diferenciaci pluripotentnich kmenovych buné¢k na neurony
[70]. Studie Abagnale et al., 2015 se zamétila na vliv mikrovzort na in vitro diferenciaci
MSC na riznych drazkovych/hifebenovych strukturach. Vysledek studie prokazal, ze tyto
struktury ovliviiovaly Sifeni bunék a orientaci lidskych MSC, coz se projevilo i ve fokalnich
adhezich, morfologii a velikosti. Celkové povrchové vzory jasné zvysily diferenciaci MSC
smérem ke specifickym liniim: 15 pum hiebeny zvysily adipogenni diferenciaci, zatimco 2
um hiebeny zvysily osteogenni diferenciaci. Nano-vzory s periodicitou 650 nm zvysily
diferenciaci smérem k osteogennim i adipogennim liniim [71]. Dale Yang et al., 2014
prokazali, ze kombinace nanopéri a mikrodrazek byla schopna vyvolat diferenciaci

nervovych bun¢k do neuront [42].

4.2 Vliv geometrie biomateriadlu na buné¢nou odezvu

Spolu s povrchovymi vlastnostmi biomaterialu je geometrické uspotadani struktury dalsi
vlastnosti, kterda podminuje bunétné chovani a naslednou regeneraci tkané [19, 42].
Geometrie biomaterialu uréuje mechanické a fyzikalné-chemické vlastnosti materialu, jako
je propustnost a proudéni tekutiny skrz biomaterial a ovliviiuje zadrzovani bunék v ramci
leSeni. Spravny vybér geometrie scaffoldu je velmi dalezity pti napodobeni struktury a

funkce ptirozené ECM [61, 72].

4.2.1 Trojrozmérna struktura

Obecné jsou typy bunécnych kultur vysvétlovany jako 2D nebo 3D bunééné kultury z
hlediska rozméru buné¢ného rustu. Rozdily v bunééné funkci 2D a 3D ptistupd jsou dany

zpusobem, jak bufiky reaguji na své mikroprosttedi. 2D buné&¢ny rtst na rovinném povrchu


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cardiomyocyte
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kultiva¢nich lahvi se jevi jako monovrstva, a obvykle zahrnuje jeden typ bunék. Jedna ¢ast
bunék je ukotvena se substratem a zbyvajici ¢ast bun¢k je vystavena kultivaénimu médiu.
Kromé toho je kontakt se sousednimi buitkami omezen pouze na adhezni plochu, kterou
navzajem sdileji. Z toho duvodu se 2D modely bunééného rastu pouzivaji zejména ve
vyzkumu pro jednodussi pozorovani bunék [59]. Klasické 2D bunééné kultury
nenapodobuji ptirozené prostiedi tkani, kde bunky adheruji, proliferuji a diferencuji ve
slozitych 3D mikroprostiedich [59, 73].

Scaffoldy jsou dulezitym nastrojem pro poskytovani 3D prostiedi bunkam, jak in vitro,
tak in vivo. Tyto trojrozmérné struktury poskytuji idealni platformu pro komunikaci bunka-
burika a bunka-material [59].

4.2.2 Porézni struktura

Poréznost, propojeni port a velikost porii jsou velmi dalezitymi parametry biomateridli.
Vsechny tii vlastnosti umoziuji bunéénou penetraci, vaskularizaci, adekvatni difuzi zivin a
kysliku do bunék v ramci konstruktu [16, 19, 28, 56]. Poréznost znamena procento objemu
dutin v materialech [62]. Rozsah poréznosti zavisi na typu pouzitého biomaterialu a na tom,
zda zvyseni poréznosti muze vést ke snizeni mechanickych vlastnosti [74].

Nejbéznéji se ke tvorbé porézni struktury biomateriali pouzivaji ndsledujici techniky:

plynové plnéni, louhovani soli, separace fazi, slinovani a lyofilizace [28].

Dle velikosti se pory déli na makropory (>50 pm) a mikropory (<50 nm). Velikost pora
je kli¢ovy prvek pro ucinnost bunééné penetrace a migrace do struktury biomaterialu. Makro
a mikro architektura poru skeletu kriticky ovlivituje peziti bun€k a povrchovou adhezi, ale
také bunécnou proliferaci, diferenciaci a expresi specifickych gent [28]. Makropdry jsou
schopny urCovat bunéfny rist a kolonizaci, zatimco mikropéry bunécnou adhezi a
resorbovatelnost biomaterialu kontrolovatelnou rychlosti [61]. Pokud jsou pory struktury
ptili§ malé, dochdzi k omezeni bunééné penetrace do scaffoldu. Velké pory umoznuji
snadnéj$i migraci a rovnomérnou distribuci bun€k ve struktui'e biomaterialu [75]. Nadmérné
velikost portt mize snizovat kontaktni pomér mezi buitkami a podporovat tak bunéény rist

ve 2D organizaci namisto 3D [76].

Konstrukty se spravnou poréznosti a homogennimi propojenymi péry prokazaly slibné
vysledky pro ucely TERM. Porézni sit’ v leSeni miize napodobovat nativni architekturu ECM
umoznujici buitkdm interakci s jejich mikroprosttedim. Je tfeba poznamenat, ze velikost

port a geometrie se v lidskych tkanich li§i. Z toho diivodu by porovitost a architektura poria
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mély byt navrzeny na zéaklad¢é cilovych tkani a anatomickych mist [61]. Napiiklad bylo
zjisténo, ze pory o velikosti 200400 um jsou uéinné pro tvorbu kostni tkan¢ [28]. Studie
Kuboki et al., 2009 se zabyvala vlivem velikosti port za téelem tvorby kostni tkané
s pomoci hydroxyapatitovych skeletti s kostnimi morfogenetickymi proteiny. POry s mensim
primérem nez 90 — 120 um indukovaly tvorbu chrupavky s naslednou tvorbou kosti tkang,
zatim co pory s prumérem 350 pm indukovaly ptimou tvorbu kosti [76, 77]. Péry o velikosti
50-200 pm jsou vhodné pro rast bun¢k hladkého svalstva. Leseni s velikosti pori mezi 10—
44 a 44-75 pm umoziuji akomodaci pouze vazivové tkang. Velikost pori potfebna pro

indukci regenerace dermis a periférnich nervi je 20120 pm a 5—10 pum [76].

4.3 Vliv mechanickych vlastnosti biomateridlu na bunéénou odezvu

Mechanické vlastnosti biomaterial jsou velmi dillezité pro aplikaci v klinické praxi pfi
regeneraci tkané. Ovliviluji degradabilitu biomateridlu a jeho interakci s buiikami, co
vV kone¢ném dusledku uréuje reparacni efekt biomaterialu [78]. Mechanické vlastnosti by
mély byt piizptisobeny aplikaci pro kterou je biomaterial navrhovan [16]. V idealnim pfipadé
by pro uspé$nou regeneraci tkané¢ mély byt shodné nebo piibuzné s vlastnostmi tkan¢ v misté
implantace [16, 19, 32]. Z praktického hlediska je vhodné, aby byl material dostate¢né pevny

pro umoznéni chirurgické manipulace béhem implantace [19].

Mechanické vlastnosti urcuji odezvu biomaterialu za riiznych silovych podminek, které
jsou charakterizovany napétim a deformacemi v materialu, které jsou vysledkem posunt
v defektech. Biomaterial s nedostate¢nymi mechanickymi vlastnostmi nemtize poskytnout
dostate¢nou mechanickou podporu. Informace o mechanickych vlastnostech biomaterialu,
jako je modul pruznosti nebo mez kluzu, ziskame pomoci mechanickych zkousek (zkouska
tahem, kompresni test, stres-relaxace nebo namahani materialu). Vysledky méteni poskytuji

informace o tuhosti, deformovatelnosti a pevnosti materialu [16, 78].

4.3.1 Tuhost povrchu

Tuhost udavd schopnost materidlu odolavat deformaci zplisobené vnéjsi silou a je
nepostradatelnou soucasti mechanickych vlastnosti ECM a syntetickych biomaterialt [47].
Tuhé materialy se pouzivaji v aplikacich, kde je nutné, aby si zachovaly svou mechanickou
funkeci a nedoslo k jejich opotiebeni. Tyto biomaterialy jsou naptiklad pouzivané jako nosne

protézy kycli a kolen. U takovych defektii tkani, kde neni kritickou vlastnosti nosnost nemusi
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byt biomaterialy tak pevné. V tomto piipadé jsou vhodnymi kandidaty biomaterialy, které
podlehaji degradaci [41].

Funk¢ni tkané maji pozoruhodné rozdilnou tuhost, od nejmékci mozkové tkdné po nejtvrdsi
kost. [47]. Adheze, proliferace a diferenciace bunék do urcité miry zavisi na tuhosti
substratu. Kromé toho jsou buriky schopny modulovat povrch biomaterialu na rozhrani mezi
tkani a implantitem a menit tak tuhost svého vlastniho nebo jiného bunécného
mikroprostiedi.

Nékteré studie naznacuji, Ze v neurondlni regeneraci pocatecni meékky substrat podporuje
axonalni elongaci. Nasledné vytvrzeni matrice mize podpofit rist vice primarnich dendritl
neuront, a tim posilit synaptogenezi. Na druhou stranu mékké substraty mohou modifikovat
bunécnou morfologii a inhibovat proliferaci SC [55, 62]. Naptiklad zvySeni mechanické
tuhosti matrice hedvabného fibroinu podporuje lidské embryonalni mezenchymalni SC
(hEMC) k diferenciaci do osteogenni linie [79].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

36

II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE
e Cytotoxicita PLA extraktu na mys$i embryonalni fibroblastové buiiky NIH/3T3
e Cytotoxicita PLA extraktu na mysi embryonalni kmenové buiiky ES R1
e Vyhodnoceni vlivu topografie povrchu na proliferaci bunééné linie NTH/3T3

e Vyhodnoceni vlivu topografie povrchu na proliferaci buné¢né linie ES R1
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6 MATERIALY A METODY

6.1 Biologicky material

Pro experiment vramci diplomové prace byly pouzity dvé bunééné linie — mysi

embryonalni fibroblastové bunky NIH/3T3 a my$i embryonalni kmenové bunky ES-R1.

6.1.1 Mysi fibroblasty

Buné&éna linie mysich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) byla ziskana od
American Type Culture Collection, ATCC. Kultivace probihala v DMEM kultiva¢nim
médiu (Dulbecco's Modified Eagle Medium, ThermoFisher Scientific, USA) s ptidavkem
10 % Calf séra (BCS, Biosera, Francie) a 1 % antibiotik penicilin — streptomycin (Biosera,
Francie). NIH/3T3 buné¢na linie je adherentni a byla kultivovana v T75 kultiva¢nich lahvich
(TPP Trasadigen, Svycarsko) v inkubatoru Heracell 150i (ThermoFisher Scientific, USA)
pfi teploté 37 °C, 95 % vlhkosti a 5 % CO; atmosféfe.

Obréazek 3 Kultivacni lahev s NIH/3T3 bunécnou linii.

6.1.2 Kmenové buiiky

Mysi embryonalni kmenové bunky (ES-R1) byly kultivovany na petriho miskach pro
tkanové kultury. Kultivace kmenovych bunc¢k probihd standardné na tkanovém plastiku
potazeném 0,1 % Zelatinou pro zlepSeni adheze. Pro kultivaci bylo pouZito kompletni
médium obsahujici DMEM, 15 % fetalniho teleciho séra, 1 U ml? penicilinu, 0,1 mg/ml
streptomycinu a 100 mM roztok neesencialnich aminokyselin (v§e od Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA), 0,05 mM 2-merkaptoethanolu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 1000
U ml-1 LIF (Gibco, MA, USA) [80].
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6.2 Struktura polylaktidu

Testované vzorky PLA byly pfipraveny na Ustavu polymerti SAV, Slovenska akademie
véd, diky spolupraci vyzkumné skupiny Biomateridly na Centru polymernich systému ve
Zling s Mgr. Zdenkem Spitalskym, PhD.

Kyselina polymlé¢na neboli polylaktid (PLA) je biologicky odbouratelny polymer kyseliny
mlécné. Ziskava se z kyseliny mlécné a degraduje se procesem hydrolyzy. Kyselina mlécna
(LA) je ptirodni organicka kyselina, kterou lze vyrobit fermentaci cukr ziskanych z
obnovitelnych zdroji, jako je kukufice a cukrova titina. PLA je tedy ekologicky netoxicky
polymer a byl schvalen FDA pro implantaci do lidského téla. Diky svym vlastnostem se jevi
jako dulezity polymerni material pro biomedicinské aplikace, jako je biokompatibilita,
biologicka rozlozitelnost, mechanicka pevnost a zpracovatelnost. Piestoze ma PLA Siroké
spektrum aplikaci, existuji ur¢itd omezeni, jako je pomald rychlost degradace, hydrofobnost
a nizkd razova houzevnatost spojena s jeho pouzitim.

Pouziti PLA ve smési s jinymi polymery nabizi vhodné moznosti pro zlep$eni souvisejicich
vlastnosti nebo pro vytvofeni novych PLA polymert/smési pro cilové aplikace, jako je
Tl pro obnovu funkci posSkozenych tkani diky jejich vynikajici biokompatibilité¢ a
mechanickym vlastnostem. Michani PLA s jinymi pfirodnimi nebo syntetickymi polymery
s lepsi smacitelnosti a rychlejsi degradaci poskytuje ucinny prostiedek k vyladéni jeji
biologické rozlozitelnosti tak, aby byla kompatibilni s dobou potifebnou k rastu a/nebo
regeneraci tkané. PLA tak mlze byt smichan s riznymi polymery pro modifikaci tkanove
specifickych skafoldti [81]. Ghosal et al., 2019 ve své praci vytvofili kolagen/PLA
kopolymer, ktery méa potencial jako scaffold pro Tl chrupavky diky jeho vysoké poréznosti
a propojeni pérti, dobré absorpci vody a penetraci chondrocytii a zlepSeni mechanické
pevnosti ve srovnani s jednoduchymi kolagenovymi scaffoldy [82]. Dalsi studie (Scaffaro et
al., 2016) uvadi, ze scaffold na bazi PLA/PEG ptedstavuje zajimavé biomedicinské
aplikace, zejména tykajici se oblasti regenerace kosti. [83]. Bylo prokazano, Zze PEG zlepSuje
porézni strukturu zménou distribuce velikosti port, co vede ke zvétseni velikosti port bez
zvySeni celkové porovitosti. Kromé toho PLA scaffoldy s PEG podporuji metabolickou
aktivitu v pribéhu ¢asu, co ukazuje na zvySeni proliferace bun€k v porovnani se samotnym
PLA. [84]. Zhang el al., 2016, vyrobili kompozitni leseni PLA/hydroxyapatit pomoci 3D
tisku a vyhodnotili jejich schopnost opravy kosti a zanét. Tyto 3D scaffoldy vykazovaly
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dobrou biokompatibilitu, bioaktivitu a osteoinduktivni aktivitu s malou zanétlivou reakci,

coz dokazuje jejich slibnou kandidaturu na opravu kostnich defektu [81].
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Obrazek 4 Struktura polylaktidu.

6.3 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

6.3.1 Test cytotoxicity — MTT test

Test MTT se pouziva k méfeni bunééné metabolické aktivity jako indikatoru bunééné
zivotaschopnosti. Tento kolorimetricky test je zaloZzen na redukci Zluté tetrazoliové soli
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid na purpurové Kkrystaly
formazanu metabolicky aktivnimi buitkami. Zivotaschopné buiiky jsou schopny aktivnim
metabolismem ptfevést MTT na purpurové zbarveny formazanovy produkt s maximem
absorbance blizko 570 nm. KdyZz nastane bunétna smrt v disledku vystaveni vy$$im
koncentracim toxické latky, ztraceji butiky schopnost preménit MTT na formazan. Redukce
MTT na formazan je katalyzovana mitochondrialni dehydrogenazou v dychacim retézci.
Mnozstvi formazanu je piimo amérné poétu zivych bungk. Cim je roztok tmavsi, tim vétsi
je pocet zZivotaschopnych, metabolicky aktivnich bunék. Tvorba formazanu tak slouZzi jako

uzite¢ny a vhodny marker zivotaschopnosti bunék [85].

Cytotoxicita materialu byla stanovena in vitro dle normy CSN EN ISO 10993. Samotny
test cytotoxicity in vitro byl proveden v souladu s 5. ¢asti normy CSN EN ISO 10993, tedy
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ISO 10993-5:2009 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prosttedkii — Cast 5: Zkousky

na cytotoxicitu in vitro.

Priprava mikrotitracnich desticek: Denzita bun€k byla v ptipad¢é bunééné linie NIH/3T3
1 x 10° bunék/ml a v piipadé bun&ené linie ES R1 1,5 x 10° bungk/cm?. Nasazeni bun&k na
mikrotitracni desticku bylo provedeno 24 hodin pied piiddnim extraktu. Nasazenim bunck
na mikrotitraéni desticku se rozumi pasazovani bunécné linie, nafedéni suspenze na
piislusnou koncentraci, napipetovani 100 ul suspenze do kazdé jamky 96 jamkové desticky

a inkubace 24 hodin.

Priprava extraktu: Pted testem byla provedena extrakce materidlu podle ¢asti 12 této
normy, tedy CSN EN ISO 10993-12:2021 — Biologické hodnoceni zdravotnickych
prostiedkt — Cast 12: Ptiprava vzorki a referen¢ni materialy. Extrakéni podminky u této
zkousky jsou zalozeny na zakladé standardizovaného pftistupu, ktery je v mnoha ohledech
vhodnym v ramci pouziti produktu. Pfijatelna extrakce materidlu pro test cytotoxicity je 24
hodin pii (37 = 1) ° C v kultivacnim médiu. Vyss§i extrakéni teplota, nez 37 © C miize
neptizniveé ovlivnit chemii nebo stabilitu slozek kultivaéniho média v¢etné séra. Testovany
material PLA struktury spadd do kategorie ,,nepravidelné tvarované pevné prostiedky®,

proto byl zvolen extrakéni pomér 0,2 g/ml viz tabulka 1 [86].

Tabulka 1 Standardni plochy povrchu a objemy extrakcniho média dle ISO 10993-12.

Tloust’ka Extrakéni pomér Formy materialu
[mm] (plocha povrchu
nebo
hmotnost/objem)
+10 %
<0,5 6 cm?3/ml film, folie, sténa hadicky
0,5az 1,0 3cm3ml sténa hadicky, platek,
malé tvarované predméty
>1,0 1,25 cm?/ml velky(-€) tvarovany(-é) ptedmét(-y)
nepravidelné tvarované pevné 0,2 g/ml prasek, palety, péna, neabsorbujici ¢asti,
prostiedky predméty vyrobené vsttikovanim
nepravidelné tvarované 0,1 g/ml membrény

porézni prostiedky
(materialy o nizké hustot¢)

Pted samotnou extrakci byl vzorek PLA nastfithan na drobné kousky, aby doslo ke
zlepseni kontaktu materidlu s kultivaénim médiem. Extrakce 24 hodin pti 37 °C za stalého
tiepani. Po 24 hodindch byl extrakt materialu piefiltrovan pies 0,22 pm filtr Milex GV

(Merck, Darmstadt, Némecko) pro zajisténi sterility. Pivodni 100 % extrakt byl nafedén na
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sérii fedéni kompletnim médiem. Extrakty byly ptipraveny v jednotlivych koncentracich
100, 75, 50, 25, 10 a 1 % ptidany k ptedkultivovanym bufikam na 96 jamkové mikrotitra¢ni

desti¢ce s prislusnou buné¢nou linii, pficemz celkovy obsah roztoku byl 100 ul/jamku.

Obrazek 5 Ukdzka mikrotitracni desticky po pridani MTT. Fialové
zabarveni je spojeno s tvorbou krystalkii formazanu.

Pridani MTT: Po 24 hodinové kultivaci bunck v pfitomnosti extraktl bylo ptidano v
kone¢né koncentraci 0,5 mg/ml* MTT. Kultivace poté probihala po dobu 4 hodin. Po
uplynulé dobé kultivace byl obsah jamek odsat a nasledovala solubilizace krystali
formazanu 80 pul DMSO (Sigma Aldrich, USA). Vysledek testu byl stanoven pomoci
spektrofotometru M200 PRO NanoQuant (Tecan, Svycarsko) pii absorbanci 570 nm.
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Obrazek 6 Ukdzka mikrotitracni desticky po pridani DMSO a
rozpusteni formazanu.

6.3.2 Test proliferace bunék na PLA

Vzorek PLA byl pted vyhodnocenim proliferace sterilizovan po dobu 15 minut v 70 %

ethanolu a pomoci UV zafeni po dobu 30 minut z kazdé strany vzorku. Nasledné byl material
nafezan na 8 jednotlivych vzorkd, kazdy o rozméru 1 cm?. Vzorky byly vloZeny do 24
jamkové mikrotitratni desti¢ky. CtyFi vzorky byly na 15 minut osetieny roztokem 0,1 %
zelatiny. Nasledné byla na vzorky nasazena buné¢nd suspenze s denzitou bunék Vv piipadé
mysich embryonalnich fibroblastt 5 x 10° bun&k/ml a v ptipadé embryonalnich kmenovych
bungk 4,5 x 10° bungk/cm?. Kultivace probihala h. Po uplynulé dobé& kultivace byla
provedena fixace bunék na substrat. Fixace byla provedena odsatim meédia z jamek a po
promytim PBS pufrem byl napipetovan 1 ml 4 % formaldehydu na 15 minut. Objem jamky
byl odsat a vzorky byly promyty PBS.
Nasledovala permeabilizace bunééné membrany 1 ml 0,5 % Tritonem X-100 po dobu 5
minut. Po uplynulé dobé byly vzorky 3x promyty PBS pufrem. Na zavér byla bunééna
kultura nabarvena. Do 1 ml PBS pufiru byla pfidana 1 kapka barviva (ActinRed™ 555
V pifpadé bun&ené linie NIH/3T3 a ActinGreen™ 488 v ptipadé bun&éné linie ES R1) a 25
Ml Hoechst 33258. Po 30 minutach byl PBS s barvivy odstranén a bunééna morfologie byla
pozorovany pomoci konfokalniho miskroskopu (Olympus).
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Obrazek 7 Vzorky PLA v mikrotitracni destic¢ce pred testem

proliferace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

7 VYSLEDKY

7.1 Test cytotoxicity PLA extraktu

Cytotoxicita PLA byla stanovena za zakladé normy CSN EN ISO 10993-5:2009 —
Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro.
Metoda je specifikovana nepfimym kontaktem materidlu s bunécnou linii. Buiky byly
vystaveny ucéinku extraktu PLA materidlu v riznych koncentracich, kdy extrakt byl
ptipraven dle normy CSN EN ISO 10993-12:2021 — Biologické hodnoceni zdravotnickych
prostiedkil — Cést 12: P¥iprava vzorkil a referenéni materialy. Bun&né linie byly vystaveny
nasledujicim koncentracim extraktu 100, 75, 50, 25, 10 a 1 %. Pro vyhodnoceni
zivotaschopnosti bun¢k v souvislosti s u¢inkem extraktu byl pouzit MTT kolorimetricky test
zahrnujici redukci zlutého MTT barviva na fialové krystaly formazanu za pomoci aktivniho

metabolismu zivych bunék.

Test cytotoxicity byl proveden pro obé& bunéc¢né linie — mysi embryonalni fibroblasty
NIH/3T3 a mys$i embryonalni kmenové buniky ES-R1. Hodnoceni probihalo za pomoci
spektrofotometru s délkou absorbance 570 nm. U¢inek extraktu na buiiky byl porovnavan
s referen¢nim vzorkem, kde bunky byly kultivovany s kompletnim médiem bez extraktu.
Podle ISO 10993-5 Zivotaschopnost vyssi nez 0,7 piedstavuje nepfitomnost cytotoxicity,

zatimco vzorky s zivotaschopnosti nizs§i nez 0,7 jSOU povazovany za Cytotoxické.

1.4+
1.2+

° o =
? @ o

0.4+

Absorbance [-]

Koncentrace extraktu [%]

Obréazek 8 Zivotaschopnost bunék linie NIH/3T3 po

expozici extraktu PLA.
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Obréazek 9 Zivotaschopnost bunék linie ES R1 po

expozici extraktu PLA.

Vysledky byly zpracovany ve formé grafu, kde byla reference nastavena na relativni
buné¢nou viabilitu 1. Tato hodnota odpovida 100 % bunééné Zivotaschopnosti. Dle stupnice
normy CSN EN ISO 10993-5:2009 jsou extrakty vzorki s relativni buné&nou viabilitou vyssi
nez 0,7 hodnoceny jako necytotoxickeé.

V piipadé mysich fibroblastovych bun¢k bunééné linie NIH/3T3 byl v koncentraci extraktu
100 % zaznamenan cytotoxicky efekt kdy byla hodnota absorbance niz§i nez 0,7, (Obrazek
8). U dalsich koncentraci extraktu (75, 50, 25, 10, 1 %) nejsou zaznamenany zadné
cytotoxické ucinky. V piipadé linie mySich embryonalnich kmenovych bunék ES R1 jsou
hodnoty viability ve vSech koncentracich vyssi nez 70 % (Obrazek 9), co znamena Ze nebyl

zaznamenan zadny toxicky Gcéinek. Obecné lze fici, ze extrakt PLA neni shledan jako
cytotoxicky.

7.2 Test proliferace bunék na PLA

Adheze bun¢k na material a nasledna proliferace in vitro je obecné pouzivanou technikou
ke stanoveni interakce bunc¢k s povrchem biomateridlu. Pfi testu proliferace jsou buiiky

kultivovany v pfimém kontaktu s materidlem, pticemz je sledovana bunééna odezva
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souvisejici s povrchovymi vlastnostmi materialu. Test byl kvalitativné vyhodnocen pomoci
konfokalniho mikroskopu. Pro lep$i zobrazeni morfologic bunék byly jadra a cytoskelet
pifedem nabarveny fluorescen¢nimi barvami. Pro podporu adheze bun¢k na material byla
pted inokulaci bunééné suspenze ¢ast vzorkl inkubovana 15 minut s zelatinou. Jako
referenéni material byl pouzit polystyrenovy tkanovy plastik, ktery se bézn¢ pouziva pro

kultivaci tkanovych kultur.

Obréazek 10 Bunécna kultura NIH/3T3, a) PLA bez Zelatiny, b) PLA s Zelatinou, c)

reference bez Zelatiny, d) reference s Zelatinou.

Na obrazku 10. jsou vysledky proliferace pro mysi embryonalni fibroblasty NIH/3T3.

Bunky zaujimaly typicky rozvétveny a hvézdicovity tvar, co je na mikrofotografiich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

znazornéno jako ¢ervené barveny aktinovy vldkna. Jadra fibroblastd jsou typicky ovalného
tvaru a na mikrofotografiich se jevi jako modie barvené struktury. Pro zlepSeni adheze bunék
byla testovana i sada osetfena 0,1 % Zelatinou. Porovname-li proliferaci na PLA s Zelatinou
(Obrazek 10, b) a PLA bez Zelatiny (Obrazek 10, a), vidime mirné zlepSeni proliferace na
materidlu PLA s Zelatinou. Viditelné jsou jednotlivé vrstvy struktury polymeru, skrze které
jsou bunky schopny prorust. Stejné tak tomu bylo v pripad¢ reference, kdy Zelatina podpoftila
proliferaci bun¢k. Nicméné mysi embryonalni fibroblasty byly schopny proliferovat jak na
pokoutovaném tak nepokoutovaném PLA, co naznacuje vhodné povrchové vlastnosti
materialu pro proliferaci bunék. Referen¢ni vzorek s a bez Zelatiny zndzorfiuje rovnomérné
rozprostieni bunék na povrchu ve srovnani se vzorky PLA struktury s a bez Zelatiny, kde
bunky nejsou na celém povrchu jednotlivych vldken, ale proristaji nerovnomérné do 3D

struktury materialu.
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Obrazek 11 Bunécna kultura ES-R1, a) PLA bez Zelatiny, b) PLA s Zelatinou, c)

reference bez Zelatiny, d) reference s Zelatinou.

Obrazek 11. znazornuje vysledky proliferace pro mysi embryonalni kmenové buiky ES
R1. Kmenové buriky rostou v nediferencovanych shlucich s nepfesnymi morfologickymi
znaky. Aktinova vlakna znazornujici cytoskelet bunék jsou na mikrofotografiich znazornény
zelenou fluorescenéni barvou. Testované byly vzorky samotného PLA (Obrazek 11, a) a
vzorky PLA oSetiené 0,1 % zelatiny (Obrézek 11, b). Porovndme-li proliferaci na PLA
s zelatinou a PLA bez Zelatiny lze si v§imnout, vzorek PLA bez zelatiny znazorfuje lepsi
prorustani bun€k skrze strukturu, co naznacuje, Ze adheze bun€k na vné&jsi vrstvé PLA
materialu s Zelatinou byla niz$i ve srovnani s PLA bez Zelatiny. Naopak je viditelné mirné

zvySeni poctu bun€k u vzorku PLA s Zelatinou, co naznacuje podporu proliferace bun¢k diky
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zelatinové vrstv€. Pii srovnani vzorku reference bez Zelatiny (Obrazek 11, c) a vzorek
reference s zelatinou (Obrazek 11, d) si lze vSimnout, ze Zelatina podpotila proliferaci
embryonalnich kmenovych bunék. Mikrofotografie PLA s a bez zelatiny znazornuji mensi
hustotu bunék v porovnani, jelikoz rostou v jednotlivych vrstvach struktury, ve srovnani se
vzorkem reference s a bez Zelatiny, kde butiky jsou rozprostieny v jedné roviné na plochém
2D povrchu. Jednotlivé mikrofotografie vzorku PLA sa bez Zelatiny naznaCuji lepsi
proliferaci NIH/3T3 bunék ve srovnani s buné¢nou linii ES R1, pricemz extrakt PLA nemél
na zadnou z linii cytotoxicky ufinek. Jednotlivé bunécné linie preferuji topografické
struktury. Rozdily v proliferaci mohou byt dané buné¢nym typem, jelikoz kazdy typ bunék

preferuje jiné povrchové vlastnosti materialu.
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8 DISKUZE

Biomaterialy se vyuzivaji jako scaffoldy ve strategiich TERM. Scaffoldy ptisobi jako
matrice pro buiky s cilem podpory tvorby nebo regenerace nové tkané. Po implantaci do
mista poskozené tkané, dochazi k bunéénym odezvam na rozhrani implantovaného materialu
a okolniho prostfedi. Interakce bunék s biomateridlem jsou nezbytné pro pfichyceni
adherentnich bunék k povrchu a jejich souvisejicich bunéénych funkci, jako je rust,
diferenciace, migrace nebo apopt6za. Buné¢né odezvy na material jsou nezbytné pro uréeni
biokompatibility materialu. Aspekty vztahii polymer-burika lze pozorovat v lidskych tkanich
1 na zvifecich modelech. Kromé toho Ize studium bunécné aktivace a buné¢né komunikace

pozorovat pomoci in vitro metod, jako jsou bunééné kulturni systémy [87, 88].

V této praci byl studovan vliv povrchovych vlastnosti na proliferaci bun¢k. Pouzitym
materialem byla hotova struktura polylaktidu (PLA). VVzorkovani struktury bylo zhotoveno
technikou 3 D inkoustového biotisku. Polylaktid je alifaticky hydrofobni polyester, ktery je
schvaleny Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv FDA (Food and Drug Administration) a
vyuziva se pro riuzné biomedicinské a klinické aplikace vcetné konstrukta TI [89].
V experimentech byly pouzity dvé bunécné kultury. Prvni z nich byly mysi embryonalni
fibroblastové burniky linie NIH/3T3. Tyto buiky jsou adherentni, diferencované a maji
specificky rozvétveny, hvézdicovity tvar. Jednd se jednu z nejéastéji pouzivanych
bunéénych linii pro studium fady mechanickych bunécnych testii, véetné funk¢ni analyzy
proteinii. Morfologie bun¢k je adherentni, fibroblasticka a je povazovana za jednu z relativné
snadno péstovatelnych buné¢nych linii. Doba zdvojeni je 20-26 hodin. Druhou pouzitou
bunécnou linii byla ES R1, pficemZ se jednd o my$i embryonalni kmenové buniky. Buiky
této linie jsou pluripotentni a mohou se diferencovat do jakéhokoliv typu somatickych bunék
[90]. Pted provedenim testu proliferace bylo nezbytné ovétit biokompatilbilni vlastnosti
pouzitého materialu. Biokompatibilita byla hodnocena testem cytotoxicity na zakladé ISO
normy CSN EN ISO 10993-5:2009 — Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkii —
Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro. Vyhodnoceni bylo provedeno MTT testem.

PLA je FDA schvalenym biomtaeriadlem, b&ézn¢ pouzivanym v medicing a aplikacich TI. U
extraktu tohoto materialu nebyla ocekavana zadna cytotoxicita. Vyssi cytotoxicky uéinek
extraktu byl detekovan pouze u 100 % koncentrace extraktu u bunééné linie NIH/3T3. Nutné
je poznamenat, ze v koncentraci 50, 25 a 10 % byla hodnota viability bunék vyssi ve srovnani
s referenci. Tento vysledek miZe naznaCovat uvoliiovani kyseliny mlééné pii degradaci

PLA, ktera pro buriky ptisobi jako zdroj energie a ochrana pied volnymi radikaly. Vysledky
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byly srovnany s literaturou (Morozov et al., 2020), ktera se zam&fuje na in vitro studie
degradacniho chovani, cytotoxicity a bunééné adheze ataktické kyseliny poly(mlécné) pro
biomedicinské ucely. Vysledky MTT testu cytotoxicity této studie potvrzuji necytotoxické
ucinky tohoto materialu [91].

Test proliferace bun¢k byl hodnocen na zakladé schopnosti bunék mnozit se a rust na
povrchu materialu. Bunééné kultury byly kultivovany v pfimém kontaktu se strukturou PLA
biomaterialu. Hodnoceni probéhlo kvalitativné na zakladé pozorovani morfologie bunék. Na
zakladé hodnoceni potizenych mikrofotografii Ize fici, Ze struktury poskytly butikam vhodné
povrchové vlastnosti pro adhezi a naslednou proliferaci. Bunky fibroblasti ve srovnani
S kmenovymi bunkami vykazovaly lep$i bunécnou adhezi na povrch biomateridlu a
naslednou proliferaci ve srovnani s kmenovymi butikami. Tyto vysledky proliferace buné¢k
na PLA strukturu byly srovnany s literaturou (Farto-Vaamonde et al., 2019). Tato studie se
zamétila na vyuziti 3D tiSténych PLA scaffoldi jako nosi¢e I€ku (prednisolon a
dexamethason) pro aplikace regenerace tkani. PLA material byl v této studii kultivovan s
mezenchymalnimi kmenovymi buitkami (MSC). Scaffoldy poskytovaly buitkdm vynikajici
biokompatibilitu a butiky dosahly vysoké urovné proliferace [92].

V experimentalni ¢asti této diplomoveé prace byly nékteré vzorky PLA byly pied kultivaci
s buikami opatieny zelatinou za ucelem upravy povrchovych vlastnosti biomaterialu.
Preparaty s zelatinou vykazaly zvySenou bunéfnou adhezi ve srovnani se vzorky bez
zelatiny. U vzorkl s Zelatinou rovnéz doslo k lepSimu proristani do vnitfnich vrstev
scaffoldu u obou bunéénych kultur.

Zelatina je molekularni derivat kolagenu ziskany nevratnou denaturaci kolagenovych
proteind. Sdili velmi blizkou molekularni strukturu a funkci s kolagenem, a proto se €asto
pouzivéa v bunéénych a tkanovych kulturach jako ndhrada kolagenu pro biomateridlové ucely
[93]. Prestoze se Zelatina ziskava z nativniho kolagenu hydrolyzou, ktera vede k oddé€leni
molekul od ptivodni konformace a-helixu pferuSenim mezimolekularnich vazeb, jednotlivé
molekuly Zelatiny si stale zachovavaji svou primarni strukturu. Tato primarni struktura
poskytuje aminokyselinovou sekvenci RGD, coz je rozpoznavaci sekvence pro integrinem
zprosttedkovanou bunéénou adhezi. Podle literatury (Su a Wang, 2015) Zelatina vyznamné
zlepSuje infiltraci, adhezi, Sifeni a proliferaci bunék na scaffoldech, co bylo uspésné
prokazano testem bunécné proliferace bun€k v experimentalni ¢asti této diplomové prace.
[94]. Povrchovou Upravu PLA materialu pomoci pokryti struktury povrchu kolagenovym
filmem studovali Atthof a Hilborn (Atthoff a Hilborn, 2007). Absorbovana vrstva vykazala
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na povrchu PLA jasné vlaknité sité. Tato studie prokazala zvySenou adhezi mysSich
fibroblasti bunééné linie 3T3 na povrch PLA [95].

Vlakna PLA struktury maji tloustku cca 400 pm, co umoznuje bunikam jejich migraci
bun€k do struktury materidlu. Vldkna v mikrometrovém métitku nemaji vliv na zménu
morfologie bun¢k. Pokud by byl pouzit material s vIakny v nano métitku, pravdépodobnéji
by doSlo ke zméné morfologie bunck. Faktorem urcujicim adhezi, proliferaci a zménu
morfologie bunék jsou topografické rysy na povrchu materialu. Po adhezi se buiiky za¢inaji
pfizplisobovat svému topografickému mikroprosttedi na zakladé vytvareni stabilnich
adheznich mist k substratu. Konformace bunék by mohla vést ke zménam v bunééné
morfologii, tvaru, usporadani, a nakonec k bunééné diferenciaci. Na tyto zmény maji vliv
jak rozméry, tak geometrie a uspotradani jednotlivych topografickych prvka [96]. Jelikoz
vlakna PLA materialu nebyla strukturovana, nebyla o¢ekavana zména morfologie bunék.
Zménu morfologie fibroblastti v reakci na strukturu povrchi danou charakterizovanou
vystupky studovali Dalby el al., 2003. Vysledky této studie ukazaly, Ze butiky na povrchu
strukturovaném povrchu se ve srovnani s referenci plné€ nezplostily. Na plochych kontrolach
fibroblasty ptijaly svou obvyklou morfologii a byly schopné proliferovat a dosahnout plné
konfluence [97]. Vliv na morfologii fibroblastovych bunék ma i drsnost povrchu. Dle studie
Hallab et al., 2001 bylo prokazano, ze drsnéjSi povrchy polymernich materiali vedou k
zvySenému piichyceni fibroblastovych bun¢k 3T3 na povrch polymeru [61]. Souvislost
topografickych vzort na adhezi fibroblastovych bunék na povrchy diskutovali Schulte et al.,
2009. Kadhezi bunék na material dle této studie piispivaji topografické vzory.
Mikrostrukturovana topografie linii nebo sloupkii na povrch PEG umoznila zvySeni adheze
fibroblastt ve srovnani s plochym substratem [98]. Naptiklad na pilifovych substratech jsou
fibroblasty schopny tvotit fokalni adheze na vrcholcich a po stranach piliid a jsou na téchto
strukturach schopny tvofit rozvétvené morfologie, co v disledku mélo vliv na jejich pohyb

vvvvvv

drsng&jsi povrchy se strukturovanou topografii.

Vliv topografie na kmenové bunky byl jiz zminén na zékladé vyzkumd, z nichz n¢které
byly uvedeny v teoretické ¢asti prace (kapitola 4.1.3.2. ,,Povrchovy vzor®). Studie Song et
al., 2016 zde uvadi, ze 560 nm vysoké topografické hiebeny zvysuji diferenciaci
pluripotentnich kmenovych bunék na neurony. Dalsi studie (Abagnale et al., 2015) uvadi, ze
rizné drazkové a hiebenové struktury zvysuji diferenciaci na specifické bunééné linie (15

um hiebeny — adipocyty, 2 um hiebeny — osteocyty, nano-vzory s periodicitou 650 nm —
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osteocyty a adipocyty). Déale Yang et al., 2014 prokazali, ze kombinace nanoporti a
mikrodrazek byla schopna vyvolat diferenciaci nervovych SC do neurond [42]. Autofi
Gerecht et al., 2007 se v experimentalni ¢asti zabyvali u¢inky nanotopografie na lidské
embryonalni kmenové bunky. Vysledky ukazaly, ze lidské ESC reaguji na substratovou
topografii v nanoméfitku podobnym zptisobem jako jiné terminalné¢ diferencované savci
bunky, ¢imz demonstruji prodlouzeni a zarovnani bun¢k, zmény v organizaci a polarizaci
proteinii cytoskeletu a snizenou proliferaci [100]. Dle literatury lze soudit, ze bunééna
odezva na topografii povrchu biomaterialu muze mit vliv na diferenciaci kmenovych bunék

na urcity bunéény typ.
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ZAVER

Tkanové inzenyrstvi je multidisciplinarni obor a zahrnuje aplikaci principii a metod
inzenyrskych a biomedicinskych véd k vyvoji biologickych ndhrazek pro obnovu, udrzeni
nebo zlepSeni funkci poskozenych tkani. Koncept lécby dysfunkénich tkani a orgéani
zahrnuje ,,triddu tkanového inZzenyrstvi, jejiz soucasti jsou buniky, rustové faktory a matrice
neboli scaffoldy. Za timto tcelem jsou vyuzivané specialni materialy — biomaterialy
nejcasté&ji na bazi kovi, keramiky a polymerd. Biomaterialy jsou definovany jako ,,materialy
navrzené tak, aby samotné nebo jako soucast komplexniho systému, ktery prostiednictvim
interakci s zivymi systémy ftidil prubéh jakéhokoli terapeutického nebo diagnostického
postupu, v humanni nebo veterinarni medicing.“ Kritériem kazdého biomateridlu je
biokompatibilita, ktera jim umoziuje aplikaci v pfimém kontaktu s tkani pro regeneraci in

situ.

Studium interakci bun€k s biomaterialy se primarné soustiedi na dvé neoddélitelné oblasti
zkoumani: povahu povrchu biomaterialu a biologickou odezvu na kontakt s
materialem. Biomaterialy interaguji s biologickym prostiedim na jejich povrchu, takze
piesna biofyzikalni charakterizace povrchu je velmi diilezitd pro pochopeni ndslednych
biologickych uéinkt. V této souvislosti je znamo, ze povrchové charakteristiky, jako je
hydrofobnost, povrchova energie, drsnost, naboj a chemické slozeni, hraji klicovou roli pii
regulaci odezvy bun€k, které interaguji s biomaterialem. Adheze bunék na povrch je
zprostiedkovana adheznimi glykoproteiny, které¢ poskytuji buiikam vazebny signal
prostiednictvim specifické aminokyselinové sekvence. DalSi povrchové vlastnosti
biomaterialu poskytuji buitkam informace pro dal$i bunééné chovani véetné proliferace a

diferenciace.

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na studium interakce bunék s biomaterialy.
Pouzitym biomaterialem byla 3D struktura polylaktidu zhotovena inkoustovym biotiskem.
Hodnocena byla cytotoxicita biomaterialu a proliferace bun¢k na scaffoldu. Testy byly
provedeny za pouziti bunééné linie NIH/3T3 a ES R1. V testu cytotoxicity nebyly prokazany
zadné negativni G¢inky na zivotaschopnost bunék zadné z linii. Test povrchovych vlastnosti
na proliferaci bun¢k byl vyhodnocen pomoci konfokalni mikroskopie. Buiky, pfedev§im

fibroblasty, byly schopné adheze na povrch materialu a nasledné proliferace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Arg-Gly-Asp Tripeptid arginin-glycin-kyselina asparagova

ASC Dospélé kmenové buiiky (Adult stem cells)

ATCC American Type Culture Collection

CP Vodivé polymery (Conducting polymers)

DMEM Dulbeccovo modifikované Eagleho médium

ECM Extracelularni matrix

ERK Extracelularnim signalem regulovana kinaza

ESC Embryonalni kmenové bunky

ETES Evropska spole¢nost tkanového inZzenyrstvi

FAK Fokalni adhezni kinaza

FDA Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (Food and Drug Administration)
GAG Glykosaminoglykany

HA Kyselina hyaluronovéa (Hyaluronic acid)

ILK Integrin kindza

iPSC Indukované pluripotentni butiky

LA Kyselina mlécna (Lactic acid)

MAPK Mitogenem aktivované proteinkinazy

MSC Mezenchymalni kmenové buniky

MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
NSF Nérodni védecka nadace (National Science Foundation)
PANI Polyanilin

PBS Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PCL Poly(e-kaprolakton)

PGA Kyselina poly(glykolova)

PLA Kyselina poly(mlécna)
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PLGA

PPY

PS

PTEI

RGD

SC

TERM

TERMIS

TI

TES

Poly(laktid-ko-glykolova) kyselina

Polypyrrol

Polystyren

Pittsburg Tissue Engineering Initiative

Specifickd aminokyselinova sekvence

Kmenové bunky (Stem cells)

Tkéanové inZenyrstvi a regenerativni medicina

Mezinarodni spolecnost pro tkdnoveé inZenyrstvi a regenerativni medicinu
Tkanové inzenyrstvi

Spole¢nost tkanového inzenyrstvi — Tissue Engineering Society
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