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Uvod

Skripta byla vypracovana jako studijni material pro vyuku pfedméti zabyvajici se tkanovym
inzenyrstvim na Fakulté Textilni (FT) Technické Univerzity v Liberci (TUL):

1. Vlakenné materidly pro tkdnové inzenyrstvi MAT (bakalafsky studijni program)
2. Zaklady biologie bunky a tkani ZBT (bakalarsky studijni program)
3. Materidly pro tkanové inzenyrstvi MTI (navazujici studijni program)

Text obsahuje tvodni kapitolu, ktera se zabyva obecnym tvodem do tkanového inZenyrstvi.
Déle je vlastni text skript rozd€len do 3 sekeci:

A) Scaffoldy
B) Buriky, mezibunétna hmota, interakce bunék s biomaterialy
C) Vybrané aplikace tkanového inzenyrstvi



Seznam zkratek

AFM mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy)
AMK Aminokyselina

API aktivni latka (aktive pharmaceutical ingredience)

CT vypocetni tomografie (computed tomography)

DCM dichlormethan

DDS cilené dodavani 1éciv (drug delivery systems)

DMACc Dimethylacetamid

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

DTA diferen¢ni termogravimetrické analyza

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EtOx Ethylen oxid

FBR Reakce na cizi téleso (Foreign body reaction)

FDM Fused deposition modeling

FTIR infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GAG Glykosaminoglykan

GPC gelova permeacni chromatografie

HA Kyselina hyaluronova (Hyaluronic acid)

HFIP Hexafluoroisopropanol

HPLC vysoceucinnd kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

IR infraervena spektroskopie (infrared spectroscopy)
LBL layer by layer

MIP rtutova porozimetrie (mercury intrusion porosimetry)

NMR Nuklearni magneticka rezonance



PAA
PANI
PCL
PDX
PEG
PEO
PGA
PHA
PHB
PHV
PLA
PLCL
PLGA
PPy
PTFE
PVA
PVACc
PVDF
PVP
ROS
sc CO2
SCPL
SDS
SEC
SEM
SFM

SLA

Peroctova kyselina (peracetic acid)

Polyanilin

Polykaprolakton (Poly-g-caprolectone)

Polydioxanon

Polyethylenglykol

Polyethylenoxid

Polyglykolid (Polyglycolic acid)

Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxybutyrat

Polyhydroxyvalerat

Polylaktid (Polylactic acid)

Kopolymer polylaktidu a polykaprolatonu

Kopolymer polylaktidu a polyglykolidu

Polypyrrol

Polytetrafluorethylen

Polyvinylalkohol

Polyvinylacetat

Polyvinylidendifluorid

Polyvinylpyrrolidon

Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Superkriticky oxid uhli¢ity

Vymyvani ¢astic, odpafeni rozpoustédla (Solvent casting, aprticle leaching)
dodecylsulfat sodny

vylu€ovaci chromatografie (size exclusion chromatography)
skenovaci elektronova mikroskopie

mikroskopie atomarnich sil (scanning force microscopy)

Stereolitografie



SLS
TA
TEM
TFE
XPS

XRD

Selective laser sintering
termogravimetrickd analyza

transmisni elektronova mikroskopie
Trifluoroethanol

rentgenova fotoelektronova spektroskopie

rentgenova krystalografie (X-ray diffraction)



Uvod do tkanového inzenyrstvi

Jana Horakova

Diilezité pojmy: definice tkanového inzenyrstvi, 3 pilire tkanového inzenyrstvi — scaffoldy,
bunky, signaly, regenerativni medicina, Vacantiho mys

Tkanové inzenyrstvi (TI) je pomérné mladym oborem, jehoz pocatky sahaji do 90. let 20.
stoleti. Poprvé byl termin ,,tkanové inzenyrstvi‘ zminén v publikaci roku 1984, jako obor byl
uznan a vymezen roku 1987. Jedna z prvnich definic tkdnového inzenyrstvi od prikopnikt
tohoto oboru (Robert Langer a Joseph Vacanti) zni: ,,Interdisciplinarni obor vyuzivajici znalosti
inzenyrstvi a piirodnich véd k vyvoji biologickych nédhrad slouZzicich k obnové, zachovéani nebo
zlepseni funkci tkani nebo organti““. Multidisciplinarita je nutnou podminkou pro splnéni cilt
TI, v oboru jsou vyuzivany znalosti biologie, chemie, fyziky, inZenyrstvi biomateriali,
pocitacové technologie, medicinys,...

V klinické praxi se rutinné vyuzivaji 2 druhy lé¢ebnych postupi. Jednim z nich je ,,biologicky*
pfistup s vyuzitim transplantaci orgdni. Druhy pfistup je naopak materidlovy vyuzivajici
umélych nahrad. Obé zminéné moZnosti zachraiiuji mnoho Zivotd a ve spousté aplikaci maji
nezastupitelnou ulohu. Bohuzel nemohou vyftesit vSechny piipady, proto tkédnové inzenyrstvi
vyuzivéa znalosti obou téchto pfistupti a vhodné je kombinuje pro urcité aplikace, jak bude
vysvétleno dale.

Tkanové inzenyrstvi se opira o 3 pilife, kterymi jsou tkariové nosice neboli scaffoldy, buiiky a
signaly, jak je vidét na obr. 1. Tyto 3 slozky mohou byt kombinovany riznym zptsobem (v
laboratofi- in vitro, v organismu —in vivo / in situ), v§echny v8ak maji zasadni vliv na kone¢nou
funkci biomaterialu. Obor tkanového inzenyrstvi tedy vyuziva scaffoldi jako podptrnych
struktur pro rist bun¢k, které umozni regeneraci ¢i nahrazeni poskozené tkane.

Cells
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Obr. 1: Znazornéni 3 piliru tkanového inzenyrstvi: scaffoldy, buriky, signaly.

Tkariové nosice budou rozebrany velmi podrobné v nasledujicich kapitolach. Mohou byt
konstruovany mnoha technologiemi do podoby vlakennych ¢i nevldkennych materidlt
(hydrogely, folie, porézni 3D materialy, 3D tisk) s vyuzitim celé skaly materidlli (polymery
ptirodni / syntetické, kovy, keramika). Spaecifickym typem piirodnich tkanovych nosicu je tzv.
decelularizovana tkan, kterd je tvofena mezibuné¢nou hmotu.

Tkanové nosi¢e mohou byt osidleny bunikami pied vlastni implantaci v prostiedi in vitro nebo
miuize probihat regenerace piimo v organismu (in vivo). Pro vétSinu aplikaci je vyhodné, aby
buniky osidlily tkanovy nosi¢ a vytvofily si svou vlastni mezibuné¢nou hmotu, zatimco se
puvodni struktura scaffoldu postupné odboura (pfi vyuziti biodegradabilnich material). Jsou
vsak jisté vyjimky, kde je osidleni bunkami nezadouci reakce. Tkanové inzenyrstvi je velmi
Sirokym oborem, proto muze byt jakakoliv obecna klasifikace zavadéjici. V zavéru skript jsou
uvedeny konkrétni ptiklady vyvoje scaffoldt pro urcité aplikace — kozni kryty, cévni ndhrady,
materialy pro prevenci pooperacnich adhezi.

Buiiky mohou pochazet z riiznych zdroja dle jejich dostupnosti. Pokud pochazeji od stejného
jedince, oznacuji se jako autologni (napt. Jiti Novak darce — Jifi Novak piijemce). Bunky
pochazejici od stejného zivocisného druhu se oznacuji jako alogenni (napt. Jan Svoboda darce
— Jifi Novak piijemce). Pokud buiiky pochézi od jiného zivocisného druhu, oznacuji se jako
xenogenni (napt. prasdtko Pepa déarce - Jifi Novak piijemce). Dale se mohou liSit tzv.
diferenciaci — mohou byt vyuzivany buniky terminalné diferencované nebo buiky kmenové.
Tyto terminy budou podrobné&ji rozebrany v sekci B) Buiky, mezibunééna hmota, interakce
bunék s biomaterialy. Kmenové bunky jsou vyuzivany zejména pro svoji schopnost se
neomezené délit, coz je zadsadni predpoklad pro jejich namnozeni v laboratornich podminkach.
S vyuzitim kmenovych bunék je ¢asto spojovan termin regenerativni medicina. Regenerativni
medicina je definovana jako ,,proces nahrazovani, vytvareni nebo regenerace lidskych nebo
zvitecich bungk, tkani ¢i organli pro obnovu normalni funkce“. U regenerativni mediciny
nemusi byt vyuzivany tkanové nosice. Terminy tkaniové inZenyrstvi a regenerativni medicina



maji vSak mnoho spoleénych znakti a mohou byt v urCitych ptipadech zaménovany diky
spole¢nym cilam.

Jako posledni pilif byly zminény signdly, pod které 1ze zatadit vSechny faktory, které ovliviiuji
tkanové nosice a bunky. Muze se jednat o chemické Ci fyzikalni plisobeni. Scaffoldy mohou
byt obohaceny o latky, které ovliviiuji bunééné funkce (zlepsSeni bunééné adheze modifikaci
povrchu materialu, inkorporace latek ovliviiujicich bunécnou proliferaci — napt. ristovych
faktortr). Chemické ,,signaly* mohou byt ptidavany in vitro k bunéénym kulturam, coz mtize
zvySovat jejich proliferaci nebo navozovat jejich diferenciaci v ur€ity bunéény typ (napfi. pfi
vyuziti kmenovych bun€k). Mezi fyzikalni signaly patfi napt. stimulace pomoci mechanického
namahani. Tyto signdly jsou vyuzivany napft. pifi konstrukci nahrad kostnich, kloubnich ¢i
cévnich, které jsou v organismu urcCitym zpusobem naméhany. Existuji specifické typy
bioreaktor, které umoziiuji napodobeni piirozeného prostiedi bunc¢k v laboratornich
podminkach. Pro kazdou tkan maji specifické uspotadani umoznujici vyvoj funkéni tkané za
podminek blizicich se podminkam in vivo.

Tyto 3 pilife — scaffoldy, bunky a signaly (viz obr. 1) mohou byt kombinovany riznymi
zpusoby tak, aby se dosdhlo kone¢né regenerace pozadované tkané. Obecné je obvykle
popisovan proces tkanového inzenyrstvi pfistupem tzv. in vitro tkanového inzenyrstvi, ktery je
zobrazen na obr. 2. Béhem tohoto postupu dochazi nejprve k izolaci bunék (specializovanych
¢i kmenovych). Ty je nutné dostate¢né namnozit v laboratornich podminkach. V ptipad¢ prace
s kmenovymi bufikami je mozna také jejich diferenciace v podminkach in vitro. V dal$im kroku
jsou tyto namnozené¢ bunky nasazeny na tkanovy nosi¢, ktery by mél byt pted implantaci
rovnomérné osidlen bunikami v celém svém 3D objemu. K tomuto kroku se obvykle vyuzivaji
ruzné typy bioreaktorti. Nasledné je tento osazeny scaffold implantovan do téla pacienta.
Nevyhodou tohoto pristupu je doba ,vyroby“ osidleného scaffoldu. Namnozeni bunck
V laboratornich podminkéch a néslednd adheze a proliferace bun¢k pfimo v tkanovém nosici
muze trvat fadoveé tydny az mésice a v piipad€ urgentni operace neni mozné tento piistup
pouzit. Naopak vyhodou je, Ze mohou byt vyuzity pacientovy vlastni buiiky, coz vede k lepSimu
piijeti scaffoldu po implantaci. Otazkou je dostupnost a kvalita danych buné&k pii poskozeni
tkang, proto je mozné volit cestu odbéru kmenovych bunék a vyuzit jejich néslednou
diferenciaci.
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Basic principles of Tissue engineering
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Obr. 2: Proces in vitro tkanového inzenyrstvi: odbér bunék (specializované / kmenové), jejich
namnozent v laboratornich podminkach, osazeni scaffoldu, implantace pacientovi.

Mimo tento ,.klasicky* pfistup existuji jeSté dalsi varianty oznacované jako in vivo a in situ
tkanové inzenyrstvi. Priklady téchto pfistupti jsou zobrazeny na obr. 3. In situ tkanové
inZzenyrstvi vyuziva schopnosti regenerace tkané piimo v organismu. Implantuje se samotny
tkanovy nosi¢ bez bunék do poskozeného mista. Diky povrchovym vlastnostem scaffoldu
dochazi k interakcim s adheznimi bilkovinami a néasledné k adhezi a proliferaci bunék, které
osidli tkanovy nosi¢ piimo v téle pacienta. Pokud je pouzit biodegradabilni material, dojde
postupné k jeho odbourani a k tvorbé mezibunécné hmoty, kterou produkuji samotné bunky.
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Tento pfistup ma obrovskou vyhodu v okamzité¢ aplikaci. Sterilni scaffoldy mohou byt
implantovany i pfi akutnich stavech. Tkanovy nosi¢ musi idealné simulovat prostiedi ptirozené
tkan¢, aby mohlo dojit k regeneraci. Musi se také jednat o tkan, ktera ma alespon ¢astecné
zachovanou regeneracni schopnost.

In vitro tissue engineering

In vivo tissue engineering

-

\~¢”
-’
P

~“"" Bioreactor

SMCsor  gcs Rod template

fibroblasts

In situ tissue engineering

Tubular scaffold /

with or without ‘
cell seeding

Myofibroblasts  pMasothelial

cells
Regenerated vessal

Obr. 3: Ukazky in vitro, in vivo a in situ pristupu tkanového inZenyrstvi.

Poslednim pfistupem tkafiového inzenyrstvi je tzv. in vivo tkanové inzenyrstvi, které bude
demonstrovano na znamém pokusu s tzv. Vacantiho mysi. Jednd se o experiment, ktery
proslavil tento obor, ptestoze vedl zpocatku ke klamavému vysvétleni v médiich (byl pouzit
V boji proti geneticky modifikovanym organismtim, piestoze zde k zadné genetické modifikaci
nedoslo). V experimentu jsou pouzity piistupy in vitro a in vivo tkanového inzenyrstvi. Piistup
in Vivo vyuziva Zivy organismus jako bioreaktor, kde po implantaci (nejcastéji do podkozi)
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dochazi k prestavbé tkanového nosice. Roku 1997 byl publikovan ¢lanek, ktery popisoval vyvoj
chrupavcité tkané v organismu mysi. Chrupavcita tkan postrada regeneracni schopnost, proto
je velmi obtizna jeji ndhrada. V tomto pokusu byl vytvoten konstrukt v podob¢ ucha z netkané
textilie slozeny z biodegradabilnich polyesteri (polyglykolid ponofeny do roztoku
polylaktidu). Tento materidl byl v laboratornich podminkéach osazen chondrocyty izolovanymi
Z bovinni kloubni chrupavky (in vitro pfistup). Poté byl tento osazeny scaffold implantovan do
podkozi mysi (viz obr. 4, in vivo piistup). Po 12ti tydnech doslo v organismu mysi k vytvoieni
komplexni struktury, ktera svou stavbou pfipominala skutecny usni boltec. Tento experiment
byl ve své dob¢ zcela prialomovy a nastartoval éru rychle se rozvijejiciho se oboru tkanového

inzenyrstvi. Tkanové inzenyrstvi in vivo tedy vyuziva organismu pro vytvoreni komplexnich
struktur pro dal§i implantace. Vacantiho my$ dokdzala ,,vytvofit™ strukturu pfipominajici
strukturu u$niho boltce 3letého ditéte. Tento experiment mél za cil vytvofit ndhradu lidské
funk¢ni tkané.

Obr. 4: Experiment znamy pod nazvem ,, Vacanti mouse“ — konstrukt ve tvaru ucha osdzeny
bovinnimi chondrocyty po implantaci do podkozi mysi. Zdroj:
https://en.wikipedia.org/wiki/Vacanti_mouse
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A. Scaffoldy

Prvni sekce je vénovana tkanovym nosicm. Jsou pfedstaveny pozadavky na materidly pro
medicinské aplikace, dale jsou rozebrany nejvyznamnégj$i materidly pouzivané pro
konstrukci scaffoldii. Kapitola obsahuje strucny popis technologii pro vyrobu scaffoldd, je
piedstavena fada charakteriza¢nich metod pro spravné hodnoceni vyvijenych materiala.
V neposledni fad¢ je zde zminéna modifikace tkanovych nosict a sterilizace scaffoldi.
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1. Pozadavky na materialy pro tkanové inzenyrstvi

Jana Horakova

Dulezité pojmy. biomaterial, zdravotnicky prostiedek, lécivy pripravek, pripravek moderni
terapie, CSN EN ISO 10993, biokompatibilita, reakce na cizi téleso.

Tkanové inzenyrstvi je pomérné novym oborem, jehoz produkty jsou zatim spiSe vzacné
V klinické praxi. V experimentalnim vyvoji je mnoho ,,produkti* tkanového inzenyrstvi, ale
uvedeni do praxe je velmi zdlouhavy a slozity proces. Na pocatku vyvoje stoji vzdy potieba
klinika pro vyvoj urc¢itého typu materidlu s definovanymi vlastnostmi. Na zdklad¢ znalosti
problematiky pak dojde k navrhu tkanového nosice pro danou aplikaci. Jak jiz bylo zminéno,
muze se jednat o kombinaci materidlil a technologii, kterymi jsou zpracovany, riiznych typi
bun¢k a signali. Dale je tento tkanovy nosi¢ fadné charakterizovan — je nutné znat jeho
fyzikalni, chemické vlastnosti, morfologii, vhodny zpisob sterilizace a jeji vliv na materialové
vlastnosti. V dalsim kroku se pfistupuje k in vitro testovani, které obvykle zahrnuje testovani
cytotoxicity materidlu, test adheze a proliferace bunck, ptipadné diferenciace bunék. Dale je
material podroben in Vvivo testovani na laboratornich zvitatech (mysi, potkani, kralici, prasata)
a teprve po uspe$ném testovani na zviratech mohou byt zahajeny klinické testy na lidskych
pacientech.

Vyvijené materidly je nutné spravné klasifikovat a poté testovat podle platnych norem. Jako
biomaterial se oznacuje nezivy material, ktery interaguje s zivym systémem. Biomateridly se
dale rozd€luji na zdravotnické prostiedky, 1éCivé pripravky a piipravky moderni terapie.
Zdravotnicky prostiedek je definovan jako nastroj nebo material, ktery se pouziva pfi zmirnéni
nemoci, k vySetfeni pacientl, diagn6ze nebo k prevenci nemoci. MiiZe se jednat napt. o kozni
kryty (gaza, naplast). Naproti tomu 1éCivy pifipravek je latka nebo kombinace latek, ktera je
podavana lidem ¢i zvifatim za Gi€elem obnovy, Upravy ¢i ovlivnéni jejich fyziologickych funkci
prostiednictvim farmakologického, imunologického nebo metabolického ucinku. Do této
skupiny spadaji vSechna 1éciva. Dalsi specidlni kategorii jsou tzv. piipravky moderni terapie,
kam spadaji produkty tkanového inzenyrstvi. Jednd se o materialy, které obsahuji upravené
bunky nebo tkan¢ a slouzi k obnové, opravé nebo nahrazeni lidskych tkani. U mnoha produktt
tkanového inZenyrstvi je zafazeni do kategorie sporné a je nutnd konzultace se Statnim tstavem
pro kontrolu 1é&iv (SUKL). SUKL je podiizen Ministerstvu zdravotnictvi, fidi se ¢eskou
legislativou 1 mezinarodnimi dohodami.

Materialy vyvijené pro pouziti v mediciné musi spliiovat fadu ptisnych kriterii. Testovani
vychazi z normy CSN EN ISO 10993 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkii. Tato
norma obsahuje 20 ¢asti, které se zabyvaji napf. in vitro testovanim cytotoxicity materialt,
hodnocenim interakce s krvi, in vivo testovanim (lokalni G¢inky po implantaci, systémova
toxicita), stanovenim degradacnich produktli, métenim rezidui po sterilizaci ethylen oxidem,
chemickou, fyzikaln€¢ chemickou, mechanickou a morfologickou charakterizaci. Nékteré
poZadované vlastnosti jsou specifické pro konkrétni pouZiti, nékteré vlastnosti vSak musi byt
splnény bez vyjimky. Jedna se napi. o pouziti netoxickych materidlii. Materidly nesmi
negativné pusobit na okolni tkan¢ a buiky. Pti pouziti degradabilnich materiali musi byt
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produkty jejich rozpadu také bezpecné a z téla by mély odchazet pfirozenou cestou, nemélo by
dochazet k jejich akumulaci v tkanich / organech. Déle by materialy mély vyvolavat minimalni
odezvu imunitniho systému. Nemélo by dochazet k opouzdifeni materidlu kolagennimi vldkny.
Tkanovy nosi¢ by mél mit vhodné mechanické vlastnosti, idedlné odpovidajici nahrazované
tkani. M¢l by byt vyrobitelny v primyslovém métitku ve vhodnych rozmérech vhodnych pro
klinické pouziti. Dale by méla byt zvazena vhodné sterilizatni metoda a stanoveni doby
pouzitelnosti sterilniho produktu. V neposledni fadé¢ by mél byt vyvijeny material cenové
dostupny.

Materialy by meély byt tzv. biokompatibilni, coz je pojem, ktery byva casto nespravné
naduzivan. Definici terminu biokompatibilita se zabyva Buddy Ratner v publikaci The
Biocompatibility Manifesto: Biocompatibility for the Twenty-first Century. Poporvé byl termin
,biokompatibilni* pouzit v roce 1970, od té doby vzniklo mnoho definic. Jedna z nejCasté;ji
uvadénych definic tohoto terminu zni: ,,Schopnost materialu vykonavat vhodnou funkci na
daném misté v organismu bez vedlejSich negativnich ucinkl.* NeeXistuje vSak metodika, jak
tuto vhodnou funkci bez vedlejsich negativnich ucinkii objektivné hodnotit. U materialt
implantovanych do organismu ¢asto dochazi k tzv. reakci na cizi té€leso (FBR — foreign body
reaction) viz obr. 5. Po implantaci materidlu dochazi k adsorpci proteini na povrch
biomateridlu. Tato reakce nastavd velmi rychle (béhem nékolika minut). Navdzané proteiny
jsou rozpoznany krevnimi buiikami (neutrofily, makrofagy, krevni desticky). Po navazéani
krevnich bun¢k na adsorbované proteiny dochazi k uvolnéni chemickych latek, tzv. cytokint,
které ovliviuji dalsi bunééné typy. Jedna se nejCastéji o fibroblasty, které¢ se zacnou mnozit
Vv okoli biomaterialu a které za¢nou produkovat mezibunéénou hmotu ve formé kolagennich
vlaken. Kolagen tak zcela opouzdii implantovany biomaterial a ten je tak ,,odd€len” od
organismu. Material v§ak muze i takto opouzdieny po urcitou dobu plnit svoji funkei, proto i
tyto materidly byvaji oznaCovany za ,,biokompatibilni*. Tato situace vSak neni idedlni a po ¢ase
dochazi k selhdvani téchto materialti. V publikaci zminéné vySe doporucuje autor nazyvat tyto
materialy jako tzv. biotolerantni.

Koncept tkanového inzenyrstvi vSak usiluje o vyvoj materialti, které budou integrovany do
organismu a ne z ngj ,,vy¢clenény* kolagennim opouzdienim. Jen takové materialy by se mély
oznaCovat terminem biokompatibilni. Po implantaci do organismu vzdy dojde k imunitni
odezvé, ta by vSak méla byt minimalni a neméla by vést az k fibrotické reakci. Adsorbované
proteiny a na né¢ navazané bunky krevniho fecist€ by mély navodit ,.,hojici reakci®, ktera vede
k adhezi a proliferaci bun¢k z okoli, které prorostou tkanovy nosi¢, zaénou produkovat vlastni
mezibunécnou hmotu, zatimco degradabilni scaffold je postupné odbouran. Zaroven by mélo
dojit k novotvorbé krevnich cév, tzv. neoangiogenezi, aby mohla byt nove vznikajici tkan plné
vyzivovana. Takto by méla idedln¢ probihat regenerace poskozené tkané.
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How biomaterials heal now! Biomaterials that heal

ﬁ

Obr. 5: Reakce na cizi téleso — implantace biomateridalu do organismu.

Tkanové inzenyrstvi vétSinou vyuziva biodegradabilnich materidlli pravé proto, aby byla
umoznéna regenerace poskozené tkané s vyuzitim tkanového nosice. Scaffold by mél co nejlépe
simulovat ptivodni tkan svymi morfologickymi 1 mechanickymi vlastnostmi. VIdkenné
materialy napodobuji vldkennou slozku mezibunééné hmoty (kolagenni, elastinova vlakna),
nevlakenné materidly pak mohou simulovat amorfni slozku mezibunééné hmoty
(proteoglykany). Vhodné zvolenymi polymernimi materidly lze fidit mechanické vlastnosti
scaffoldu a jejich degradaci v organismu. DileZita je i porozita materialu, aby mohlo dochazet
ke spravné , komunikaci® mezi tkafiovym nosi¢em a bunikami. Péry musi byt dostate¢né veliké
(tddoveé desitky mikrometrl) a propojené (interkonektivita), aby buiiky mohly prortstat do
scaffoldu a vytvorit tak 3D funk¢ni strukturu. V pozdéjsim stadiu hojeni musi vzniknout i nové
cévni zasobeni (neoangiogeneze), aby byla tkan spravné vyzivovana.

Jako biomaterialy se nejcastéji pouzivaji 3 typy materiala — kovy, keramika a polymery. Kovy
a keramika jsou v soucasné dob¢ vyuzivany v klinické praxi jako umélé nahrady napt. kloubu,
zubt apod.

Kovy vynikaji svymi mechanickymi vlastnostmi. Nejcastéji se pouzivaji nerezova ocel, slitiny
kobaltu a chromu, titanové slitiny, zlato, platina. Vyuzivaji se zejména v ortopedii, zubnim
1€katstvi a v cévni a srde¢ni chirurgii (stenty, umélé srdecni chlopng¢).
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Keramické materidly jsou velmi tvrdé a kiehké. Jsou velmi stabilni. Pouzivaji se také
v ortopedii a v zubnim 1ékafstvi. Nejvice se pouzivaji oxidy hliniku, zirkonu a kalcium fosfat.

Polymerni materidly jsou nejvice pouzivanymi materidly pro konstrukci tkanovych nosici.
Polymernich materidlti vyvijenych pro biomedicinské aplikace je celd fada. V nasledujicich
kapitolach budou podrobnéji probrani nejvyznamnéjsi zastupci jednotlivych skupin. Polymery
se daji délit podle ne€kolika hledisek. Rozlisuji se polymerni materialy ptirodniho ptivodu a
synteticky vyrabéné. Ptirodni polymery zajistuji lep$i interakci s bufikami, na druhou stranu je
zde velka variabilita vlastnosti téchto materiala (tzv. batch to batch variability), coz komplikuje
jejich zpracovani. Syntetické materidly maji 1épe definované vlastnosti, nékteré vlastnosti 1ze
fidit jejich vyrobou, coz usnadiiuje nasledné zpracovani. Obvykle vSak nevytvaii vhodné
podminky pro bunécnou adhezi, proto byvaji ¢asto kombinovany s pfirodnimi materialy nebo
povrchoveé modifikovany pro zvyseni bunécné adheze.

Dale se mohou d¢lit podle rozlozitelnosti v organismu na degradabilni a nedegradabilni. Diive
se pouzivaly spiSe nedegradabilni materidly, ale v poslednich letech se tkaiové inZenyrstvi
zamétuje spiSe na degradabilni materidly, aby byla zajiSténa regenerace poSkozené tkane.
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2. Prirodni materialy pro vyrobu tkanovych nosic¢u

Jana Horakova, Markéta Klicova

Diuilezité pojmy: aminokyseliny, proteiny — primdrni, sekunddrni, terciarni, kvartérni
struktura, funkce proteinii, kolagen, Zelatina, elastin, prirodni hedvabi, polysacharidy —
struktura, funkce, celuloza a jeji derivaty, chitin, chitosan, alginat, glykosaminoglykany,
kyselina hyaluronova, polyhydroxyalkanodty, polyhydroxybutyrat

Pfirodni materidly pouzivané pro vyrobu tkanovych nosi¢t se déli podle své struktury na
proteiny a polysacharidy. V nasledujici kapitole budou uvedeny zakladni informace o struktute
a zastupcich pfirodnich polymernich materiala. Ptirodni materidly vykazuji lepsi adhezivitu pro
buiiky. Nevyhodou je jejich variabilita, ktera se lisi podle zdroje pfirodniho materialu diky
biologické variabilité tkani, ze kterych jsou extrahovany. Piirodni polymery degraduji
enzymaticky, proto degradabilita v lidském organismu zavisi na ptitomnosti danych enzymd.
Mezi ptfirodnimi materidly se vyskytuji degradabilni polymery jako napi. kolagen (diky
ptitomnosti kolagenaz v lidském téle) i nedegradabilni polymery jako napft. celuloza (diky
absenci celulaz v lidském organismu).

2.1. Proteiny

Bilkoviny neboli proteiny jsou makromolekularni latky slozené z aminokyselin (AMK).
Aminokyseliny jsou organické kyseliny obsahujici aminovou (-NHz) a karboxylovou (-COOH)
skupinu (viz obr. 6). V zivych organismech rozliSujeme 20 druhd aminokyselin, které se 1isi
uhlovodikovym zbytkem (-R). Biogenni aminokyseliny patii mezi tzv. a-L-aminokyseliny.
Aminoskupina je vazana na tzv. a-uhlik (2. atom uhliku fetézce karboxylové kyseliny). Dale je
na a-uhliku navdzan atom vodiku a postranni fetézec, jedna se tedy o chiralni uhlik se ctyfmi
riznymi substituenty. Diky tomu jsou aminokyseliny opticky aktivni, v lidském téle se
vyskytuji pouze L-formy. Reaktivni skupiny aminokyselin se v pfirozeném prostiedi lidského
téla (pH 7,4) vyskytuji v disociované formé& (COO", NHz"). Né&které aminokyseliny si télo umi
samo syntetizovat, oznaduji se jako neesencialni. Cast aminokyselin v§ak musi byt organismu
dodavana potravou, jedna se o tzv. esencidlni aminokyseliny. Jednotlivé aminokyseliny jsou
v molekuldch proteini spojeny peptidovou vazbou, ktera vznikd mezi karboxylem jedné
aminokyseliny a aminoskupinou druhé aminokyseliny za odstépeni molekuly vody (viz obr. 6).
Bilkoviny jsou tvofeny fetézcem aminokyselin spojenych kovalentni peptidovou vazbou.
Uhlovodikové zbytky pak tvoii postranni fetézec, ktery urcuje vyssi strukturu proteini, kde se
uplatiiuji 1 dali interakce jako napf. vodikové mustky, iontové vazby, van der Waalsovy sily.
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Obr. 6: Struktura aminokyseliny a vznik peptidové vazby.

Podle poc¢tu aminokyselin v polypeptidovém fetézci se rozlisuji oligopeptidy obsahujici 2-10
AMK, polypeptidy slozené¢ z 11-100 AMK a proteiny obsahujici vice nez 100 AMK. Potadi
aminonokyselin v fetézci uréuje primarni strukturu proteinu. Z 20ti aminokyselin muze
vzniknout obrovské mnozstvi bilkovin (u polypeptidového fetézce o 100 AMK je mozné ziskat
20'% kombinaci). Potadi AMK a charakter jejich postrannich fetézci podmifiuje chemické
vlastnosti proteinu. Molekuly bilkovin vSak musi byt jest¢ dale uspofadany, aby mohly plnit
své funkce. Sekunddarni struktura popisuje usporadani né¢kolika AMK v fetézci. Rozlisuji se 2
zakladni konformace: a-helix a B-skladany list, které jsou stabilizované vodikovymi mustky
mezi skupinami N-H a C=0. V jednom proteinu se obvykle vyskytuji obé konformace
v urcitych usecich. Struktura a-helixu vytvaii pravidelnou Sroubovici, kde se polypeptidovy
fetézec oviji kolem sebe sama a tvoii duty vélec, postranni fetézce AMK sméiuji vné. Vyskyt
a-Sroubovice je Casty v proteinech bunénych membran. [-sklddany list je tvofen
antiparalelnimi fetézci, které jsou spojeny pomoci vodikovych mistkd, postranni fetézce AMK
smefuji nad a pod rovinu B-sklddaného listu. Tercidrni struktura popisuje trojrozmérné chovani
celého polypeptidového fetézce. Rozliduji se globularni proteiny (napi. albumin® & enzymy)
vyznacujici se kompaktnim kulovitym tvarem a fibrilarni proteiny (napf. intermediarni
filamenta, kolagen, elastin). Tyto struktury mohou byt stabilizovany disulfidovymi mustky,
které se tvotfi mezi AMK obsahujicimi siru ve svém postrannim fetézci (Cystein). Kvartérni
struktura charakterizuje usporadani podjednotek slozitych proteint (napi. fibrily kolagenu,
podjednotky hemoglobinu).

! Albumin — nejvice zastoupena bilkovina v krevnim séru, dale se vyskytuje vV tkalovém a mozkomi§nim
moku. Zajist'uje transport latek, podili se na udrzeni stalého vnitiniho prostfedi (homeostaza).
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Proteiny plni v organismu mnoho esencialnich funkci. Nékteré proteiny maji stavebni funkci,
k nim patii napf. bilkoviny mezibunééné hmoty (kolagen, elastin) a cytoskeletu (keratin -
intermediarni filamenta). Déale mohou proteiny zajiStovat transport a skladovani latek
(hemoglobin, transferin, albumin), pohybovou funkci (aktin, myosin) a ochranné funkce
(protilatky). Dulezitd je také enzymatickd a regulacni funkce bilkovin, ktera fidi bunécné
pochody.

V tkdnovém inzenyrstvi nachazi uplatnéni zejména nékteré vybrané proteiny, které budou
podrobnéji probrany v nésledujicich odstavcich. Zejména se jednd o piirozené slozky
mezibunécné hmoty jako je kolagen a elastin.

2.1.1. Kolagen

Kolagen je nejhojnéji zastoupeny protein v zivociSnych organismech, tvoii asi 25-35 %
celkového proteinu v téle. Vyskytuje se v pojivovych tkanich, kde zajistuje jejich pevnost. Ta
je dana jeho uspotfadanou strukturou, ktera je zobrazena na obr. 7A. Polypeptidovy fetézec
kolagenu je sloZen nej€astéji z aminokyselin glycinu, prolinu a hydroxylovanych aminokyselin
hydroxyprolinu a hydroxylysinu. Polypeptidovy fetézec vykazuje pravidelnou strukturu — na
kazd¢ tfeti pozici se vyskytuje aminokyselina glycin. Diky této pravidelné struktute dochézi ke
vzniku trojSroubovice o priméru cca 1,5 nm, kde jsou 3 polypeptidové fetézce kolagenu
obtoceny kolem sebe. Tyto trojSoubovice jsou dale uspotadany do tzv. kolagenovych fibril o
priméru cca 10-300 nm, dosahuji délky n¢kolika mikrometrii. Kolagenové fibrily se organizuji
do silnych kolagenovych vldken o priméru 0,5-3 pum. Kolagen je produkovan bunikami
pojivové tkané (fibroblasty, osteoblasty, chondroblasty). Bunky produkuji prekurzor kolagenu,
tzv. prokolagen. Organizované uspotfadani kolagenovych vldken se uskutectiuje vné bunék.
Existuje nékolik typl kolagenu (bylo popsdno cca 27 typa) vyskytujici se v riznych tkénich,
jsou oznacovany velkymi fimskymi ¢islicemi (I-XXVII).

COLLAGEN STRUCTURE

AMINO ACIDS

~ Cross-| g
cross-link ~single elastin molecule

-
s “Fisens « }gﬁt&g -
S A%

elastic fibre

Obr. 7: Uspordadani fibrilarnich proteinii kolagenu (A), elastinu (B).

Kolagen ve vlhkém prostfedi pfirozené¢ vaze vodu, coZ vede ke zméné jeho vlastnosti.
V organismu proto dochazi k botnani, kdy kolagen muize n¢kolikanasobné zvétsit sviij objem.
Kolagen je odbouravan enzymaticky ptsobenim specifickych enzymu kolagenaz.
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Zahtivanim kolagenu ve vodném roztoku vznika Zelatina, kterd také miize byt vyuzita pro
konstrukei tkanovych nosi¢t. Zelatina miize byt pouZita jako vychozi material, ma mensi
molekulovou hmotnost nez kolagen. Jeji sloZzeni se mtze velmi lisit v zavislosti na zdroji ¢i
stupni hydrolyzy. B&hem zpracovani kolagenu rtznymi technologiemi miZze dochazet
k hydrolyze, proto vysledné scaffoldy mohou byt tvofeny spiSe zelatinou neZ samotnym
kolagenem. Kolagen ve vodném roztoku podléha progresivni hydrolytické degradaci, kdy
dochazi ke §tépeni pricnych kovalentnich vazeb 1 peptidovych vazeb v polypeptidovém fetézci.
Rychlost této degradace zavisi na okolnich podminkéach, jako jsou teplota, pH.

Kolagen se pro tkanové nosi¢e zpracovava nejcastéji technologii lyofilizace. Je mozné ho i
elektrostaticky zvlaknit, obvykle ve smési s jinym polymerem. Pro stabilizaci scaffoldu je pak
nutné zesitovani kolagenu pomoci chemickych nebo fyzikalnich metod.

2.1.2. Elastin

Elastin patii mezi dalsi pfirozené se vyskytujici proteiny mezibunééné hmoty, proto byva velmi
Casto vyuzivan pro konstrukci tkanovych nosic¢i. Uplatiiuje se zejména v aplikacich, které
vyzaduji elastick¢é chovéni materidlu jako naptf. pro ndhradu krevnich cév, plic ¢i klze.
V lidském téle je elastin syntetizovan ve formé rozpustného prekurzoru tropoelastinu uréitymi
typy bunék (hladkosvalové bunky, endotelové bunky, fibroblasty, chondrocyty).
Polypeptidovy fetézec elastinu obsahuje asi 75% aminokyselin s hydrofobnim postrannim
fetézcem (glycin, valin, alanin). Elastin je ve vod¢ nerozpustny diky ¢etnym crosslinkiim mezi
fetézci, jeho struktura je znazornéna na obr. 7B. Elastinova vldkna jsou také velmi stabilni.

Pro tkanové inzenyrstvi mize byt pouzit elastin v nékolika formach. Ptirozeny elastin mtze byt
ziskan napt. procesem decelularizace tkani bohatych na elastin, kdy dojde k odstranéni
bunécnych komponent a rezidudlni mezibunéénd hmota mtize slouzit jako scaffold. Dale mtze
byt pouzit Cisty izolovany elastin, problém vSak byva sjeho dostupnosti diky jeho
nerozpustnosti. Proto se Castéji voli pouziti ¢astecné hydrolyzovaného rozpustného elastinu.
Mimo pfirozené zdroje elastinu je dnes moZné pouZit i elastin synteticky produkovany
rekombinant&? bakteriemi (nejéast&ji Escherichia coli) nebo vyrobeny chemickou syntézou.
Takto uméle mohou byt pfipraveny rizné formy elastinu jako napf. rozpustny tropoelastin ¢i
»elastinu podobné polypeptidy* (elastin like polypeptides).

Elastin je mozZzné elektrostaticky zvladknit, jako rozpoustédla se pouzivaji fluorovana
rozpoustédla typu trifluoroethanol (TFE) ¢i hexafluoroisopropanol (HFIP). Nejvétsi uplatnéni
ma elastin v cévnim tkanovém inZenyrstvi, kde se kombinuje s jinymi polymery (syntetickymi
1 pfirodnimi) pro dosaZeni idealnich vlastnosti cévnich nahrad.

2.1.3. Piirodni hedvabi

Ptirodni hedvabi (silk fibroin) je produktem vyméSovacich Z1az housenky bource morusového
(Bombyx mori). Kukla bource morusového se sklada z dlouhych vlaken fibroinu (tvofi asi

2 Rekombinantni protein — do genomu producenta (bakterie) je uméle za€lenén gen produkujici
pozadovanou bilkovinu (elastin)
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75%), kterd jsou spojena sericinem (25%). Amorfni sericin je béhem zpracovani kokonu
odstranén, pro scaffoldy se vyuziva jen semikrystalicky fibroin. Vlakna ptirodniho hedvabi jsou
tvofena prevazné aminokyselinami glycin, alanin a serin. Tyto sekvence aminokyselin jsou
usporadany v B-skladany list. Ma vyborné mechanické vlastnosti (vysoka pevnost, elasticita),
je biodegradabilni. V tkanovém inzenyrstvi nachazi Siroké uplatnéni v mnoha aplikacich jako
napt. kozni kryty, cévni a kostni tkanové inzenyrstvi. Muze byt zpracovavan do podoby
(nano)vléken, folii, 3D poréznich materialt ¢i hydrogeld.

2.2. Polysacharidy

Polysacharidy jsou dalsi velmi vyuzivanou skupinou ptirodnich polymert pro konstrukci
scaffoldi. Makromolekuly polysacharidi jsou sloZené z jednotek monosacharidi spojenych
glykosidovou vazbou. Monosacharidy jsou po chemické strance polyhydroxyderivaty
karbonylovych sloucenin (aldehydt a ketont). Podle funkcéni skupiny se déli na aldozy a
ketdzy. Podle poctu uhliku v fetézci je mozné monosacharidy rozdé€lit na tridzy, tetrozy,
pentdzy a hexozy, pticemz v polysacharidech vyuzivanych tkanovym inzenyrstvim se uplatiiuji
predevsim Sestiuhlikaté cukerné jednotky. V roztocich se monosacharidy vyskytuji v cyklické
formé. Nejvyznamnéj$im monosacharidem je glukéza (Glc), ktera slouzi v bunkach jako zdroj
energie. Glukoza patii mezi aldohexdzy. Mezi dalSi vyznamné monosacharidy patii fruktoza
(Fru, ketohexoza), galaktéza (Gal, aldohexodza), riboéza (aldopentdza). Dv€é molekuly
monosacharidii se mohou spojovat kondenzacni reakci v molekulu disacharidu za odstépeni
molekuly vody. Mezi disacharidy se fadi napt. sachardza (Glc+Frc), laktoza (Gle+Gal), maltdza
(Glc+Glc). Monosacharidové jednotky se stejnym zpisobem mohou spojovat i v dlouhé
makromolekularni fetézce nazyvané polysacharidy. Diky ptfitomnosti hydroxylovych skupin
mohou byt polysacharidy linedrni neb vétvené.

Sacharidy zastavaji v organismu né¢kolik dulezitych funkci. Monosacharidy slouzi jako
energetickd zasoba pro bunky (Glc, Fru), jsou sloZzkou nukleovych kyselin (riboza,
deoxyriboza). Polysacharidy maji funkci zdsobni (glykogen u zivocichii, Skrob u rostlin) a
stavebni (chitin, celul6za). V nasledujicich odstavcich budou podrobnéji popsany
polysacharidy vyuzivané v tkanovém inzenyrstvi, mezi které patii celuloza, chitin, chitosan,
alginat, kyselina hyaluronova.

2.2.1. Celuloza

Celuléza je polysacharid tvofeny jednotkami glukézy (cca 500 jednotek) spojenymi
glykosidovou vazbou, jeji struktura je znazornéna na obr. 8A. Makromolekuly tvofi dlouhé,
nerozvétvené fetézce, které nejsou rozpustné ve vode. Celuldza je hlavni stavebni latka
bunéénych stén rostlin, predstavuje nejrozsifencjsi biopolymer na Zemi. Pro zivocichy je
nestravitelna, jelikoz v organismech Zivocichi chybi enzymy (celuldzy) pro Stépeni p-1,4
glykosidové vazby. Pro tkanové inzenyrstvi se vyuzivaji spiSe derivaty celulozy (acetat
celulozy, oxidovand celuldza). Diky pfitomnosti ¢etnych hydroxylovych skupin je modifikace
celuldzy velmi snadnd a Casto vyuzivana.
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Obr. 8: Chemicka struktura celulézy (A), chitinu (B).

V poslednich letech se velmi rozviji vyuziti nanocelul6zy, kterd se mlize vyskytovat ve formé
nanofibril ¢i nanokrystal. Miize byt produkovana rliznymi typy bakterii nebo izolovana
z rostlin. VSechny typy nanoceluldzy jsou vyuzivany pro konstrukci tkanovych nosici a drug
delivery systémy. Je mozné je zpracovat fadou technologii vcetné -elektrostatického
zvlaknovani.

2.2.2. Chitin

Chitin je dal$i zastupce polysacharidi, ktery se hojné vyuziva v tkdniovém inzenyrstvi. Jedna
se o druhy nejrozsifenéjsi polysacharid po celuléze. Chitin tvoifi zékladni stavebni slozku
kutikuly ¢lenovcii (krabt, rakti, hmyzu), ze kterych se také ziskava. Déle se nachazi v bunécné
stétn¢ hub. Makromolekula chitinu je slozena zmonomernich jednotek N-acetyl-D-
glukosaminu, které jsou spojeny B-1,4 glykosidovou vazbou. Chemicky ma chitin podobné
slozeni jako celuldza, misto hydroxylové skupiny na C2 uhliku se vyskytuje acetamidova
funkéni skupina (viz obr. §B).

Chitin patii mezi biodegradabilni polysacharidy, mize byt zpracovan nejriznéjSimi
technologiemi do riznych struktur. Je mozné ho i elektrostaticky zvlaknit. Je rozpustny pouze
vV omezeném mnoZstvi rozpoustédel jako napf. silné kyseliny, fluorovana rozpoustédla (HFIP)
nebo dimethylacetamid., coZ limituje jeho zpracovani. Scaffoldy na bazi chitinu nachazi
uplatnéni v mnoha aplikacich tkanového inZenyrstvi.

2.2.3. Chitosan

Chitosan je deacetylovany derivat chitinu, ktery je vyuzivan v tkafiovém inzenyrstvi ¢astéji nez
chitin. Je slozen z jednotek glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu. Ziskava se ¢astec¢nou
deacetylaci chitinu, stupen deacetylace (DD — degree of deacetylation) je dllezitym parametrem
tohoto polymeru, ktery ovlivituje jeho vlastnosti. Jako chitosan se oznacuje molekula, kterd mé
stupent deacetylace alespont 60%. Pfitomné aminoskupiny v polymernim fetézci se mohou
vyskytovat v protonizované formé& (NHz"), coZ zajistuje jeho lepsi rozpustnost v porovnani
S chitinem. Chitosan je rozpustny ve ziedénych kyselinadch (pH<6). Vykazuje antimikrobialni
a hemostatické vlastnosti, je biodegradabilni. Je moZzné ho zpracovat mnoha technologiemi
véetné elektrostatického zvlaknovani. Diky protonizaci molekuly je elektrostatické zvlaknovani
samotného chitosanu pon&kud obtizné. Casto se tedy vyuziva zvlakiiovani derivatil chitosanu
nebo piidavek dalSich, 1épe zvlaknitelnych polymerii (PEO, PVA).
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2.2.4. Alginat

Alginat patii také mezi polysacharidy hojné vyuzivané v tkanovém inzenyrstvi. Ziskava se
nejcastéji z hnédych motskych fas, mohou ho produkovat i ur€ité typy bakterii. Molekuly
alginatu se skladaji ze dvou zakladnich slozek B-1,4-D-manuronétu (M) a a-L-guluronatu (G).
Alginat je slozen z blokt téchto zakladnich slozek (MMMMMM a GGGGGQ) a z ¢asti, kde se
vyskytuje alternativni usporaddni manuronatu a guluronatu (MGMGMG). Zastoupeni téchto 2
slozek 1 jejich uspotadani se lisi podle zdroje alginatu. Alginat je vodorozpustny polymer, ktery
se Casto zpracovava do podoby hydrogelt pro tkanové nosi¢e. D4 se zpracovat i dalSimi
technologiemi do podoby mikroc¢astic pro drug delivery systémy, poréznich materialti apod.
Elektrostatické zvldknovani alginatu je komplikované diky jeho struktuie — tvoti gely pfi nizké
koncentraci, roztoky maji vysokou vodivost. Vyuziva se proto ,,nosnych* dobie zvlaknitelnych
polymert jako napt. PVA, PEO nebo derivaty alginatu.

2.2.5. Glykosaminoglykany

Glykosaminoglykany (GAG) jsou soucasti mezibunécné hmoty, proto se tyto materialy také
pouzivaji v oboru tkanového inzenyrstvi. Jsou slozené z opakujicich se disacharidovych
jednotek. Retézce glykosaminoglykand jsou navazany na proteinovou kostru (osovy protein).
Jsou degradovany bunikami pojivové tkdné pomoci lysosomdlnich enzyml. Mezi zastupce
glykosaminoglykant patii kyselina hyaluronova, kterd bude rozebrana podrobnéji
V nasledujicim odstavci. Ddle do této skupiny patii chondroitin sulfat vyskytujici se
Vv chrupavdéité tkani, keratan sulfat vyskytujici se v rohovce, v kostni tkani, dermatan sulfdt
nachazejici se pfevazne v pokozce, dale i v krevnich cévach, srde¢nich chlopnich, ve Slachach,
Vv plicich, heparan sulfat nachazejici se ve vétsin€ tkéni, kde ma vliv na bunééné interakce a
ovliviiuje celou fadu bunéénych procesu (srazeni krve, angiogeneze), heparin, ktery ma
vyznamné antikoagulacni ucinky. Je produkovan tzv. zirnymi buitkami, které se vyskytuji hojné
Vv jatrech, v plicich a ve stievé.

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je viskoelasticky® biopolymer s velkou molekulovou hmotnosti,
kterdi miize dosidhnout az 4x10° Da®. Tento pfirodni glykosaminglykan se nachazi
v organismech vSech obratlovcl véetné ¢loveéka. Kyselina hyaluronova je tvofena linearnim
fetézcem opakujiciho se disacharidu, jehoz struktura je znazornéna na obr. 9. Disacharidickou
jednotku ptedstavuji dva monosacharidy N-acetylglukosamin a kyselina D-glukuronova, které
jsou spojeny B-1,3 glykosidickou vazbou. Opakujici se disacharidické jednotky jsou pak
spojeny B-1,4 glykosidickou vazbou.

3 Kombinujici vlastnosti elastickych materialt (elastické = pruzné, po odstranéni deformacni sily se
material vrati do ptivodniho stavu, ,,pamatuje® si své uspotfadani) a viskoznich (chovani pfi namahani je
Casove zavislé, po odstranéni se nevrati do puvodni stavu). Viskoelastické jsou kombinaci — ¢asové
zavislé chovani, ¢astecné obnoveni ptivodniho stavu apod.

% Da zna¢i jednotku Dalton, ktera je ¢asto vyuzivana v biochemii pro vyjadieni molekulové hmotnosti.

Plati, ze 1 Da = 1 g/mol.
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Obr. 9: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové.

Kyselina hyaluronova se v lidském téle nachazi hlavné v kazi, v synovialnich tekutinach, o¢nim
sklivei, ale je pritomnda ve vSech tkanich jako soucast mezibunééné hmoty. V lidském téle je
HA syntetizovana na bunééné membrané pomoci integralnich membranovych proteind, tvz.
hyaluronan syntaz. Hyaluronan syntaza v lidském téle existuje ve tiech formach (HAS1, HAS2,
a HAS3). Kyselinu hyaluronovou lze ziskat pomoci biofermentac¢nich procest za vyuziti
bakterii Streptococcus ¢i extrakci ze zvifecich tkani. Existuje 1 nova technologie, ktera stoji na
katalyze polymerizace disacharidickych monomerti pomoci izolované hyaluronan syntazy.
Tato nova technologie by dokdzala odstranit problémy, které piindsi pouzivané HA
bakterialniho ¢i Zivocisného puvodu, a to sice napiiklad kontaminaci viry, proteiny a v ptipadé
bakterii endotoxiny. V ptipadé HA ziskavané z zivosSi¢nych tkani je komplikaci i degradace
HA, coz je dusledek pfitomnosti enzymt hyaluronidazy (B-D-glukuronidazy a B-N-acetyl-
hexosaminidazy).

Kyselina hyaluronova se vyskytuje v lidském téle, je tedy pfirozené biokompatibilni, ma
schopnost tvofit hydrogely a je biodegradabilni, tudiz se nabizi jeji Siroké vyuziti ve
zdravotnictvi, dermatologii, farmacii a tkdfilovém inZenyrstvi.

Dermatologie vyuziva ptfedev§im schopnost HA hydratovat kazi, redukovat tvorbu jizev a
fungovat jako vyplin. PouZiva se i pro drobné augumentace, kde ale degradace HA in vivo
zkracuje vydrz vyplné, nejednd se teda o trvaly implantat, spiSe o doCasné pouziti. Dalsi aplikaci
HA je viskosuplementace pro synovialni tekutiny. HA by zde mohla slouzit jako kloubni
lubrikant. Studie ovSem ukazaly, Ze HA velmi rychle degraduje a 1écba tak mé velmi maly
efekt. Nicméné 1 nadale 1ze HA v ortopedickych aplikacich pouzivat, jelikoZ byly zjiStény
protizanétlivé a analgetické ti¢inky HA, ¢imZ zmirfiuje bolestivé ucinky artrozy. Jelikoz se HA
nachézi i v o¢nim sklivci, nalezne tak uplatnéni v o¢ni chirurgii a oftalmologii. Dalsi pomérné
novou a podstatnou aplikaci HA je tkanové inzenyrstvi, zde se kyselina hyaluronova uplatni
jako scaffold v podobé¢ hydrogeli ¢i nanovlaken a to ¢asto ve smési s jinymi biokompatibilnimi
polymery.

Co se tyka nezadoucich reakci na aplikaci HA in vivo, nalezneme pouze minimalni vyskyt
nezadoucich ucinki, kde se jedna predev§im o mistni reakce jako otok, zarudnuti ¢i zvySena
citlivost. Nejedna se o trvalé ti¢inky a obvykle rychle odezni.
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2.2.6. Polyhydroxyalkanodty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou skupinou pfirodnich polyestert produkovanych
bakteridlnimi kmeny. Patii mezi pfirodni polymery, svymi vlastnostmi se velmi podobaji
syntetickym biodegradabilnim polyesterim. Bakterialni kmeny produkuji PHA jako zasobni
polymery. K tvorbé PHA dochazi pfi dostateéném zdroji uhliku a soucasném nedostatku
esencidlnich zivin. PHA jsou tvofeny mnoha typy monomerti, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou
polyhydroxybutyrat (PHB) a polyhydroxyvalerat (PHV) a jejich kopolymery. Jejich chemicka
struktura je znazornéna na obr. 10. PHA jsou biodegradabilni a biokompatibilni. Jejich
materidlové vlastnosti se daji fidit pomérem jednotlivych komponent finalniho polymeru. Jsou
to termoplastické polymery, které se daji dobfe zpracovavat. Jsou nerozpustné ve vod¢, naopak
se rozpousti napi. v chloroformu, dichlormethanu. Jejich teplota tani je 175°C, teplota skelného
ptechodu 2°C. Jsou vyvijeny pro mnohé aplikace jako napt. Sici materidly, kozni kryty, stenty,
nahrady chrupavcité tkané, nervové tkané atd. Nevyhodou téchto materiald je vysoka variabilita
vzniklého produktu. Lze je zpracovat nejriznéjSimi technologiemi ptipravy tkdnovych nosicii
vcetné elektrostatického zvldknovani.

CH, o)
|

O——HC——CH,C

| Jdn CH3 lﬁ CH,CH3 lﬁ

PH3B | |
O——HC——CH,C—— O——CH—CH,C——

CHQCHg O = -1n
PHBV

O——HC——CH,C
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Obr. 10: Chemickd struktura poly-3-hydroxybutyratu a polyhydroxyvalerdtu a jejich
kopolymeru
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3. Syntetické materialy pro vyrobu tkanovych nosicu
Jana Horakova

Duilezité pojmy: polyglykolid, polylaktid, polykaprolakton, polydioxanon,
polyvinylidendifluorid, polytetrafluorethylen, polyvinylalkohol, polyethylenoxid,
polyvinylpyrrolidon, polypyrrol, polyanilin

Syntetické polymerni materidly pifedstavuji druhou vyznamnou skupinu materidli hojné
vyuzivanou pro konstrukei tkanovych nosic¢l. Jejich vyhodou jsou 1épe definované vlastnosti
nez u piirodnich polymert, které se daji fidit behem samotné syntézy. Syntetické materialy
mohou byt degradabilni 1 nedegradabilni. V nasledujici kapitole jsou popsany zastupci
syntetickych polymerii pouzivanych pro vyrobu tkanovych nosict, které jsou rozdéleny do
nasledujicich podkapitol: Biodegradabilni polyestery (1), fluorované polymery (2),
vodorozpustné polymery (3), vodivé polymery (4).

3.1. Biodegradabilni polyestery

Mezi vyznamné zastupce syntetickych biodegradabilnich polymeri hojné vyuzivanych v oboru
tkanového inzenyrstvi patii polyglykolid (PGA), polylaktid (PLA), polykaprolakton (PCL) a
polydioxanon (PDX). Z pohledu chemické struktury se jedna o polyestery, které degraduji
vV organismu hydrolyzou esterovych vazeb. Jednotlivé polymery se 1iSi dobou degradace
v zavislosti na délce uhlovodikového fetézce, hydrofobicité, molekulové hmotnosti, morfologii
a porozit¢ tkanového nosice a dalSich vlastnosti. Po implantaci do organismu ztraci
biodegradabilni polyestery své mechanické vlastnosti, k jejich uplnému vstifebani dochazi
v fadu tydntl az mésicti. Produkty jejich rozpadu jsou pro télo ptirozené latky, které umi
metabolizovat a vylou¢it. Degradaéni produkty jsou kyselého charakteru, proto pti zvySené
degradaci mize dochazet k mistnimu okyselovani a vyvolani zanétlivych reakci. Degradace
polyestert probiha ve dvou fazich. Nejprve dochazi k difuzi vody do amorfnich ¢asti polymeru,
kde probiha hydrolytické $tépeni esterovych vazeb. V druhé fazi pak degraduji krystalické ¢asti
polymeru. Degradace probiha tedy hydrolyticky, mize vSak byt urychlena pritomnosti enzymu
(esterdza, proteinaza K, lipdza). Akumulované kyselé¢ degradac¢ni produkty rozpadu takeé
degradaci urychluji. Casto byvaji jednotlivé polyestery kombinovany ve formé kopolymert ¢i
smési (blendll) za ucelem vytvoreni idealnich mechanickych a degradacnich vlastnosti pro
jednotlivé aplikace. Tyto materialy byly schvaleny pro pouziti v medicin€ a jsou jiz dostupné
na trhu, nejcastéji ve formé chirurgickych Sicich niti. Biodegradabilni polyestery se vyrabi
polymeraci za otevieni kruhu. Jejich nevyhodou jsou hydrofobni vlastnosti, ¢asto jsou proto
tyto materialy dale povrchové upravovany.
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3.1.1. Polyglykolid

Polyglykolid neboli polyglykolova kyselina (PGA) je nejjednodussi linearni alifaticky®
termoplasticky® polyester. Jeho struktura je zobrazena na obr. 11A. Jedna se o semikrystalicky
polymer (45-55% krystalinity), ktery je Spatné rozpustny v organickych rozpoustédlech, coz
znacné limituje jeho zpracovani do podoby tkanovych nosici. PGA lze rozpustit napiiklad
v hexafluoroisopropanolu (HFIP). Teplota skelného pifechodu PGA se pohybuje okolo teploty
lidského téla (35-40°C), teplota tani je pomérné vysoka (225-230°C). Diky Spatné rozpustnosti
PGA je mozné pro zpracovani polymeru pouzit technologie extruze, vsttikovani ¢i lisovani,
nicmén¢ je dulezité hlidat podminky vyroby diky vysoké citlivosti PGA na hydrolytickou
degradaci. Déle je PGA zpracovavana technologiemi odpateni rozpoustédla (solvent casting) a
vymyvani Castic (particle leaching). PGA degraduje v organismu obvykle béhem 6ti-12ti
mésict. Diky rychlé degradaci mize dochazet k akumulaci kyselych produkti rozpadu a ke
vzniku zanétu, proto pouziti samotného PGA pro vyrobu tkanovych nosi¢ii nebyva tolik Casté.
PGA je k dostani v klinické praxi ve formé¢ vstiebatelnych chirurgickych niti.
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Obr. 11: Struktura polyglykolidu (A), polylaktidu (B).

3.1.2. Polylaktid

Polylaktid (PLA) je dalsi zastupce alifatickych linearnich polyesteri, obsahuje o jednu
methylovou skupinu vice nez PGA, diky ¢emuz je hydrofobnéjsi a m4 delsi dobu degradace.
Jeho struktura je zobrazena na obr. 11B. Jedna se o termoplasticky polymer s podilem
krystalické faze okolo 37%. Teplota skelného prechodu PLA je 60-65°C, teplota tani 130-180
°C. Je rozpustny v beéznych organickych rozpoustédlech jako napf. chloroform ¢i
dichlormethan. Diky lepS§i rozpustnosti se nabizi $ir§i moznosti zpracovani. Lze pouzit
nejruznéjsi technologie zvldkiovani, PLA je také mozné zpracovavat 3D tiskem. Doba
degradace v organismu se pohybuje okolo 12-36 mésict v zavislosti na jeho izomerii’. PLA je
chiralni molekula, ktera se mize vyskytovat ve 3 izoformach: poly-L-laktid (PLLA), poly-D-
laktid (PDLA) a poly-DL-laktid (PDLLA). V tkanovém inzenyrstvi se nejvice vyuziva L-
forma, jelikoz je pfednostné metabolizovdna v lidském téle. Jednotlivé izomery se liSi svymi
vlastnostmi a dobou degradace. Zatimco izotakticky® PLLA a PDLA jsou semikrystalické

% alifaticky

® termoplasticky — od ur¢ité vyssi teploty ma plasticky (tvarny) charakter, po ochlazeni je pevny. Tyto
zmény mohou nastavat opakované

" izomerie — vz4jemny vztah sloudenin, které maji stejny sumérni vzorec (obsahuji stejné atomy ve
stejném poctu), ale lisi se usporadanim atomt v molekule

8 jzotakticky — polymer se stereochemicky pravidelnou strukturou linedrniho fetézce
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polymery s dobou degradace s pomale;jsi dobou degradace (24-36 mésicti), atakticky® PDLLA
je amorfni polymer s rychlejsi degradaci (12-16 mésicti). Produktem degradace je kyselina
mlécna (laktat), coz je pro télo ptirozeny metabolit. V klinické praxi je PLA pouzivan ve formé
fixa¢nich materialti v ortopedii.

3.1.3. Kopolymer polylaktidu a polyglykolid

Velmi Casto jsou vyuzivany kopolymery vysSe zminénych polymernich materiald (PLGA)
S riznym zastoupenim jednotlivych slozek. Tyto materidly se vyuzivaji v klinické praxi ve
form¢ vstiebatelnych chirurgickych Sicich niti (Vicryl, Ethicon Inc). Pomérnym zastoupenim
jednotlivych polymertt lze dosédhnout pozadovanych materidlovych vlastnosti, zejména
mechanickych vlastnosti a doby degradace. Zajimavosti je, ze nejrychlejsi dobu degradace ma
kopolymer tvoieny 50% PGA a 50% PLA, ostatni poméry zastoupeni PGA: PLA maji delsi
dobu degradace (viz obr. 12). Obecné maji kopolymery PLGA kratS$i dobu degradace nez
samotné homopolymery.
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Obr. 12: Zavislost rychlosti degradace PGLA na slozeni kopolymeru.

Prevzato z: https.//specificpolymers.com/wp-content/uploads/2020/12/plga.png
3.1.4. Polykaprolakton

Polykaprolakton (poly-g-kaprolakton, PCL) patii mezi nejvice vyuzivany polymer v oboru
tkanového inZenyrstvi ze skupiny biodegradabilnich polyesterti. Jeho struktura je znazornéna
na obr. 13A. Jedna se o alifaticky semikrystalicky (50-60% krystalinity) termoplasticky
polymer snejdelsi dobou degradace ze zminénych polyesteri (vice nez 36 mésict).
V organismu dochazi k hydrolyze esterovych vazeb polykaprolaktonu. Proces degradace mize

% zotakticky — polymer se stereochemicky pravidelnou strukturou linearniho fetézce
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probihat bud’ od povrchu (surface erosion) nebo v celém objemu polymerniho nosice (bulk
degradation) v zavislosti na rychlosti difuze vody. Povrchova degradace nastava, pokud
dochazi ke $tépeni polymerniho fetézce na povrchu za vzniku oligomerti a monomert. Pokud
dojde k difuze vody do celého objemu nosice, nastava celkova degradace. Polymerni nosi¢ pak
degraduje v celém svém objemu, dochazi k nahodnému §tépeni fetézcl za vzniku polymernich
fetézcl s nizs§i molekulovou hmotnosti. Konecné produkty rozpadu polykaprolaktonu mohou
akcelerovat tuto celkovou degradaci. PCL je v organismu tedy rozloZzen pomoci hydrolyzy za
vzniku krystalického polymeru s nizs$i molekulovou hmotnosti (< 3,000 g/mol). Tento produkt
muze byt dale rozlozen intracelularné (napt. bunkami imunitniho systému — makrofagy,
zirnymi bunikami ¢i fibroblasty). Kone¢nym produktem rozpadu PCL jsou latky vstupujici do
tzv. Krebsova cyklu, coz je metabolicka draha kazdé bunky obsahujici mitochondrie.

Teplota skelného piechodu PCL je -60°C, teplota tani 59-64°C. Polykaprolakton je rozpustny
v organickych rozpoustédlech jako naptf. chloroform, dichlormethan, je nerozpustny
v alkoholech a ve vod¢. Vyrabi se z e-kaprolaktonu polymeraci za otevieni kruhu. Vysledna
molekulova hmotnost se nejcastéji pohybuje mezi 3,000 a 80,000 g/mol. Mize se misit
s dalSimi polymernimi materidly pro doaszeni idealnich materidlovych vlastnosti. Miize byt
zpracovavan nejruznéj$imi textilnimi i netextilnimi technologiemi. Nachazi uplatnéni v mnoha
oblastech tkanového inzenyrstvi. Vyhody jeho dlouhé doby degradace se vyuZiva pro
dlouhodobé¢ uvoliovani 1éciv, bylo dosazeno uvoliiovani aktivnich latek po dobu delsi nez 1
rok. Dale je PCL vyuZivéan pro celou fadu aplikaci, jsou vyvijeny nahrady kosti, chrupavek,
Slach a vazu, scaffoldy pro kardiovaskularni aplikace, pro ndhradu nervové tkan¢, kozni kryty
na bazi PCL. V klinické praxi se PCL nachazi napi.jako Sici material (Monocryl, Ethicon —
blokovy kopolymer PGA a PCL).

Polykaprolaton 1ze také kombinovat s dal§imi polyestery ve form¢é kopolymert. Kopolymer
PCL a PLA (PLCL) je také hojn¢ vyuZzivan v oboru tkdnového inzenyrstvi. Jedna o statisticky
amorfni kopolymer s rychlejsi dobou degradace.
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Obr. 13: Struktura polykaprolaktonu (A), polydioxanonu (B).

3.1.5. Polydioxanon

Polydioxanon (PDX) je polyester-ether, jeho struktura je zobrazena na obr. 13B. Jedna se o
semikrystalicky polymer (55% krystalinity) s dobou degradace okolo 6ti mésict. Jeho teplota
skelného prechodu je -10°C — 0°C, teplota tani 110-115°C. Jeho vyuziti v klinické praxi je
Vv podobé¢ chirurgickych Sicich niti, v ortopedickych a kardiovaskularnich aplikacich.
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3.2. Fluorované syntetické polymery

Dalsi vyznamnou skupinou polymert pouzivanych pro tkanové nosice tvofi polymery
obsahujici ve své struktuie fluor. Jedné se o nedegradabilni, vysoce stabilni a odolné polymery.
Podrobngji budou rozebrany 2 fluorované polymery — polyvinylidendifluorid a
polytetrafluorethylen, jejichz struktura je znazornéna na obr. 14.
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Obr. 14: Struktura polyvinylidendifluoridu (A), polytetrafluoroethylenu (B).

3.2.1. Polyvinylidendifluorid

Polyvinylidendifluorid (PVDF) je tvofen monomerni jednotkou obsahujici 2 molekuly fluoru.
Jedna se o termoplasticky polymer se stupném krystalinity okolo 50-60%. EXistuje v nékolika
formach (a, B, v, 0, €) podle konformace vazeb v polymernim fetézci. Vynikd termickou a
chemickou stabilitou. Je také znam pod obchodnimi nazvy Kynar, Solef, Hynar podle
dodavatelti.

Jeho pouziti v medicing jiz bylo schvéleno a na trhu jiz existuji vyrobky z PVDF pouZzivané
Vv klinické praxi (Sici nité, kylni sitky). Pro konstrukci tkanovych nosi¢li mize byt zpracovan
do podoby filmu (poréznich i neporéznich), vldken a mikrokapsli. Je mozné ho elektrostaticky
zvlaknit po rozpusténi napi. v dimethylformamidu (DMF), dimethylsulfoxidu (DMSO),
dimethylacetamidu (DMAC).

3.2.2. Polytetrafluorethylen

Polytetrafluorethylen (PTFE) je tvofen monomerem obsahujicim ve své struktufe 4 molekuly
fluoru. Je znamy také pod obchodnim nazvem teflon, ktery byl patentovany firmou DuPont.
PTFE je termoplasticky polymer s vysokou hustotou. Je chemicky a tepelné velmi stabilni. Pro
elektrostatické zvlaknovani se pouzivd sméSovani s nosnym polymerem, nejcastéji PEO, PVA.
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3.3. Vodorozpustné syntetické polymery

Vodorozpustné polymery jsou hojné vyuzivané v oboru tkanového inzenyrstvi. Rozpustnost ve
vode¢ ptindsi nékteré vyhody jako napt. moznost inkorporace citlivych aktivnich latek jako jsou
proteiny apod. Na druhou stranu je nutné zajistit alespon caste¢nou stabilitu t€chto materiala
V organismu, proto je ¢asto nutné polymery sitovat. Proces sitovani musi byt také bezpecny
pro medicinalni pouziti findlniho scaffoldu, coz byva Casto obtizné. Mezi nejvyznamnéjsi
zastupce syntetickych vodorozpustnych polymert patii polyvinylalkohol, polyethylenoxid a
polyvinylpyrrolidon, které budou podrobnéji popsany v nasledujici kapitole.

3.3.1. Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) je tvofen uhlikovymi vazbami s postrannimi hydroxylovymi a
acetatovymi skupinami, jeho struktura je zobrazena na obr. 15A. Vyrabi se z polyvinylacetatu
(PVAc) alkalickou hydrolyzou, ktera vSak nikdy neprobiha upln€. Vysledny polymer tedy
obsahuje urcité procento vinylacetatovych skupin. Dulezitou vlastnosti polyvinylalkoholu je
tzv. procento hydrolyzy. Jako ¢aste¢né hydrolyzovany PVA se oznacuje polymer se stupném
hydrolyzy 80-98,5% (obsahuje 80-98,5% hydroxylovych skupin), vysoce hydrolyzovany pak
s vice nez 98,5% hydrolyzy. PVA s niz§im stupném hydrolyzy je vice rozpustny ve vod¢ pfi
nizsich teplotach, ma niZsi stupen krystalinity neZ PVA s vyssi hydrolyzou. PVA ma vyborné
mechanické vlastnosti.

Pro ucely konstrukce tkanovych nosi¢t je nutné jeho sitovani — vyuziva se nejcastéji chemicka
metoda s vyuzitim glutaraldehydu. Dale je mozné vyuzit fyzikalnich metod jako napt. UV
zatfeni. Vyhodou PVA je pfitomnost hydroxylovych skupin, které 1ze snadno modifikovat.
Proto byva PVA pro konkrétni aplikace dale upravovan.

PVA je moZzné zpracovat mnoha technologiemi, nejcastéji se v tkanovém inZenyrstvi vyuzivaji
hydrogely a nanovlakenné materialy. Zpracovani PVA se li§i v zavislosti na stupni hydrolyzy
a molekulové hmotnosti polymeru.

Partially Hydrolyzed
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Obr. 15: Chemicka struktura PVA (A), PEO (B), PVP (C).

3.3.2. Polyethylenoxid

Jako polyethylenoxid (PEO) se oznacuje polymer ethylenoxidu, jeho struktura je znazornéna
na obr. 15B. Jeho oligomer se oznacuje jako polyetylenglykol (PEG). Jedna se tedy o stejné
chemické sloZeni s rozdilnou molekulovou hmotnosti. Je schvélen pro pouziti v medicin€. PEO
je rozpustny v fadé rozpoustédel jako napt. voda, metanol, dichlormethan. Je zna¢né hydrofilni,
coZ znesnadiiuje navazani proteind. Casto se tedy vyuziva povrchové modifikace scaffoldi
pomoci PEO/PEG pro zamezeni kolonizace bakteriemi, snizeni trombogenicity a
imunogenicity. Ve farmacii se vyuziva navazani polyethylengykolu na 1é¢iva ¢i bilkoviny, tento
proces se oznacuje jako tzv. PEGylace. Po navazani molekuly PEG dojde ke zlepSeni vlastnosti
aktivnich latek a jejich naslednému vyuziti v organismu.

Pro ucely tkanového inzenyrstvi se PEO pouziva samostatné ve formé hydrogeld, dale pro
povrchovou upravu scaffoldd nebo jako soucédst nanovlakennych materidli. U tézce
zvlaknitelnych polymert lze vyuzit ptidavek PEO pro lepsi zpracovani. Pokud nedojde
k zesitovani PEO, po kontaktu s vodnim prosttedim se PEO rozpusti. Produkty jeho rozpadu
jsou netoxické, tudiz tento postup je bézn€ pouzivan pii konstrukci tkanovych nosict.

3.3.3. Polyvinylpyrrolidon

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je dalsi za zastupct vodorozpustnych polymert, jeho struktura je
zobrazena na obr. 15C. Je schvalen pro pouziti v medicing, bézné se pouziva ve farmacii jako
pojivo V tabletach, v potravinafstvi jako aditivum — stabilizator (E1202). Je rozpustny ve vodé
a Vv polarnich rozpoustédlech jako jsou alkoholy apod. Pro konstrukci tkanovych nosi¢ti mize
byt zpracovan technologiemi elektrostatického zvlaknovani ¢i sprejovani, 3D tisku.
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3.4. Vodivé syntetické polymery

Vodivé polymery jsou také hojné¢ vyuzivany pro konstrukci tkanovych nosict. Elektricka
vodivost davd témto materidlim dalsi pfidatnou vlastnost, kdy buniky mohou pfijimat
elektrickou stimulaci, coz je u ur¢itych bunéénych typl piinosné (napft. svalové buiiky, nervové
buiiky). Vodivé polymery spojuji idedlni vlastnosti kovli a polymernich materidli — maji
vyborné elektrické a optické vlastnosti, 1ze je snadno syntetizovat a vlastnosti upravovat
reakénimi podminkami dle konkrétni aplikace. Elektrickou vodivost zajistuje jejich struktura,
ktera je tvoiena konjugovanymi dvojnymi vazbami. Dale musi byt ve struktufe pfitomny tzv.
dopant, ktery zajistuje transport naboje po polymernim fetézci. Vodivé polymery se syntetizuji
dvéma cestami — chemickou ¢i elektrochemickou oxidaci. Dnes je znamo asi 25 vodivych
polymerti, znichz nejvice vyuzivané v oboru tkanového inzenyrstvi jsou polypyrrol a
polyanilin. Objevy a vyvoj vodivych polymerti byly ocenény v roce 2000 Nobelovou cenou
v oblasti chemie.

3.4.1. Polypyrrol

Chemicka struktura polypyrrolu (Ppy) je znazornéna na obr. 16A. Patii mezi nedegradabilni
polymery, je vSak biokompatibilni. Je Spatné rozpustny, proto jsou nékteré technologie
zpracovani obtizné. Je mozné ho elektrostaticky zvlaknit s nosnym polymerem (napt. PEO).
Mize byt také vyuzit pro povrchovou funkcionalizaci nanovlaken. Je mozné ho vyuZit téz jako
systém pro fizené dodavani 1é¢iv (drug delivery systems). Jeho nevyhodou je kiehkost, proto
se vyuziva spiSe jako kompozitni material s dalSimi syntetickymi i1 pfirodnimi polymery.
Vyuziva se pro ndhrady nervové a svalové tkan¢.
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Obr. 16 Chemicka struktura polypyrrolu (A), polyanilinu - emeraldinova bdze (B).

3.4.2. Polyanilin

Polyanilin (PANI) se mize vyskytovat ve 3 riznych oxidacnich formach (leukoemeraldin,
emeraldin, pernigranilin). Vodivé vlastnosti ma pouze protonovana forma emeraldinu, kterd ma
zelenou barvu. Emeraldin ve formé baze je nevodivy, ma modrou barvu struktura viz obr. 16B).
PIn¢ redukovand forma (bezbarvy leukoemeraldin) a plné¢ oxidovand forma (fialovy
pernigranilin - baze, modry - protonovana forma) jsou izolanty. Je historicky nejdéle znamym
vodivym polymerem. Patii mezi nedegradabilni polymery. Polyanilin je moZné elektrostaticky
zvlaknit, obvykle s nosnym polymerem (napi. PEO), coz vede k vyraznému sniZeni vodivosti.
Je Spatné rozpustny v béznych organickych rozpoustédlech, proto byva zvlakiiovaci roztok
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dopovan organickymi solemi. Pro tkanové inZenyrstvi se pouziva v kombinaci s dal§imi
polymery (PCL, PLA, chitosan, Zelatina) pro ndhradu svalové tkan¢ a jako pro cilové dodavani
1éCiv.
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4. Technologie pripravy tkanovych nosicu
Jana Hordkova. Jakub Erben

Dulezité pojmy: tkani, pleteni, netkané textilie, elektrostatické zviakinovani (AC, DC),
centrifugalni zvlaknovani, odpareni rozpoustédla, vymyvani Castic, zpenovani, lyofilizace,
rapid prototyping, biotisk, hydrogely, decelularizace

Pro piipravu tkdnovych nosicl je vyuzivana celd tada technologii, které mohou byt i
kombinovany pro dosazeni cilené struktury scaffoldu. V nasledujici kapitole budou rozebrany
vyznamné technologie, které jsou nejvice vyuzivany pro konstrukci tkanovych nosict.

Polymery se nejcCastéji zpracovavaji po rozpusténi ve vhodném rozpoustédle. Je proto nutné
znat interakce mezi zvolenym polymernim materidlem a rozpoustédlem ¢i rozpoustédlovym
systémem. Jako rozpoustédlo se oznacuje latka se schopnosti rozpoustét ostatni latky za vzniku
homogenniho roztoku, aniz by s nimi chemicky reagovala. Ve vzniklé smési je zpravidla
v nadbytku. Nejjednodussim ptikladem rozpoustédla je voda, kterd patii mezi tzv. polarni
rozpousStédla. Tyto molekuly maji nenulovy dip6lovy moment, jsou schopné rozpoustét
polarni latky. Dale se dé€li podle schopnosti odStépit atom vodiku na tzv. proticka a aproticka.
Proticka polarni rozpoustedla maji ostépitelny atom vodiku. Do této skupiny patii kromé jiz
zminované vody alkoholy (methanol, ethanol, isopropylalkohol) a karboxylové kyseliny
(kyselina mravenci, octova). Aprotickad polarni rozpoustedla nemaji odsteépitelny atom vodiku.
Mezi zastupce této skupiny patii dichlormethan (DCM), aceton, dimethylformamid (DMF),
acetonitril, dimethylsulfoxid (DMSQO). Nepolarni organicka rozpoustédla jsou tvofena
molekulami s nulovym dipdlovym momentem (nepolarnimi molekulami), jsou schopné
rozpoustét nepolarni latky. Nejsou misitelnd s vodou. Mezi zastupce této skupiny patii
naptiklad benzen, hexan, toluen, chloroform, diethylether.

Pro rozpousténi polymeri se pouziva rozdéleni na ,,dobra“ a ,,Spatna“ rozpoustédla. ,,Dobra*
rozpoustédla tvoii s polymerem v uréitém rozsahu koncentraci homogenni systém.
Makromolekula je vroztoku rozvinuta, dochazi k interakcim mezi polymerni latkou a
rozpoustédlem. Ve ,Spatnych® rozpoustédlech je polymerni makromolekula svinuta tak, aby
byl omezen kontakt mezi polymernim materalem a rozpoustédlem. Mira rozpustnosti je zavisla
na teploté a koncentraci makromolekularni latky v roztoku.

Technologie se rozd€luji do dvou skupin podle vysledné struktury materidlu na vlakenné a
nevlakenné metody. Jelikoz technologie pfipravy vlakennych materidld jako napf.
elektrostaticke ¢i centrifugalni zvlaknovani ve vSech jeho modifikacich, tkani nebo pleteni jsou
studentim Textilni fakulty Technické univerzity v Liberci dobfe znamé, budou jen zminény
S vysvétlenim vyuziti technologie pro tkanoveé inzenyrstvi. Pod pojem nevldkenné scaffoldy
zahrnujeme folie, porézni materidly, a materidly pfipravené pomoci 3D tisku.

4.1. Vlakenné scaffoldy

Struktura vldkennych scaffoldi mize mit nejriznéjsi podobu — od uspotradanych vldkennych
systémtll po neuspotfadanou strukturu. Priméry vldken se mohou také velmi liSit — fadové od
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nekolika mikrometrti po desitky nanometrii. Od struktury vldkennych materialt se dale odviji
jejich specifické vlastnosti (mechanické vlastnosti apod.).

4.1.1. Tkani

Tkani je textilni technologie, kterda muze byt vyuzita i pro konstrukci tkanovych nosicu.
Vlastnosti tkanin jako napf. porozita, mechanické vlastnosti, tloustka mohou byt fizeny
zvolenou metodou tkani a volbou pfize. Tkané scaffoldy se vyuzivaji napf. pro nahrady
chrupavcité tkan¢ a jako cévni ndhrady.

4.1.2. Pleteni

Pleteniny mohou také byt vyuzity pro konstrukci tkanovych nosicii, nejcastéji pro nahrady
chrupavcité tkané a jako cévni nahrady. Oproti tkanindm jsou ohebnéjsi a jemnéjsi.

4.1.3. Netkané textilie

Netkan¢ textilie vyrobené nejriiznéjSimi technologiemi mohou také slouzit jako tkaiiové nosice.
Tyto materialy maji vysokou porozitu, proto jsou zkoumany pro nejrizné;jsi aplikace tkanového
inzenyrstvi (ndhrady kostni, chrupavcité tkan¢).

4.1.4. Elektrostatické zvlakriovani

Jednou z velmi vyznamné se rozsifujicich technologii pro vyrobu scaffoldu je elektrostatické
zvlakniovani ve vSech jeho modifikacich (jehlové / bezjehlové, stejnosmérné / stfidavé,
koaxialni). Je mozné zvléknit Sirokou Skalu polymernich materiala (pfirodnich i syntetickych)
vcetné jejich kombinaci (blendtl). Vzdy je nutné optimalizovat proces vyroby, tzn. najit vhodny
rozpoustédlovy systém, koncentraci a slozeni polymerniho roztoku a optimalizovat procesni
podminky vyroby.

4.15. Centrifugdlni zvlakiiovani

Dalsi metodou pro vyrobu vladkennych tkanovych nosict je centrifugalni zvldkiiovani neboli
forcespinning vyuzivajici odstifedivou silu pro tvorbu vldken. Vysledna struktura je v porovnani
S konvencné elektrostaticky zvlaknénymi materidly nadychanéj$i. Je mozné vyrobit 3D
materidl s vétSimi pory, které mohou podpofit migraci a proliferaci bunck.

4.2. Nevlakenné scaffoldy

Nevlakenné tkanové nosice mohou mit podobu jednoduchych folii ¢i poréznich 3D materialt
vyrobenych technologiemi zpénovani, lyofilizaci, 3D tisku ¢i biotisku. Déle do této skupiny
patii tzv. hydrogely.

4.2.1. Odpareni rozpoustédla

Metoda odpateni rozpoustédla neboli solvent casting je jednoduché technologie pro vyrobu
hladkych folii. Polymer se rozpusti ve vhodném rozpoustédlovém systému, tento roztok je nalit
do pfislusné nadoby a umistén do digestofe, kde dojde k odpateni rozpoustédla a vznikne
polymerni folie. Vhodnou volbou polymerniho roztoku je mozné tidit vyslednou strukturu folie.
Timto zplisobem se vyrabi predevS§im hladké polymerni folie. Tato technologie se muze
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vyuzivat jako povrchovd modifikace tkanovych nosi¢ii. Pro vyrobu poréznich struktur se
technologie odpateni rozpoustédla casto kombinuje s technologii vymyvani ¢astic.

4.2.2. Vymyvani Castic

Technologie vymyvani Castic (particle / particulate leasing) se vyuziva v kombinaci s vyse
zminénou technologii odpateni ¢astic (SCPL — solvent casting particulate leaching). Jednotlivé
kroky jsou zobrazeny na obr. 17. Nejprve je pfipraven polymerni roztok, ktery je umistén do
vhodné nadoby s obsahem rovnomérné rozprostieného porogenu. Po urcité dobé dojde
k odpafeni rozpoustédla a naslednému vymyti porogenu. Vysledna struktura je zavisla
piedevsim na pouzitém porogenu. Nevyhodou této technologie je produkce tkanovych nosici
s omezenou tloustkou (cca 3 mm).
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Obr. 17: Technologie vymyvani castic a odpareni rozpoustédla.
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4.2.3. Zpéiiovani plynem

Tato technologie je zaloZena na plsobeni plynu za vysokého tlaku (viz obr. 18), coz vede
k tvorbé vzduchovych bublin o velikostech 100-500 um ve struktufe polymeru. Vyhodou této
technologie je nepouzivani organickych rozpoustédel, nevyhodou struktura s nedokonale
propojenymi pory a neporéznim povrchem.

High Atmosphere
pressure
co, —= Lo e
Compressed polymer Pores

at high CO, pressure

Obr. 18: Technologie zpénovani plynem.
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4.2.4. Lyofilizace

Lyofilizace neboli suseni mrazem je metoda hojné¢ pouzivand ve farmaceutickém a
potravinafském pramyslu. Postup je zobrazen na obr. 19. V prvnim kroku dochazi ke zmrazeni
polymerniho roztoku na teplotu, kdy rozpoustédlo vytvoii krystaly ve struktufe polymeru. Ve
druhém kroku dochazi k sublimaci zmrzlého rozpoustédla a vytvofeni porézni struktury
polymeru. Porozita vysledného scaffoldu zavisi na koncentraci polymerniho roztoku, distribuce
velikosti porti je zavisla na procesnich podminkach (pouzita teplota, tlak). Tato technologie je
velmi Setrna, Ize s ni pfipravovat i scaffoldy s obsahem aktivnich latek ¢i dokonce bun¢k.

Obr. 19: Technologie lyofilizace.

4.2.5. Rapid prototyping

Jako rapid prototyping se oznacuje soubor technologii vyroby prototypd pomoci 3D tisku. 3D
tisk (3D printing, additive manufacturing) je proces vyroby trojrozmérnych pevnych objekti na
zéklad¢ vytvoreného digitdlniho souboru. Vyhodou této technologie v porovnani s ostatnimi
vySe zminénymi technologiemi je reprodukovatelnost vyroby s jasné definovanymi rozméry
vnitini a vnéjsi struktury. RozliSuje se nékolik typi 3D tisku: stereolitografie, (SLA), selective
laser sintering (SLS), fused deposition modeling (FDM) a 3D tisk.

Stereolitografie je metoda vytvafeni objektd pomoci vytvrzovani kapalnych polymeri
pusobenim zatfeni o urcité vinové délce.

Selective laser sintering (SLS) je metoda vytvafeni prototypi pomoci taveni praSkového
materidlu. PraSkovym materidlem miiZze byt polymer, kov nebo keramika. Tento material je
nasledné spékan vysoce vykonnym laserem.

Fused deposition modeling (FDM) vyuziva termoplastické polymerni materialy pro vyrobu 3D
scaffoldt. Termoplast je pomoci tiskové hlavy nataven a nanadSen na modelovaci desku.

Trojrozmérny tisk spociva v tisku pojiva na vrstvu prasku. Vyhodou tohoto postupu je vytvaieni
scaffoldii s obsahem bioaktivnich latek.

Specifickym typem je pak tzv. biotisk, ktery kombinuje materialy s bufikami pro vyrobu
scaffoldl ¢i ndhradu organti. Cely proces se sklada ze 3 krokt. V prvnim kroku je nutné ziskat
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piesny model pro nasledny tisk a ziskat dostatek bunék. V druhém kroku je vytvoien scaffold,
ktery se sklada z podptirného materialu, bunééné suspenze a zékladnich zivin, které musi byt
ptitomné pro spravnou funkci bunék. V poslednim kroku je nutné vytvofit stabilni strukturu,
nejcastéji pomoci mechanické a chemické stimulace. Technologie biotisku je velmi nad&jna ve
smyslu vytvareni funkénich organt.

4.2.6. Hydrogely

Jako hydrogely se oznacuji zesiténé polymerni fetézce s vysokym obsahem vody ve své
struktufe. Jedna se o hydrofilni polymery, které obsahuji vysoké procento vody, nejsou v ni
vSak rozpustné. Vyhodou hydrogelii je vyuziti pro transport aktivnich latek. Mohou byt
vyrobeny ze syntetickych (polyetylen glykol, polyvinylalkohol) i pfirodnich polymerta
(kyselina hyaluronova, alginat, zelatina). Sitovani polymerii muze probihat chemicky ¢i
fyzikaln€. Svoji strukturou napodobuji amorfni slozku mezibunéné hmoty, proto jsou
s vyhodou vyuzivany pro konstrukci tkanovych nosict. Je mozné je aplikovat injekéné na misto
uréeni, coz je jejich dalsi vyhoda oproti ostatnim materialim. Do hydrogelu lze také ptidat
buiiky a aplikovat tak scaffold pfimo s buiikami na poskozené misto. Hydrogely s buitkami se
také vyuzivaji v biotisku. Mezi nevyhody hydrogell patii nedostate¢né mechanické vlastnosti.

4.2.7. Decelularizace tkani

DalSim procesem vyroby tkanovych nosici je tzv. decelularizace tkani neboli odstranéni bunék
z tkani. Vyslednym produktem je tkanovy nosic¢ slozeny z pfirozené mezibunécné hmoty ve své
typické struktufe a slozeni. K decelularizaci se vyuziva kombinace fyzikalnich, chemickych a
enzymatickych metod, které vedou k lyze bunéénych membran a néaslednému odstranéni
bunécnych komponent. Fyzikdlni metody decelularizace zahrnuji napt. cykly zamrazovani a
rozmrazovani, plisobeni vyssiho tlaku (vhodné pro organy s tenkou sténou jako napft. sttevni
sténa) a tfepani, které je Casto kombinovano s chemickymi decelularizaénimi metodami. Mezi
dalsi fyzikalni metody decelularizace patii pefuze, kterd je vyuzivand piedevSim u
decelularizace celych organti jako napt. plice ¢i ledviny. Vyuziva se ptirozen¢ho cévniho
systému, kterym proudi tekutina.

Chemické metody decelularizace zahrnuji nejcastéji pouziti detergentt, které zpiisobuji rozpad
bunééné membrany. Detergenty jsou amfipatické molekuly obsahujici nepoldrni hydrofobni
fetézec a polarni hydrofilni hlavicku. Diky této chemické struktufe jsou schopné vclenit se do
bunééné membrany a zplsobit jeji rozpad. Mezi nejvyznamnéjsi detergenty patii napt. Triton
X-100 nebo dodecylsulfat sodny (SDS). Pouziti detergentli je velmi G€inné pro odstranéni
bunék, ale musi byt zvaZen jejich mozny G¢inek na extracelularni matrix. Kromé detergenti se
da vyuzit i dalSich chemickych latek jako napt. kyselin (peroctova kyselina, chlorovodikova
kyselina), hydroxida (hydroxid sodny, amonny), hypertonickych a hypotonickych roztokt
(solné roztoky — NaCl), jejich pouziti je vSak minoritni v porovnani s detergenty.

Mezi enzymatické metody decelularizace patfi vyuziti enzymd, které naruSuji strukturu tkané.
Nejvice vyuzivanym enzymem je trypsin, ktery $tépi peptidové vazby bilkovin. Enzymatické
Stépeni pomoci trypsinu se provadi obvykle na po¢atku zpracovani tkan€ pro naruseni bunécné
struktury pfed naslednym hlavnim decelularizacnim procesem. Dale se vyuzivaji nukledzy
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(DNaza), které¢ degraduji nukleové kyseliny ve vzorcich. Jejich pfitomnost by mohla vyvolavat
nezadouci imunologické reakce, proto je nutné zajistit jejich uplné odstranéni ze vzorkl. Tento
proces se naopak vyuziva na konci decelulariza¢niho postupu.

Utinnost  decelularizace je zvySovana piidavkem chelataénich ¢inidel (napt. EDTA
ethylendiamintetraoctova kyselina), které vytvareji komplexni slou¢eniny s ionty kovii (Mg?*,
Ca?"). Tyto ionty se udastni vazby bunék k adheznim proteintim, proto jejich odstranéni
znemozni vazbu bunék na proteiny extracelularni hmoty a zleps$i tispé$nost decelulariza¢niho
procesul.

Vyuziti decelulari¢nich metod je vzdy spojeno i se zasahem do struktury mezibunécné hmoty.
Proto je nutné vzdy zvazovat a vyhodnotit vliv GspéSnosti decelularizace a zachovani struktury
mezibunééné hmoty, ktera ma dale slouzit jako tkanovy nosi¢. Po provedeni decelularizace je
nutné ovéieni uspéSnosti procesu (detekce zbytkovych bunék ¢i genetického materidlu,
struktura mezibunééné hmoty). Ovéfeni se provadi histologickymi a biochemickymi metodami,
kvantifikaci DNA.

Po vytvoieni decelularizovaného scaffoldu nasleduje tzv. recelularizace — osidleni tkanového
nosice bunkami, Casto se vyuzivaji kmenové bunky. Byly ucinény pokroky ve vyvoji
recelularizované ktze, plic, jater a ledvin.
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5. Charakterizace tkanovych nosici

Jana Horakova

Dulezité pojmy: povrchove, makroskopické viastnosti, UV/VIS spektroskopie, IR spektroskopie,
gelova permeacni chromatografie, opticka, fluorescencni mikroskopie, rastrovaci, transmisni
elektronova mikroskopie, porozimetrie, vypocetni tomografie, statickda zkouska tahem, test
prilnavosti, kalorimetrie, rentgenova krystalografie, méreni kontaktniho vhlu, mikroskopie
atomarnich sil, testovani degradability

Pro spravnou funkci tkanovych nosic¢t jsou dilezité urcité vlastnosti, které je nutné adekvatnimi
technikami méfit. Nékteré vlastnosti byly jiz jmenovany v kapitole 2. Pozadavky na materialy
pro tkanové inzenyrstvi. V této kapitole bude pojednano o tom, jak takové vlastnosti spravné
charakterizovat. Budou popsany nékteré analytické metody, které jsou nejvice vyuzivany pro
hodnoceni scaffoldii, zejména polymernich nanovldkennych materiald. Detaily jednotlivych
metod Ize bliZze nastudovat z u¢ebnic analytické chemie / instrumentalni analyzy. Nasledujici
tabulka shrnuje dilezité vlastnosti scaffoldli a metody, kterymi je lze méfit.

Tabulka 1: Viastnosti tkanovych nosicu a metody méreni téchto vybranych vlastnosti.

Vlastnost Metody méieni
Chemicka struktura Spektroskopie (UV/VIS, IR)
Molekulova hmotnost Gelova permeacéni chromatografie
Struktura scaffoldu Mikroskopie (opticka, fluorescenéni, elektronova)
Porozita Porozimetrie
Vypocetni tomografie
Mechanické vlastnosti Staticka zkouSka tahem
Test ptilnavosti
Krystalinita Kalorimetrie
Rentgenova krystalografie
Smacivost povrchu M¢éteni kontaktniho thlu
Drsnost povrchu Mikroskopie atomarnich sil
Degradabilita Zména hmotnosti, struktury, molekulové hmotnosti

Tkanové nosice jsou zpravidla 3D struktury, u kterych se rozlisuji 2 typy vlastnosti — povrchové
a makroskopické (v angli¢tiné surface, bulk properties). Tyto vlastnosti se odviji zejména od
chemického sloZeni tkanového nosice, tzn. zvolenych polymernich materiald, pfipadné dalSich
latek, které jsou ve struktute obsazeny. Vstupni polymerni materialy je nutné charakterizovat
pied samotnou vyrobou a didle monitorovat zmény po technologii vyroby scaffoldu a po
sterilizaci.

Pro interakci s organismem jsou velmi dilezité tzv. povrchové vlastnosti (viz obr. 20 A, B) jako
napf. smacivost povrchu, struktura povrchu, povrchovy naboj a energie dané¢ chemickou
strukturou (funk¢nimi skupinami). Povrchové vlastnosti materialu udavaji, jak bude material

interagovat s okolnim vodnim prostfedim a adheznimi bilkovinami, které zajist'uji naslednou
adhezi bunék.
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Obr. 20: Povrchové viastnosti biomaterialu (A) a jejich vliv na interakci s okolnim prostiredim

(B).

Dale jsou u 3D scaffoldt dilezité makroskopické vlastnosti, ke kterym patii vnitini struktura
tkanového nosice (porozita), krystalinita a mechanické vlastnosti.

5.1. Chemicka struktura

Chemickou strukturu je nutné zjist'ovat u materiali, které jsou piimo syntetizovany. Pokud se
pracuje s dodavanym polymerem (Casto u elektrostatického zvlaknovani), obvykle postacuji
udaje od dodavatele polymeru (data sheet). Dale je vhodna pfti pouziti ptirodnich materiald, u
kterych Ize ocekavat vysokou variabilitu vlastnosti. Mezi monitorované vlastnosti polymernich
materiall patii zejména chemicka struktura a molekulova hmotnost.

Chemicka struktura se zjiStuje pomoci spektroskopie — u nizkomolekuldrnich latek
pouzivanych napf. pro modifikaci scaffoldu se vyuzivd UV/VIS spektroskopie, pro detekci
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funk¢nich skupin polymert se vyuziva infraCervend spektroskopie (IR) s Fourierovou
transformaci (FTIR). Spektroskopick¢é metody jsou zalozeny na interakci materialii
s elektromagnetickym zafenim o rizné vlnové délce (UV < 190 nm, VIS 190-780 nm, IR 780
nm- 1 mm). UV/VIS spektroskopie se vyuziva primarn¢ pro kvantitativni analyzu (“kolik toho
je*), IR spektroskopie predevsim pro kvalitativni analyzu (,,co tam je*).

5.1.1. UVIVIS spektroskopie

Tato metoda je velmi vyuzivana v tkdniovém inzenyrstvi pro detekci nizkomolekularnich latek
S obsahem tzv. chromoforu, coz je ¢ast molekuly zodpoveédna za absorpci elektromagnetického
zateni (napf. aromaticky kruh, baze nukleovych kyselin apod.). V laboratofi tkanového
inzenyrstvi se tato metoda rutinn€ vyuZzivd pro stanoveni viability bunék pomoci tzv.
kolorimetrickych testli jako napi. MTT, cck-8, které budou podrobné rozebrany v kapitole In
vitro testovani tkanovych nosici.

K méfeni se pouZzivaji pfistroje zvané spektrofotometry (viz obr. 21). Soucasti spektrofotometru
je zdroj elektromagnetického zafeni (wolframovd Zarovka, halogenova zafivka),
monochromator, kyveta / desti¢ka s kapalnym vzorkem a detektor. Zatizeni funguje na principu
méfeni tzv. transmitance, coz je veli¢ina udavajici mnozstvi elektromagnetického zareni, které
proslo vzorkem podle vztahu

T =—,
Iy

Kde T je transmitance, I je intenzita svétla, které proslo vzorkem, Io je intenzita svétla, které do
vzorku vstoupilo.

Obr. 21: Foto spektrofotometru (4), 96jamkova desticka s barevnymi roztoky pro méreni
absorbance (B), umisténi 96jamkové desticky do spektrofotometru pred merenim (C).

Spektrofotometrie se vyuziva primarné pro kvantifikaci latek v roztoku. Z Lambert-Beerova
zakona vyplyva, Ze transmitance je zavisla na koncentraci latky v roztoku vztahem

T = 107¢%,

kde € je molarni extink¢ni koeficient (konstanta specifickd pro danou latku pii uréité vinové
délce), 1 je opticka délka kyvety a ¢ je koncentrace absorbujici latky v roztoku. Hodnotu
transmitance Ize také vyjadiit pomoci tzv. absorbance jako

A=—logT

50



A=¢lc

Jelikoz moléarni extinkéni koeficient a délka kyvety jsou konstantami, koncentrace latky je
zavisla na métené absorbanci. Absorbance je bezrozmérna veli¢ina.

Pouziti UV/VIS spektrofotometrie ma velmi Siroké uplatnéni nejen v laboratoii tkanového
inzenyrstvi. Ma vSak omezenou pouzitelnost pouze na latky, které jsou schopné absorpce
elektromagnetického zareni (barevné latky ve VIS oblasti, nékteré bezbarvé latky v UV
oblasti). Lambert-Beeriv zakon plati pouze pro zfedéné roztoky analytd a v omezeném rozsahu,
ktery je nutny experimentalné stanovit pro kazdou metodu. Podminkou je spravné provadéni
meéieni, zejména presné pipetovani a Cistota kyvet / desticek.

Vinové délka pro méfeni miize byt jiz znama z predchozich experimentii nebo doporuc¢ena
dodavatelem piislusného testu (napt. u cck-8 testu se voli vinova délka 450 nm). Pfipadné mtize
byt tzv. absorpéni maximum zjisténo pomoci méfeni celého spektra vinovych délek, pokud to
ptistroj umoziluje. Na trhu existuji jednodussi pfistroje tzv. fotometry, které méfi jen pfi
n¢kolika danych vlnovych délkach. Déle jsou dostupné spektrofotometry, které umoziuji
prométeni celého spektra vinovych délek. Vysledkem je tzv. absorpcni spektrum vyjadiujici
zavislost naméfené absorbance na vinové délce viz obr. 22A. V misté nejvyssi dosazené
hodnoty absorbance se voli nejvhodnéjsi vinova délka pro méfeni, v ptipadé cck-8 testu je
doporuceno od vyrobce pouzivat vinovou délku 450 nm, coz odpovida nejvysSimu peaku
namétené absorbance.
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Obr. 22: Absorpcni spektrum cck-8 — proméreni spektra vinovych délek s maximadlni
absorbanci kolem 450 nm (A). Kalibracni primka zavislosti poctu bunék na zmeérené absorbanci
mérena pomoci cck-8 testu (B).

Po stanoveni vhodné vinové délky se tato hodnota nastavi fixné prodal$i méfeni. Postupuje se
nejCastéji metodou kalibracni kiivky. Pfipravi se koncentraéni fada méfené latky.
V experimentu, jehoz vysledky jsou na obr. 22B bylo zméieno celkem 7 koncentraci bun¢k
v rozmezi 0-2500 bunék / testovaci jamku, 12 opakovani pro kazdou koncentraci (viz Obr.
21B). Nasledné byla zméfena absorbance pii 450 nm. Naméfené hodnoty absorbance byly
vyneseny do grafu a sestrojila se kalibra¢ni pfimka, ktera je zobrazena v grafu na obr. 22B.
Korela¢ni koeficient (R?) by mél byt co nejvyssi (idedlné vice nez 0,99), coz je viak zejména u
biologickych testli obtizné dosdhnout. Idedln€ by se naméfend absorbance méla pohybovat
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Vv rozpéti 0,2-1. Pti vysSich hodnotach je vhodné roztoky fedit a do vypoctu zahrnout i pfislusné
fedéni pro dosazeni spravného vysledku.

Pokud se kalibrac¢ni pfimka pouziva pro kvantifikaci barevné latky v roztoku, je mozné po
sestrojeni kalibracni pfimky urcit nezndmou koncentraci latky ve vzorku. Ten se zméii stejnym
zptisobem jako vzorky pro kalibraci a ze zndmé rovnice kalibra¢ni piimky se vypocita
koncentrace latky v roztoku. Pro piepocet bunék se vsak rovnice kalibra¢ni ptimky nepouziva,
protoze metabolickd aktivita nutné nemusi korelovat s po¢tem bunck.

Spektrofotometrie se vyuziva piedevSim pro kvantifikaci barevnych sloucenin. Pomoci
spektrofotometrie lze stanovovat pouze jednu absorbujici latku v roztoku. Pokud dochazi
k interakci vice slouc¢enin se zdrojem svétla, neni kvantifikace pomoci této metody mozna.

5.1.2. IR spektroskopie

Infracervend spektroskopie je analytickd metoda, ktera se pouzivad na rozdil od ptedeslé
techniky k identifikaci a strukturni charakterizaci organickych slouc¢enin a anorganickych latek.
Pomoci IR spektroskopie lze napiiklad oveéfovat zménu polymerniho materidlu pred a po
zvlakniovani, po sterilizaci, ovéfovat pfitomnost smésnych polymert ¢i inkorporovanych latek
do tkanovych nosict. Pii IR spektroskopii se méti pohlceni infracerveného zafeni (vinova délka
0,78-1000 pm) analyzovanym materidlem. Vystupem méfeni je zavislost absorbance /
transmitance na vlnoctu / vlnové délce dopadajiciho zafeni. IR zafeni zplusobuje zmény ve
vibracnich a rotacnich stavech molekul, proto umoziuje charakterizaci funk¢énich skupin
pritomnych ve vzorcich. Existuji tabulky vinoctl charakteristickych vibraci, podle kterych lze
tyto funkéni skupiny ve vzorku jednoznacné urcit. Dnes se nejvice vyuzivaji IR spektrometry
s Fourierovou transformaci (FTIR) vyuzivajici matematickou transformaci pro ziskéani
klasického spektralniho zaznamu.

Ptiklad méfeni je uveden na obr. 23, kde je znazornéno FTIR spektrum polykaprolaktonu
(polymerniho granuldtu a elektrostaticky zvldknéné vrstvy), argininu a elektrostaticky
zvlaknénych vrstev s obsahem obou slozek (PCL+ Arg v koncentracich 1, 5 a 10 hm%).
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Obr. 23: FTIR spektrum polykaprolaktonu (PCL ve formé granuldtu — rizova krivka,
elektrostaticky zvldknéna vrstva - zelena krivka), argininu (Arg — cervenda krivka) a
elektrostaticky zvlaknénych vrstev s obsahem obou slozek (PCL+ Arg v koncentracich 1 hm%
- Zlutd krivka, 5 hm% - modra krivka a 10 hm% - fialova krivka). A) celé spektrum vinovych
délek, B) detail s charakteristickymi piky pro arginin (1641, 1568, 1514, 900, 524 cm'l).

5.2. Molekulova hmotnost

Dalsi diilezitou vlastnosti polymernich materialii je molekulova hmotnost. Ta miiZze byt zndma
od dodavatele polymeru, je vSak vyjadfena pomoci nejriznéjsich veli¢in jako napf. ¢iselné
sttedni molekulova hmotnost (Mn), hmotnostn¢ stfedni molekulova hmotnost (Mw) nebo
viskozitni primér molekulovd hmotnosti. Pro mnoho technologickych postupli zpracovani
polymerti jsou tyto hodnoty velmi dilezité, véetné distribuce molekulové hmotnosti.

(24

Molekulova hmotnost se méfi nejcasteji pomoci gelové permeaéni chromatografie.
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5.2.1. Gelova permeacni chromatografie

Chromatografie patii mezi separacni metody, kdy je nutné od sebe oddélit a analyzovat slozky
ve smésich na zéklad¢ rozdilné distribuce mezi tzv. stacionarni a mobilni fazi.
Chromatografické metody maji velmi Siroké vyuziti v analytické chemii, zde se zamétime na
specificky typ kapalinové chromatografie (HPLC high performance liquid chromatogramy)
pro urc¢eni molekulové hmotnosti.

Gelova permeacni chromatografie (GPC gel permeation chromatogramy) oznacovana také jako
vylucovaci chromatografie (SEC size exclusion chromatogramy) oddéluje molekuly podle
velikosti a tvaru. Stacionarni faze je tvofena nerozpustnym inertnim gelem, ktery obsahuje pory
ve své struktuie. Velké molekuly nepronikaji do téchto porti a jsou unaseny ze separacni kolony
mobilni fazi. Malé molekuly jsou zadrzovany péry v koloné a timto zpusobem dochazi
k separaci latek. Latky tedy vystupuji (eluuji) z kolony podle klesajici molekulové hmotnosti
(velké — stiedni — malé molekuly). Vysledna molekulova hmotnost polymeru se ur¢i podle
kalibrace standardd o zndmé molekulové hmotnosti.

Na obr. 24 jeznazornén GPC chromatogram 3 polymernich materiald. Retencni cCasy
polymernich materiali oznacenych cervené a zelené maji shodnou molekulovou hmotnost,
jelikoze doslo k jejich retenci ve stejny ¢as (cca 7 minut). Polymerni material oznac¢eny modre
ma mensi molekulovou hmotnost nez ptedchozi 2 materialy, jelikoz doslo k jeho retenci pozdé;ji
(po 8. minut¢).
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Obr. 24: GPC chromatogram 3 polymernich materidli: cervené a zelené jsou oznaceny
materialy s vetsi molekulovou hmotnosti, modre pak material s nizsi molekulovou hmotnosti.
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5.3.Struktura scaffoldu

K pozorovani struktury tkanovych nosici se nejvice vyuzivaji mikroskopické techniky.
Nejjednodussi opticka mikroskopie Casto nema dostatecné rozliSeni pro pozorovani vnitini
struktury. Pfi inkorporaci fluorescencnich latek je mozné vyuzit i fluorescencni mikroskopii
pro charakterizaci tkanovych nosict. Jeji vyznam je vSak nejveétsi pii pozorovani bunck na
scaffoldech. Nejvice se pro morfologickou analyzu tkanovych nosi¢ii vyuziva elektronova
mikroskopie (skenovaci, transmisni).

5.3.1. Opticka mikroskopie

Opticka mikroskopie umoziiuje pozorovani objektl s rozliSovaci schopnosti ptiblizné 0,2 pm
(zvétseni 1000x). Mikroskop je zobrazen na obr. 25. Sklada se z osvétlovaci ¢asti (zdroj svétla,
kondenzor, clona), mechanické Casti (stojan, stolek s kiizovym posuvem) a optické Casti
(objektiv, okular). Objektivy s riznym zvétSenim se u klasicky uspofadaného mikroskopu
nachdzi nad vzorkem. V laboratofi bunéénych kultur jsou vyuzivany tzv. invertované
mikroskopy, které maji objektivy umisténé pod vzorkem, coz umoziiuje pozorovani bun¢k na
prihledném povrchu kultiva¢nich nadob. Dale existuji mikroskopy specidln€ vybavené pro tzv.
live cell imaging, které umoziuje kontinualni zachyceni chovani buné¢k na kultivacnich
nadobéch. Pfi specidlni Gpravé je mozné takto pozorovat i buniky na scaffoldech. Toto
kontinudlni pozorovdni umoziluje analyzovat piimy kontakt bun€k s materidlem, jejich
proliferaci a dalsi charakteristiky.

Pro analyzu morfologie scaffoldi se d4 optickd mikroskopie vyuzit tam, kde je dostate¢na

rozliSovaci schopnost pro pozorovani struktury (napt. mikrovlakenné tkanové nosice — viz obr.
26).

Pfi analyze materidlli se vyuzZiva tzv. konfokalni mikroskop, ktery ma vyssi rozliSovaci
schopnost. UmozZiuje snimat jednotlivé roviny preparatu (tzv. optické fezy) a poté
rekonstruovat 3D obraz zkoumaného materialu.

1. Okular — Zakladni opticky ¢len (rdzné hodnoty zvétSeni, zpravidla 10x,

15x ...)
2. Okularovy tubus — Umoznuje zasunuti okularu do optimalni polohy
vuci hlavici
3. Hlavice mikroskopu — RuUzné varianty - monokularni, binokularni,
4 trinokularni

4.  Revolverova hlavice — Slouzi pro uchyceni objektiv(i riznych hodnot a
jejich snadnou zaménu
5. Objektiv— To je ,srdce” mikroskopu (obvyklé hodnoty zvétSeni, 4:1,

10:1, 40:1 ...)

L 6. Rameno mikroskopu — Hlavni nosi¢ opticko-mechanickych prvkud
mikroskopu

12 7. Noha mikroskopu — Zakladna mikroskopu, v niz je umistén zdroj
osvétleni

8. Vypinac osvétleni — Pro zapnuti i vypnuti zdroje osvétleni

9. Ovladac regulace osvétleni — Plynule reguluje intenzitu osvétleni

10. Pracovni stul — Zakladni pracovni deska pro zaloZzeni preparatu

11. Drzak preparatu — pérovy — Slouzi k upevnéni preparatu (podlozni a
kryci sklicko)

12. Kondenzor — Umozfiuje zkontrastnéni obrazu

13. Kolektor — Soustfeduje paprsky svételného zdroje

14. Ovlada¢ makroposuvu — Pro hrubé zaostfeni pozorovaného objektu

Obrazek ¢. 25: jednotlivé ¢asti optického 15. Ovlada¢ mikroposuvu — Pro iemné doostfeni pozorovaného obiektu

mikroskopu
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Obr. 26: Foto z optické mikroskopie mikrovilaken pripravenych technologii drawing (A),
fluorescencné znacena bunécna jadra pomoci propidium jodidu na scaffoldu vyrobeném
pomocl technologie 3D tisku, meritka 100 um.

5.3.2. Fluorescencéni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je obdoba optické mikroskopie s tim rozdilem, ze se pozoruje
fluorescencni signdl generovany vzorkem. Vzorek musi obsahovat latky schopné fluorescence,
coz znamena, ze latka je schopna absorpce zéieni, kterd zplisobi excitaci elektronu a naslednou
emisi zafeni o delsi vlnové délce spolecné s vyzafenim fotonu. Fluorescence mlize byt primarni
nebo sekundarni. Primarni fluorescence se vyskytuje u né€kterych materidlii, coz znesnadiuje
fluorescen¢ni barveni bun¢k na téchto scaffoldech. Sekundarni fluorescence spociva ve vyuziti
fluorescenéni latky, kterd se navaZze na zkoumané struktury (inkorporace fluorescen¢nich barviv
do scaffoldl, obarveni specifickych bunéénych struktur apod.). Fluorescenéni mikroskopie je
nejvice vyuzivana pro pozorovani bungk pfi in vitro testovani scaffoldi. Je mozné obarvit
bunééna jadra a buniky kvantifikovat (viz obr. 26B). Dale je mozné barvit i jednotlivé buné¢né
struktury a sledovat ,,chovani* bun€k na testovanych materialech.

5.3.3. Skenovaci elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie vyuziva misto svétla (=proud fotond) proud elektrond, ktery je
smerovan na vzorek pomoci soustavy elektromagnetickych ¢ocek. U skenovaci (rastrovaci)
elektronové mikroskopie (SEM) dopadd postupné tenky svazek elektronli na vzorek,
detekovany jsou odrazené Castice — sekundarni a zpétné odrazené elektrony. Vzorky pro
pozorovani v SEM se pokryvaji tenkou vrstvou (10-20 nm) kovu (Au, Pt) pro zvySeni vodivosti.
Vzorky musi byt stabilni ve vakuu, nemé¢lo by dochazet k nabijeni preparatu. Vzorky musi byt
Cisté a suché. Biologické vzorky je proto nutné pied pozorovanim odvodnit. SEM muze
dosahovat maximalniho rozliSeni pfiblizné 0,2 nm.

Skenovaci elektronova mikroskopie se vyuziva téméft rutinné pii analyze morfologie povrchu
tkanovych nosicl, zejména u nanovldkennych materiala. Ptiklad snimkt ze SEM je zndzornén
na obr. 27. Po zvlaknovacim procesu je ovéfena homogenita materialu, jsou pofizeny snimky
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S dostate¢nym rozliSenim, které jsou nasledné¢ podrobeny obrazové analyze. NejcCastéji je
vyhodnocovan primér vladken a jeho distribuce. Dale je mozné kvantifikovat pfitomnost
defektt (jejich velikost, zastoupeni), orientaci vlaken. Pozorovat lze jak povrchy zvldknénych
materiali, tak pfi¢né fezy, na kterych lze méftit napt. tloustku vrstvy.
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Obr. 27: Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu elektrostaticky zvldknéného
polykaprolaktonu pri riizném zvétseni: 100x (A, méritko 500 um), 1000x (B, méritko 50 um),
5000x (C, méritko 10 um).

5.3.4. Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) analyzuje elektrony prochdzejici vzorkem, proto
je mozné pomoci této techniky analyzovat pouze velmi tenké fezy (1 um). Jeho rozliSovaci
schopnost dosahuje zvétSeni az 100 000x (rozliseni 0,1 nm), coZ umoziiuje pozorovani vzorkl
o nanorozmérech (scaffoldy s obsahem nanocastic, bunééné struktury apod). TEM je napiiklad
vyuzivana pro pozorovani vlaken typu jadro-plast’ a prukaz koaxiality téchto vlaken.

5.4.Porozita

Porozita je dilezita vlastnost tkafiovych nosici, jeji méteni je v§ak pomérné slozité. Porozita je
definovana jako pomér celkového objemu porii k celkovému objemu vzorku. Existuje nékolik
technik, které ale pro charakterizaci tkanovych nosict neni snadné aplikovat. Ke standardnim
metodam charakterizace pora patii kapalinova (rtutova) a plynova porozimetrie. V poslednich
letech je trendem hodnoceni porozity pomoci vypocetni tomografie. Méteni poru Ize provést
také pomoci analyzy obrazu ze snimk potizenych elektronovym mikroskopem. Je vSak tfeba
mit na paméti, Ze pory jsou charakteristiky 3D struktur, tudiz by mély byt vyuzity dalsi techniky
pro kvantifikaci a bliZ§i charakterizaci pora.

5.4.1. Rtut’ovd porozimetrie

Rtutova porozimetrie (MIP mercury intrusion porosimetry) patii k nejuniverzalnéjSim
metoddm méteni pory, jelikoz umozituje méteni port o velikostech jednotek nm po stovky pm.
Nevyhodou metody je toxicita rtuti. Vzorek je umistén do méfici nadoby, ktera je postupné
naplnéna rtuti. Dochazi ke zvyseni tlaku, coz vede k zaplnéni pora rtuti. BEhem méieni jsou
zaznamenavany objem rtuti a tlak. Vystupem meéfeni jsou data o celkovém objemu pord,
distribuci velikosti pord, mérném povrchu a poctu port.
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5.4.2. Bublinkova metoda

Také obdobn¢ jako vySe zminénd metoda vyuziva pranik tekutiny skrz studovany material.
Material je ponofen do tekutiny a sleduje se tlak, kterym je tekutina vytla¢ovana ven. Pomoci
bublinkové metody Uze stanovit nejvétsi a prumérnou velikost péru v materialu. Metoda
zachycuje pouze oteviené pory.

5.4.3. Plynovd porozimetrie

Plynova adsorpéni porozimetrie je zaloZzena na adsorpci plynu (N2, Ar) na povrch zkoumané
latky. Behem méfeni jsou zaznamendvany adsorpéni izotermy, ze kterych lze vyhodnotit
celkovy objem pora, distribuce velikosti pord. Je mozné méfit pory o velikostech v rozsahu
jednotek az stovek nm. Pro stanoveni mérného povrchu se vyuziva metoda BET (dle préace
védct Brunauer-Emmett-Teller).

5.4.4. Vypocletni tomografie

Vypocetni tomografie (CT computed tomography) je zobrazovaci metoda 3D objektl
vyuZzivajici rentgenového zatfeni. Dle dosazeného rozliSeni se pro analyzu materialii pouziva
mikroCT a nanoCT. Principem metody je interakce rtg zafeni se zkoumanym materialem, pii
které dojde k zeslabeni zafeni v zavislosti na hustoté a sloZzeni materialu. Material je skenovan
pod ruznymi thly, z ¢ehoZ se nasledné rekonstruuje 3D obraz a lze ziskat podrobné informace
o materidlovych charakteristikach jako napt. velikost port a jejich distribuce. Pomoci vypocetni
tomografie Ize charakterizovat také uzaviené pory na rozdil od pouziti kapalinové a plynové
porozimetrie. VyuZiti mikroCT a nanoCT je pro charakterizaci tkanovych nosict velmi
vhodnou metodou umoziujici detailni popis struktury materialu.

Na obrazku 28 jsou znazornény snimky potizené pomoci mikroCT elektrostaticky zvlaknéného
kopolymeru polylaktidu a polykaprolaktonu (PLCL). Dale bylo pomoci méfeni zjisténo, ze
vysledna struktura byla sloZena z vlaken o tloust’ce 5,58 + 0,10 um, z port o velikosti 9,34
+0,19 pm. Celkova porozita materidlu tvotila 69,63 + 0,76 %, z ¢ehoz bylo vice nez 99,99 %
otevienych pora.

A
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Obr. 28: Snimky porizené mikroCT elektrostaticky zvidknéného kopolymeru polylaktidu a
polykaprolaktonu (PLCL): snimek rezu viakenného materialu (A), snimek po binarizaci (B), 3D
vizualizace bindrniho obrazu (C), barevna 3D vizualizace znazornujici rozdily v tloustce vidken
—zelena = 2 um, zluta = 4 um, cervena = 8 um, fialova = 12 um (D).

5.5. Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti jsou dalsi dalezitou vlastnosti, ktera by méla byt u tkanovych nosicii
spravné vyhodnocovana. Pro kazdou aplikaci jsou pozadované jiné mechanické vlastnosti,
které by se mély idealné blizit vlastnostem nahrazované tkané. U degradabilnich materialt je
potieba pocitat se zménou mechanickych vlastnosti béhem degradace. Zakladni testovaci
metodou je statickd zkouSka tahem. Testovani mechniackych vlastnosti také podléha
legislativé, konkrétné se jedna o normu CSN EN ISO 13934-1 (800812) Textilie — Tahové
vlastnosti plo$nych textilii — Cast 1: Zji§tovani maximalni sily a taZnosti pii maximalni sile
pomoci metody Strip.

5.5.1. Tahova zkousSka

Tahové zkouska se provadi na trhacich strojich po upnuti materialu do celisti. Materidl je
zatézovan tahem v jednom sméru, dokud nedojde k posSkozeni testovaného materialu. Béhem
méfeni je zaznamendvana zavislost sily (F [N]) na prodlouzeni materidlu (absolutni zména
délky AL [mm]). Tento zaznam se oznacuje jako tzv. pracovni diagram. V praxi se vSak ¢astéji
pracuje s tzv. smluvnim diagramem, ktery prubéh tahové zkousky pievadi do soufadnic napéti

v s . r vro 1 F .
(R [MPa]) a pomérné deformace (& [%]). Napéti se vypocita podle vztahu R = o kde S je plocha
pti¢ného priifezu testovaného materidlu v nezatizeném stavu. Z tohoto diivodu je nutné znat
rozméry (tloustku!) testovaného materidlu Pomérna deformace se vypocita podle vztahu € =

ﬁ—L, kde Lo je pocate¢ni délka vzorku. Pfiklad smluvniho diagramu pro porovnani 2
0

nanovlakennych materiali je zobrazen na obr. 30. Mechanické vlastnosti dosahuji u
elektrostaticky zvlaknéného polykaprolaktonu hodnoty cca 11 MPa a pomérnou deformaci
32%, u kopolymeru polylaktidu a polykaprolaktonu bylo naméfeno napéti 30 MPa a 140%
pomérné deformace.

Ziskana deformacni kiivka dava celou fadu charakteristik jako napf. mez pevnosti, taZnost,

Younglv modul pruznosti. Mez pevnosti (Rm) udava nejvyssi napéti, pii kterém jiz doslo

k poruseni testovaného materialu. Pfi dosaZzeni meze pevnosti je ode¢teno i maximalni relativni

Yoy AL o . . . , .

prodlouzeni (taznost A = —* 100). Youngtv modul pruznosti (E [MPa]) je definovan v oblasti
0

tzv. pruznych (vratnych) deformaci jako pomér napéti v tahu ¢ [MPa] a jim vyvolané pomérné

prodlouzeni dle vzahu E = %
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Obr. 30: Porovnani deformacni krivky elektrostaticky zvlakéného polykaprolaktonu (PCL —
modrda krivka) a kopolymeru polylaktidu a polykaprolaktonu (PLC — Cervena krivka).

Pro mechanické testovani tkanovych nosict je opét nutné napodobovat co nejlépe pfirozené
prostiedi nahrazované tkan€, proto je mozné tuto zékladni metodu modifikovat napf.
testovanim vzorkd za mokra, aplikovat cyklické tahové zatizeni ve spravném rozsahu sil (napf.
pro testovani nahrad cévnich nahrad a dalSich tkani, které jsou v téle cyklicky namdhany) apod.

5.5.2. Test piilnavosti

Dalsi modifikaci tahové zkousky jsou tzv. peel testy, kdy se testuje pfilnavost dvou materiala.
Tyto vlastnosti jsou duileZité pro nékteré aplikace napt. v gastrointestinalnim traktu (viz kapitola
Prevence gastrointestinalnich adhezi), kdy je pozadovana riizna adheze k okolni tkani (adhezni
nebo naopak neadhezni materidly). Testovany materidl je poloZen na substrat a pomalu
odtahovan, pfi¢emz se zaznamenava sila nutna k odtrzeni materialu viz obr. 31. Existuji rizné
variace peel testu, materidl mize byt odtrhavan pod riznym stupném apod. Do grafu se
zaznamenava zavislost sily na délce odtrZzeni. Z grafu lze odecist maximalni silu nutnou
k odtrzeni dvou materiall a porovnat tak piilnavost riznych materialti k podkladu. Podkladem
muZe byt napf. biologicky material.
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Obr. 31: Schéma testu prilnavosit materialu k podkladu. Materidl je prilozen k podkladu a
pomoci trhaciho zarizeni odtahovan. Sila nutnd k odtrzeni materidlu od povrchu je umeérna
adhezi materialu k tomuto povrchu.

5.6. Krystalinita

Polymerni materidly se déli na (semi)krystalické a amorfni dle uspofddanosti
makromolekularniho fetézce v pevném stavu. V tavenin€ jsou makromolekuly vzdy
uspotadany nepravidelné, béhem chlazeni je vSak ustalena urcita struktura polymernich fetézci.
Amorfni polymer se vyznacuje neuspofadanou strukturou, kde jsou makromolekuly ve forme
nahodnych klubek, ktera mohou byt vzijemné propletena. Naproti tomu semikrystalické
polymery jsou tvofeny oblastmi suspofddanymi fetézci makromolekul spolecné
S neuspofddanymi fetézci. Proto jsou tyto polymerni materidly oznaCovany jako
semikrystalické, jelikoZ polymer nemtize byt 100% krystalicky. Podil téchto uspofadanych
¢asti je vyjadfen pomoci stupné krystalinity, kterou 1ze méfit napt. termickymi metodami jako
je diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC), ktera bude rozebrana podrobné&ji. Dal§i metody
termické analyzy zahrnuji napf. termogravimetrickou anayzu (TA), pfi které se méti zavislost
vzorku na teploté nebo diferen¢ni termickou analyzu (DTA), pti které se méti rozdil teplot mezi
vzorkem a referencnim materiadlem. Stupen krystalinity zavisi na chemickém sloZeni polymeru,
ale také na podminkach zpracovani a ptitomnosti dalSich latek. Krystalické polymery jsou
V porovnani s amorfnimi polymery mechanicky odolngjsi (maji vysSi pevnost, modul
pruznosti), maji vSak niz8i taznost. Amorfni polymery jsou ¢iré (priihledné), krystalické
polymery se jevi zakalené.
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Obr. 32: Usporadani amorfniho a semikrstalického polymeru v tuhém stavu.

5.6.1. Diferencni skenovaci kalorimetrie

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) je jedna z metod termické analyzy polymernich
materiali, pti které je metfen tepelny tok. Rychlost tepelného toku je méfena u testovaného a
referen¢niho vzorku. Méfeni se provadi v urcitém tepelném rozmezi, rychlost ohfevu je mozné
nastavit. Vysledkem méfeni je graf zavislosti tepelného toku na teploté nebo na ¢ase (DSC
ktivka). Z této kiivky lze vysledovat dalezité fazové premény, které se na grafu jevi jako piky.
Endotermické déje spojené se spotiebou tepla se zobrazuji jako negativni hodnoty vzhledem
k vychozi DSC kiivce (krystalizace), naopak exotermni dé&je spojené s vydejem tepla se
zobrazuji jako piky nad zékladni DSC kiivku (tani). Na obr. je znazornén DSC kiivka
polykaprolaktonu ve dvou formédch — polymerni granulat (Cernd kiivka) a elektrostaticky
zvlaknéni vlakennd vrstva (PCL vldkna zn4zornéna Cervenou kiivkou). Pfi prvnim ohievu
dochazi k tani polymeru okolo 60°C. Pfi analyze byl zvolen cyklus dvou ohfevil. Pfi prvnim
méteni je vidét mirny rozdil v chovani polymeru (pfed a po zpracovani), u druhého cyklu jsou
JiZ piky totozné. Prvni cyklus tedy ddva informace o zpracovani polymerniho materidlu, druhy
ohtev jiz vypovida o samotném polymernim materidlu bez vlivu pouzitych technologii a dalSich
manipulaci, které mohou termické chovani ovlivnit. Dale je na grafu vidét teplota krystalizace
kolem 30°C naméfena béhem ochlazovaciho cyklu. Rozsah métfenych teplot byl zvolen
Z dostupnych dajii o polykaprolaktonu (-20°C — 100°C), rychlost ohfevu byla stanovena
experimentalné (10°C / min). Teplota tani a krystalizace se urcuji z vrcholu piku, energie
spotiebovana na tani / krystalizaci se zjist'uje integraci piku. Z hodnoty energie tani (AHm) je
mozné vypocitat stupen krystalizace (AX), pokud je zndma hodnota energie 100%
krystalického polymeru. Pro PCL je uddavana hodnota 135,44 J/g dle Crescenzi et al. Naméfena
hodnota entalpie pro PCL byla kolem 86 J/g, coz odpovidé zastoupeni 64% krystalizacké faze
V polymernim materialu.

62



*endo

PCL granulat, 10,12.2014 14:00:34
PCL granulat, 9,7700 mg

10
mwW

-20-20 0 20 40 60 80 100 80 60 40 20 0 -20-20-20 0 20 40 60 80 °c

— -ttt

I0 '5 II.O 1‘5 éO ZIS 1110 Z"»S 40 45 50 55 60 65 70 75 min
Lab: BEHALEK STAR" SW 13.00

Obr. 33: Zdaznam DSC kiivky pro polykaprolakton ve formé granulatu (cernd krivka) a
V nanovldkenné formé (cervena kiivka.

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie umoznuje méteni krystalinity, ale pouze pro polymery se
znamou hodnotou energie 100% krystalického polymeru, coz neni mozné pouzit pro celé
spektrum materidlll vyuzivanych v tkanovém inzenyrstvi. Mezi dal$i metody patii napf.
rentgenova krystalografie.

5.6.2. Rentgenova krystalografie

Rentgenova krystalografie (XRD X-ray diffraction) je metoda slouzici k uréeni prostorové
struktury molekul. Jejim principem je interakce rentgenova zatfeni s Krystalickou strukturou
latek. V makromolekuldrni chemii Ize touto metodou stanovit krystalinitu polymert. Z
namétfenych difraktogramii lze kvantifikovat zastoupeni krystalické a amorfni faze ve
studovaném scaffoldu. Pro polykaprolakton byla naméfena krystalinita cca 50%. Odhad
relativni chyby méfeni je okolo 10%, coz je nutné zohlednit pfi interpretaci vysledkt méteni.

5.7. Smacivost povrchu

Smacivost povrchu je velmi dilezitd povrchova vlastnost scaffoldu ovliviiujici interakci
s adheznimi proteiny, které zprosttedkovavaji naslednou adhezi bunék (viz kapitola Interakce
mezi buiikami a biomateridlem). Materidly 1ze z tohoto hlediska dé€lit na hydrofilni (smacive,
kontaktni uhel < 90°, obr. 33A) a hydrofobni (nesmacivé (kontaktni tthel >90°, obr. 33B). Pro
spravnou bunécnou adhezi jsou vyhodné povrchy mirné€ hydrofilni (kontaktni thel cca 50-80°),
kdy dochazi k adsorpci adheznich proteinii ve spravné konformaci. Smacivost je projevem
ptitazlivych a odpudivych sil mezi ¢asticemi povrchovych vrstev dvou stykajicich se povrchii
(testovany material a voda). Pro kvantifikaci so€ivosti se nejcastéji pouzivad meéteni kontaktniho
uhlu.
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5.7.1. Meéieni kontaktniho uhlu

Kontaktni uhel charakterizuje miru smaceni kapaliny na pevném povrchu, konkrétné se méfti
uhel sméceni (0), ktery svird te¢na povrchu kapky vedend v bodé styku kapky s testovanym
materialem. V praxi se méteni provadi aplikaci definovaného mnozstvi kapky vody (jednotky
ul) na povrch testovaného materialu a snima se profil kapky, ktery se mtize v ¢ase ménit. Pokud
dochazi ke zméné tvaru kapky, métfeni se provadi v urcitych casovych intervalech, dokud
nedojde k vsaknuti kapky nebo k ustaleni rovnovahy mezi pevnou latkou a vodou. Pro méteni
se vyuziva pfistroj s videokamerou a softwarem, ktery umoznuje profil kapky na kruznici
pomoci tii bodll vyznac¢enych na povrchu.

. G>90°

Obr. 34: Schéma prisedlé kapky na hydrofilnim (A) a hydrofobnim (B) povrchu. Foto Z testovani
(©)?

Meéfteni kontaktniho Ghlu je takto definovano na idealné hladkém povrchu. Tato podminka vSak
zejména u tkanovych nosi¢ii nebyva splnénd, proto vyhodnoceni miize byt siln¢ komplikovano
nehomogenitou drsnosti povrchu a chemického slozeni povrchu.

5.8. Drsnost povrchu

Drsnost povrchu také velmi ovliviiuje pozdéjsi interakci scaffold s buiikami. Pro hodnoceni
drsnosti povrchu se nej€astéji vyuziva mikroskopie atomarnich sil. Nejcastéji se meéti parametr
Ra, coz je prumérna aritmetickd hodnota drsnosti. U tkanovych nosi¢t je vSak velmi dilezity i
tvar a rozmisténi nerovnosti, coz lze obtizné kvantifikovat. Proto je nutné pro spravnou
charakterizaci scaffoldu vZdy kombinovat zobrazovaci metody (napt. elektronova mikroskopie,
mikroskopie atomarnich sil a mikroCT).

5.8.1. Mikroskopie atomdrnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM atomic force microscopy / SFM scanning force microscopy)
je technika pouzivana k charakterizaci povrchi. Dosahuje velkého rozliSeni srovnatelného
s elektronovou mikroskopii. Zakladem konstrukce mikroskopu atomarnich sil je ostry hrot
(cantilever) upevnény na ohebném nosniku. B€hem méfteni se tento hrot pohybuje po povrchu
V pravidelném rastru. Méfeni miZe probihat ve 3 moddech. Pii kontaktnim méfeni se hrot
pohybuje ptimo po povrchu vzorku, coz mlize vést k poskozeni vzorku. Pti nekontaktnim modu
nosnik s hrotem osciluje nad vzorkem a zaznamendvaji se zména frekvence nebo oscilace pfi
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piiblizeni se k povrchu vzorku. Poslednim typem je tzv. poklepovy mod, ktery kombinuje oba
vyse zminéné piistupy.

Vyhodou mikroskopie atomarnich sil je, ze vzorek pro analyzu neni potfeba nijak specialné
upravovat. Nevyhodou je mala velikost skenovaného pole a ¢asova naroCnost analyzy.

5.9. Degradabilita

V poslednich letech jsou velmi vyuzivany degradabilni materidly pro konstrukci tkanovych
nosicl, coz prindsi nutnost novych testovacich metod pro odhad spravné doby degradace
v organismu. Idedlné¢ by méla degradace probihat stejnou rychlosti, jakou probihd obnova
poskozené tkan¢ / organu v organismu. Tento dé¢j vSak muze trvat u riiznych jedinct rtizné
dlouho, je vSak nutné alespon teoreticky simulovat pfirozené prostiedi laboratorné a analyzovat
rychlost degradace. Pti testovani degradace je nutné znalost o prostfedi implantace materialu a
pritomnosti enzymi v daném mist¢.

Pro spravné hodnoceni je nutné znat mechanismus degradace v organismu. Pfirodni materialy
jsou degradovany pifevazné enzymaticky. Enzymy vykazuji rtiznou specifitu k substratu.
Existuji napt. nespecifické proteazy, které stépi peptidové vazby aminokyselin v bilkovinném
fetézci. Na druhé strané existuji specifické enzymy jako napt. kolagendza, ktera §tépi kolagen.

Syntetické materialy mohou degradovat riznymi zpiisoby. Napiiklad degradabilni polyestery
jsou rozkladany hydrolyticky. Hydrolyza muze byt urychlena pfitomnosti enzymil. Rozklad
muze probihat povrchové nebo makroskopicky v zavislosti na difuzi vody do tkanového nosice.
Pokud je rychlost $tépeni polymerniho fetézce vétsi nez difuze vody dovnitt materidlu, probihé
povrchovéa degradace. Z polymeru jsou odStépovany oligomery a monomery a material
degraduje z povrchu do stfedu materialu. Pokud voda difunduje do celého objemu scaffoldu,
nastava tzv. makroskopicka degradace. Dochazi ke St€peni polymerniho materialu v celém
objemu, produkty $t€épeni mohou navic fungovat jako autokatalyzatory a degradaci tak jesté
urychlit. Pokud je degradace pftilis rychlé (jako tomu muze byt napt. u polyglykolové kyseliny),
mohou se v mist¢ implantace hromadit kyselé produkty, které vyvolaji nezadouci zanétlivou
odpovéd’ organismu.

Pii testovani degradability v laboratofi je tedy nutné spravné nasimulovat pfirozené prostiedi
(vodné prostiedi — pufr / médium, ptitomnost enzymil, teplota 37°C) a sledovat zmény scaffoldu
Vv riznych casovych intervalech. VSechny vlastnosti zminéné vySe se mohou pii degradaci
meénit. Nejcasteji se pii testovani degradability méfi ubytek hmotnosti. U materiald, které ve
vodé botnaji jako napf. kolagen, se mlze zpoc€atku jednat o piiriistek hmotnosti, ktery je ale
zpusoben vazbou vody. Dale se sleduje zména molekulové hmotnosti. Muze dochazet
k postupnému odstépovani monomeri / oligomerti a k poklesu molekulové hmotnosti nebo
mohou byt ,,odplavovany* cel¢ polymerni fetézce. Zpusob degradace také velmi siln€ ovliviiuje
mechanické vlastnosti, které by mély byt zachovany po dobu, nez dojde k tvorbé mezibunécné
hmoty buikami, které nové osidlily scaffold po implantaci. S degradaci mtze dochazet ke
zméné struktury scaffoldu, proto se tkaniové nosice sleduji i mikroskopickymi technikami. Déle
dochazi ke zméné krystalinity, nejCastéji k jejimu zvySeni, jelikoz preferencné dochézi
k degradaci amorfnich ¢asti polymeru.

65



5.10. Shrnuti

Vyse zminéné metody neptedstavuji kompletni soubor charakterizacnich metod. Pfi pfipravé
tkanovych nosict je nutné zohlednit pozadovanou funkci scaffoldu, jeho materidlové slozeni a
spravné navrhnout dislednou charakterizaci materidlu. Porézni materialy, které slouzi jako
tkanové nosice je mnohdy slozité charakterizovat konven¢nimi postupy, proto je nutné hledat
alternativy téchto metod a spravné je pouzit pro charakterizaci vyvijeného materialu.
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6. Modifikace tkaniovych nosici, systémy rizeného
uvoliiovani 1éCiv
Jana Horédkova

Diilezité pojmy: povrchova modifikace, chemicka modifikace, fyzikalni modifikace, plazmaticka
uprava, fyzikalni adsorpce, layer by layer assembly, systéemy cileného dodavani léciv, micely,
liposomy, dendrimery, nanocastice

Tkéanové nosice vyrobené nejriznéjsimi technologiemi je mozné dale modifikovat a vylepSovat
tak jejich funkci pro konkrétni aplikace. Zptisobli modifikace je mnoho, tato kapitola bude
zamétena predev§im na modifikaci nanovlakennych tkanovych nosi¢li pomoci povrchové
modifikace (surface coating) a na systémy cileného dodavani 1é¢iv (DDS drug delivery
systems).

6.1. Povrchova modifikace

Interakce s butikami je zavisla na adsorpci adheznich proteinti ve spravné konformaci, proto je
vyhodné u nékterych polymernich scaffoldi pouzit tzv. povrchovou modifikaci pro zvySeni
hydrofilicity povrchu. Bézné pouzivané materidly jako naptiklad polykaprolakton a dalsi
polymery jsou piili§ hydrofobni, coz neumoziuje idealni osidleni buikami v organismu. Proto
muze byt povrch scaffoldu upravovan chemicky ¢i fyzikaln¢ a nasledn€ mize dojit k navazani
biomolekul zodpovédnych za bunéénou adhezi (RGD sekvence, fibronektin, laminin).

6.1.1. Chemicka modifikace

Chemické funkcionalizace je stabilngjs$i v porovnani s fyzikalnimi metodami modifikace. Je
mozné ji provadét u polymert s funkénimi skupinami, které Ize modifikovat jako napt. -OH, -
COOH, -NH2. Na tyto funk¢ni skupiny jsou kovalentni vazbou navazany biomolekuly
usnadiiyjici bunéénou adhezi. Pro zvySeni hydrofilicity se pouziva napf. coating pomoci
polydopaminu. Na vrstvu polydopaminu je mozné vazat dal$i biomolekuly jako napt. heparin
pro snizZeni srdzlivosti krve u cévnich néhrad.

6.1.2. Fyzikdlni modifikace

Mezi fyzikalni funkcionalizace patii plazmatickd modifikace, adsorpce a ,,vrstveni* (LBL layer
by layer assembly), které téZ vedeou ke zvySeni hydrofilicity povrchu. Plazma obsahuje ionty,
elektrony, excitované atomy a volné radikaly, které interaguji se scaffoldem a méni tak jeho
povrchové vlastnosti. Modifikace je zavisla na pouzivaném plynu (nej€astéji se pouziva Oz, Ar,
CO2, vzduch) a na podminkach plazmatické modifikace (pouZity tlak, doba plisobeni
plazmatu). Pfi pouziti reaktivnich plyna (O2) dochazi k navazovani novych funk¢nich skupin
na povrch scaffoldu, diky kterym se méni povrchova energie a smacivost. Nevyhodou plazmatu
je nehomogenita upravy materialu a nestalost této Upravy v Case. Diky vzniku reaktivnich mist
muze dochézet k postupné zmeéné povrchové energie a smacivosti povrchu v dlouhodobém
horizontu. Pfi nespravné zvolenych podminkdch muZze dochdzet i k poruSeni struktury
scaffoldu. Na KNT byl vyvijen scaffold z polykaprolaktonu, ktery byl plazmaticky upraven
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pomoci hexamethylendisiloxanu. Tato povrchova uprava byla stabilni po dobu 3 mésicu
(Klicova et al., 2022).

Fyzikalni adsorpce je jednoduchy proces, kdy je tkdniovy nosic ponoten do roztoku modifikujici
latky (nejCastéji biomolekul usnadiiujicich bunécnou adhezi, ristovych faktordi, enzymi,
antimikrobialnich latek). Diky elektrostatickym, vodikovym, hydrofobnim a van der
Waalsovym silam mize dojit k adsorcpi biomolekul na povrch scaffoldu. Proces adsorpce
nevyzaduje pfitomnost organickych rozpoustédel ¢i vysokych teplot, proto si adsorbované
biomolekuly zachovavaji svoji konformaci. Nevyhodou muze byt slaba interakce mezi
scaffoldem a adsorbovanou latkou, kdy muze snadno dojit k vymyti pii manipulaci s tkdfiovym
nosicem.

Layer by layer assembly (,,vrstevni®) je proces fyzikalni adsorpce, kdy dochazi k adsorpci
opacn¢ nabitych polymert. V zavislosti na okolnich podminkach roztoku (pH) dochazi k tvorbé
naboje na povrchu scaffoldu a nésledné mtze dojit k adsorpci opacné nabitého polyelektrolytu
(proteinu, polysacharidu).

6.2. Systémy cileného dodavani lé¢iv

Kromé povrchové modifikace mohou byt nanovldkenné materidly kombinovany s u¢innymi
latkami (API active pharmaceutical ingredients). V nasledujici kapitole budou uvedeny
ptiklady latek, které lze do scaffoldi pfidavat. Dale budou zminény zpusoby, kterymi lze
kombinovat polymerni nanovldkenné materialy a uc¢inné latky.

Latky pfidavané do scaffoldi se odviji od zpusobu pouziti a funkce scaffoldu v organismu.
Vyhodou nanovlakennych materiali je velky mérny povrch, moznost inkorporace pomérné
vysoké koncentrace ucinnych latek, jednoduchd a pomérné levnd vyroba materiald. Pokud
scaffold obsahuje u¢inné latky, dochazi k uvoliiovani pfimo v misté urceni, coz je velka vyhoda
V porovnani se systémovym podanim 1€kl pacientovi (nitrozilng€ / oraln€). Do nanovlakennych
sniZujici bolest jako napfiklad ibuprofen). Pti implantaci vZdy dochézi k zanétlivé odpovédi
organismu, kterd muze byt pfidavkem téchto latek do jist¢ miry zmirnéna. DalSi Castou
komplikaci muize byt bakteridlni infekce, které lze pfedchazet inkorporaci antibiotik do
scaffoldu. Nanovlakenné materialy jsou také mimo jiné vyvijeny pro cilenu lécbu rakoviny,
kdy je do scaffold pridavany ucinné latky puasobici proti pritomné nadorové tkani. Dale je
mozné zlepSovat interakci scaffoldu s bunikami a urychlit regeneraci inkorporaci rustovych
faktori. K tomuto ucelu mohou byt vyuzity lyzaty krevnich desticek, které¢ obsahuji smés
rustovych faktori. Aby byly rustové faktory aktivni a plnily své funkce, je nutné, aby béhem
procesu vyroby nedoSlo ke zméné jejich konformace. Proto je nutné pouzivat Setrnd
rozpoustédla (idedln€ na vodné bazi) a vyhybat se sitovacim technikdm, které mohou ponicit
vy$$i strukturu proteinti. Dalsi aplikace se odviiji od konkrétniho prostfedi implantace scaffoldu
a jeho specifickych pozadavki. Napiiklad pro cévni nahrady je nutné zabranit srazeni krve,
které by mohlo vést v kone¢ném disledku k ucpéani cévni ndhrady. Proto jsou vyvijeny cévni
nahrady s antitrombogennimi latkami jako napf. heparin.
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Existuje mnoho zptisobii inkorporace latek do nanovlakennych tkanovych nosict, jak je
znazornéno na obr. 35. Vzdy je nutné zvazit rozpustnost pouzitého polymerniho materidlu a
aktivni latky a jejich misitelnost. Dale je nutné vzit v potaz kinetiku uvoliiovani aktivni latky
ze scaffoldu. Nejjednodussi cestou je rozpusténi aktivni latky ve zvlakiovacim roztoku (tzv.
blending electrospinning). Vznikly roztok / suspenze je pak zvlaknéna pomoci
elektrostatického zvlaknovani a vysledny scaffold je slozen z nanovlaken obsahujicich aktivni
latku. Interakce mezi polymerem a aktivni latkou zavisi na fyzikaln¢ chemickych vlastnostech.
Napriiklad biodegradabilni polyestery jsou hydrofobni, umoziuji tedy inkorporaci spiSe
lipofilnich molekul. Vodorozpustné polymery jako napt. PVA, PEG umoznuji inkorporaci
hydrofilnich latek, je vSak zapotiebi jejich sitovani pro zajisténi stability scaffoldu ve vodném
prostiedi.

Dalsi moznosti je kombinace technologii pro konecnou vyrobu scaffoldu. Muze byt
kombinovéan napt. elektrospinning a electrospraying. Elektrospraying je metoda umoziujici
vyorbu nano-/mikrocastic, které mohou obsahovat i1 aktivni latky. Elektrospraying mtze byt
pouzit jako povrchova modifikace scaffoldu, kdy jsou aktivni latky enkaspulovany pouze na
povrchu tkanového nosice. Pro vétsi ,loading™ aktivni latky a rovnomérné rozprostieni
biomolekul je mozné vyuzit kombinace technologii elektrospinningu a elektrosprayingu ptimo
pii vyrobé, kdy jsou soucasné tvofena nanovlakna a nanocastice.

Dalsi velmi vyuzivanou technologii pro fizené dodavani 1é¢iv je koaxidlni zvldkinovani (core-
shell electrospinning). Vznikajici vldkna typu jadro-plast’ obsahuji uvnitf aktivni latky, které
jsou chranény polymernim plastém. Tato technologie tedy umoziuje inkorporaci latek, které
by pomoci klasického elektrostatického zvlakniovani byly poskozeny jako napf. proteiny apod.
Nevyhodou koaxiadlniho zvldknovani je zajiSténi opakovatelnosti vyroby materialu, coz je u
medicindlnich aplikaci velmi podstatné.

Emulzni zvldknovani umoZiluje kombinaci hydrofilnich a hydrofobnich latek pro vyslednou
strukturu. Emulze je tvofena dvéma nemisitelnymi roztoky. Vldknotvorny polymer je obvykle
rozpusStén v organickém rozpoustédle, zatimco aktivni latka je rozpusSténa ve vode. U vSech
zminénych technologii je zapotiebi optimalizovat procesni parametry, coz je u takto
komplikovanych procesi pomérné slozité.
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Obr. 35: Schéma mozné inkorporace aktivnich latek do nanovidkennych tkanovych nosicu:
blending electrospinning (A), elektrospinning + elektrospraying (B), core-shell elektrospinning

(©).
Blend / coaxial / emulzni zvidkiiovani

Mimo vySe zminéné metody, které vyuzivaji elektrostatické zvlaknovani v jeho modifikacich
je také mozné vyuzit nosice 1é¢iv jako jsou napf. micely, liposomy, dendrimery ¢i nanoc¢astice
(viz obr. 36). Tyto nosice l1ze pro cilenou dopravu 1é¢iv vyuzit bud’ samostatné nebo také
v kombinaci s nanovlakny.

Micely jsou struktury tvofené jednou vrstvou molekul specificky uspofadanych tak, Ze ve
vodném prostfedi hydrofilni konce sméfuji ven a hydrofobni konce dovniti micel. Jejich
velikost se pohybuje v rozmezi 10-100 nm. Vyuzivaji se zejména pro transport hydrofobnich
aktivnich latek.

Liposomy jsou struktury tvofené fosfolipidovou dvouvrstvou, uvnitf které je dutina s obsahem
aktivni latky. Velikost liposomi se pohybuje v rozmezi 80-300 nm. Vzhledem k obdobné
stavbe liposomi a bunééné membrany dochazi v organismu ke splynuti a k uvolnéni aktivni
latky pfimo do bunky.

Dendrimery jsou uspotfddané rozvétvené molekuly s pfesné fizenou strukturou. Jsou tvofené
jadrem, dendrony a povrchovymi funkénimi skupinami. Jadro mize byt tvoieno atomem nebo
moekulou, na kterou jsou piipojeny dendrony. Na povrchu se pak vyskytuji funkéni skupiny,
které mohou v organismu reagovat s receptory bunék. Aktivni latky mohou byt inkorporovany
do nitra dendrimerti (do vzniklych kavit dendronti) nebo navazany na jejich povrch. Jejich
velikost se pohybuje v rozmezi 1-10 nm.

Nanocastice jsou velmi vyuzivané pro cilené dodavani 1é¢iv. Jejich velikost miize byt mezi 1 a
100 nm v zavislosti na typu nanocastic (polymerni, magnetické). Aktivni latky mohou byt
vazany jak uvnitt, tak i na povrchu nanocastic.
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Obr. 36: Systémy cileného doddvani léciv: micely (A), liposomy (B), dendrimery (C),
nanocastice (D).

Vyuziti konkrétni technologie se odviji od pozadovaného uvoliiovani aktivni latky. Jsou
aplikace, kdy je vyzadovano dlouhodobé postupné uvoliiovani latky v koncentracnim rozmezi,
které je terapeuticky vyhodné (nad mezi u¢innosti a pod mezi toxicity — viz obr. 37). Kinetika
uvoliiovani aktivni latky je vzdy zavisld na fyzikélné chemickych vlastnostech pouzitého
polymerniho materidlu a inkorporované latky, na loadingu biomolekul a prostfedi, ve kterém
se scaffold nachéazi. Kazda aplikace vyzaduje jinou kinetiku uvoliiovani latek (maximalni
ucinna a netoxicka koncentrace, dlouhodobé¢ uvoliovani v fadu dnti / mésicit). Zpocatku mize
dochazet k vysokému nartstu koncentrace latky, tzv. burst release.
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Obr. 37: Graf koncentrace uvolnovani aktivni latky v zavislosti na case. Mnozstvi uvolnéni
aktivni latky by se mélo pohybovat v terapeutickém rozmezi (nad mezi ucinnosti, pod mezi
toxicity). Idedlné by mélo byt dosazeno postupného uvoliiovani dané latky v co nejdelsim
Casovém useku.

6.3. Charakterizace modifikovanych tkanovych nosici

Modifikované scaffoldy je nutné charakterizovat, coz byva zvlasté u nanovlakennych materiala
obtizné. U povrchové modifikace znesnadiiuje méteni nerovny povrch. Pro analyzu povrchu se
vyuziva rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS X-ray photoelectron spectroscopy).
Povrch vzorku je ozafen pomoci rtg zafeni a méfi se emitované elektrony z povrchu vzorku
(tzv. fotoelektricky jev).

U materidlti obsahujicich bioaktivni latku je nutné védét, zda je pfidana latka pfitomna na
povrchu / ve struktufe scaffoldu, zda je navazana kovalentné ¢i nekovalentné a jak stabilni je
ve vodném prostiedi. Pro ovéfeni pfitomnosti latky se vyuziva nejcastéji metoda FTIR. Je nutna
kvantifikace loadingu aktivni latky, nelze pfedpokladat, ze vSe, co bylo zpracovano, je pfitomno
ve finalnim scaffoldu. Pro méfeni obsahu aktivni latky mohou byt vyuzity metody HPLC,
metody elementarni analyzy (napif. CHNS elementarni analyza) nebo nuklearni magneticka
rezonance Vv pevné fazi (solid state NMR). Detaily jednotlivych analytickych technik jsou nad
ramec této publikace.

Kromé pocatecniho obsahu latky ve scaffoldu je nutné znat kinetiku uvoliovani inkorporované
aktivni latky. Je nutné v laboratornich podminkach nasimulovat prostedi organismu — umistit
scaffold do vodného prostiedi (nejCastéji se vyuziva pufr nebo kultivatni médium), umistit jej
do inkubatoru pii 37°C a v pribéznych intervalech odebirat pufr / médium a métit mnozstvi
uvolnéné latky do roztoku. Doba méfeni je zavisld na dob€ uvoliovani latky ze scaffoldu, miize
se jednat o hodiny az mésice, proto je nutné zvolit optimalni doby odbéru vzorki. Po skonceni
analyzy je vhodné charakterizovat scaffold z hlediska zmény struktury, tbytku hmotnosti,
zmény krystalinity, mechanickych vlastnosti atd.
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7. Sterilizace scaffoldu

Jana Horakova

Dulezité pojmy: sterilizace, dezinfekce, asepticka vyroba scaffoldu, terminalni sterilizace,
fyzikalni / chemicka sterilizace, autoklav, gamma zareni, plazmova sterilizace, ethylen oxid,
peroctova kyselina, UV zareni, ethanol, jod, superkriticky CO», antibiotika, lyofilizace

Scaffoldy urcené pro nahradu tkdni musi byt sterilni, tzn. nesmi obsahovat mikroorganismy.
Proces sterilizace se provadi za ucelem usmrceni vSech Zivotaschopnych mikroorganisma
véetné spori?, vajicek ¢ervil a virdi. Jako dezinfekce se oznacuji mirng&jsi postupy, které vedou
ke zniCeni patogennich mikroorganismi v daném prostiedi. Nemusi vSak vést k usmrceni
klidovych stadii bakterii ¢i inaktivaci vird. Dezinfekéni postupy proto nejsou dostatecné pro
implantovatelné scaffoldy. Casto se viak dezinfekéni postupy pouzivaji pred in vitro
testovanim. Zpusob sterilizace / dezinfekce ovliviluje materidlové vlastnosti tkanovych nosicu,
proto by celkové testovani scaffoldu (materialové, in vitro, in vivo) mélo byt provadéno se
sterilnimi materialy.

Sterility scaffoldi 1ze docilit dvéma cestami. Jednou z nich je vyroba materidlu za aseptickych
podminek. Tento zplsob se vyuziva napft. u biotisku, kde jsou jiz soucasti materidlu bunky.
Tento pfistup je velmi narocny — procesné i ekonomicky, proto se V praxi upfednostituje spise
proces tzv. termindlni sterilizace. Scaffold je vyroben v Cistych prostorech za normaélnich
podminek bez naroki na sterilitu prostiedi a nasledné je podroben sterilizaci. Pro kazdy material
je nutné najit vhodnou metodu sterilizace, ovéfit jeji vliv na materidlové vlastnosti a ucinnost
sterilizace.

Steriliza¢ni postupy jsou zakotveny v legislativé. Kazda sterilizacni metoda vyzaduje jiny typ
baleni materialu, probiha za rtiznych podminek. Je nutné fidit se danou legislativou, zaroven je
vSak tieba mit na zieteli moznost odlisSného chovani nové vyvijenych materiald. Obzvlasté u
poréznich biodegradabilnich polymeri mohou nastat problémy se spravnou metodou
sterilizace. Adekvatné zvolena metoda sterilizace je tedy velmi kliCovou soucasti vyvoje
scaffoldu pro danou aplikaci.

Metody sterilizace se déli na fyzikalni a chemické. Mezi fyzikalni metody patii plisobeni tepla,
radiacni a plazmova sterilizace. Chemické steriliza¢ni postupy jsou zalozeny na ptisobeni plynii
(ethylen oxid) nebo kapalin (peroctova kyselina). V nasledujicich odstavcich budou stru¢né
popsany jednotlivé sterilizacni postupy. Vliv sterilizace bude demonstrovan na elektrostaticky
zvlaknéném polykaprolaktonu. Vzhledem k rozsitenosti dezinfekénich postupti budou strucné
nastinény 1 metody dezinfekce pomoci UV zatfeni (fyzikalni dezinfekce), ethanolu a jodu
(chemické dezinfekce). V zavéru kapitoly budou nastinény nékteré nové sméry sterilizacnich
technik, které doposud nejsou plos$n€ vyuzivany.

10 spora — klidové stadium bakterii, ve kterych mohou piezivat v nepfiznivych podminkach po velmi
dlouhou dobu (stovky let). Pii zmén¢ okolnich podminek se bakterie opét mohou vratit do vegetativniho
stadia a zacit se rychle mnozit. Spory jsou tvofeny nékolika vrstvami, které jim zajistuji vysokou
odolnost. Dezinfekeni techniky nedokazi spory odstranit.
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7.1.Steriliza¢ni metody

7.1.1. Tepelna sterilizace

Metody zalozené na tepelné sterilizaci jsou metodou prvni volby, ¢asto vSak nemohou byt
pouzity kvili termosenzitivité mnohych materiald. Pro tepelnou sterilizaci se vyuziva zatizeni
autoklav, ve kterém probihd proces sterilizace plisobenim vodni pary za zvySené teploty
(obvykle 121°C) a tlaku (101,3 kPa) po dobu 23 minut. Autoklavovani je rutinni laboratorni
ukon provadény za tcelem sterilizace predevsim skla a roztok pouzivanych v biologickych
laboratofich. Autoklav je obvykle soucasti kazdé laboratoie, tudiz se jedna o nejlépe dostupnou
sterilizacni techniku. Sterility je dosazeno pouze fyzikalni cestou, nedochazi tedy k zadnym
chemickym reakcim. Pii zvySené teploté vSak muze dochazet k tdni materidlu nebo jeho
hydrolytické degradaci diky pfitomnosti pary. U poréznich materiald je ¢asto nutné upravit
podminky sterilizaéniho procesu (teplotu, tlak, dobu pisobeni). Pro biodegradabilni
polykaprolaton nelze tuto steriliza¢ni metodu pouzit diky jeho nizké teploté tani (59-64°C). Po
autoklavovani se z nanovlakenného materialu stala hladka folie.

7.1.2. Radiaéni sterilizace

Pro sterilizaci jsou nejcastéji vyuzivany 2 typy ionizujiciho zéafeni — gamma zéafeni a
elektronovy paprsek. Gamma zafeni je elektromagnetické zateni, které je nejcastéji generovano
rozpadem kobaltu 60 (®°Co). Obvykla sterilizaéni davka 25 kGy je d4na normou (CSN EN ISO
11137: Sterilizace vyrobkil pro zdravotni péci — Sterilizace zafenim), mlze se vSak liSit podle
typu materialu (obvykle v rozmezi 10-40 kGy). Elektronovy paprsek je urychleny proud
elektrontl, ktery ma nizsi penetracni schopnost nez gamma zafeni, pouzivané sterilizacni davky
jsou vyssi (10-60 kGy). Vyhodou téchto sterilizacnich technik je nizka teplota (30-40°C),
rychlost sterilizace, efektivita, nepfitomnost toxickych rezidui. Metoda plisobeni ionizujiciho
zéafeni na mikroorganismy spociva v naruseni nukleovych kyselin nasledkem ptenosu energie
a vzniku reaktivnich produktii kysliku!! (ROS=reactive oxygen species), které narusuji bun&ené
komponenty.

Nevyhodou radia¢ni sterilizace mliZe byt zména struktury a vlastnosti materialu. Mze dochazet
ke zvySeni hydrofilicity povrchu materidlu, ke zméné molekulové hmotnosti — jejimu sniZeni
diky $tépeni polymerniho fetézce nebo naopak k jejimu zvyseni diky zniku crosslinki mezi
fetézci, pfipadné mohou nastat oba déje najednou, ke zméné mechanickych vlastnosti a
rychlosti degradace. Neni mozné zajistit vzdy stejnou davku ionizujiciho zareni, kterd miize
ovlivitovat dopad na materialové vlastnosti. Pfi pozadavku na sterilizaci se voli nejnizsi
poZadovana davka (napft. 25 kGy), skute¢nd davka vSak byva o néco vyssi, aby byla zajisténa
pfedevsim sterilita materidlu. Po sterilizaci elektrostaticky zvldknéného polykaprolaktonu
nedoslo ke zméné morfologie materialu, byla pozorovdna vyssSi proliferace fibroblasta

11 Reaktivni formy kysliku (ROS) — jsou chemicky reaktivni latky obsahujici kyslik jako napf. peroxidy,
superoxid, hydroxylové radikaly. Vznikaji v téle v ur¢ité mife pfirozené, jsou dulezitou soucasti
bunécné signalizace a biochemickych dé&ju. Za urcitych podminek v§ak mize dochazet k vyssi tvorbé
téchto ROS, coz miize vést k naruSeni bunck. Tento stav se oznacuje jako oxidacni stres.
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zapii¢inéna pravdépodobné zvysenou hydrofilicitou povrchu. V Ceské republice zajistuje
radiacni sterilizaci napft. firma BIOSTER a.s.

7.1.3. Plazmova sterilizace

Sterilizace plazmou probihd v plynné atmosféie. Mohou byt vyuzity inertni plyny jako napf.
argon, piipadné pro vyssi ucinnost sterilizace je pouzivan peroxid vodiku, ze kterého jsou
generovany vysoce reaktivni radikdly. Vyhodou plazmové sterilizace je nizka teplota (do
50°C), rychlost. Diky vzniku volnych radikalti dochazi ke zméné materidlovych vlastnosti —
bylo pozorovéno zvySeni hydrofilicity povrchu. Materidlové vlastnosti se nasledné¢ mohou
menit v ¢ase, je proto nutné sledovat stabilitu téchto zmén. V materidlu mohou ziistavat toxicka
rezidua, ktera mohou ovliviiovat bunécné interakce. Po plazmové sterilizaci nanovlakenného
polykaprolaktonu byla pozorovana na nékterych mistech zména morfologie materidlu —
z vlaken se stala hladka folie. Pfestoze se jedna o nizkoteplotni sterilizaci, pravdépodobné doslo
mistné k prekroceni teploty tani polykaprolaktonu, tudiz se tato sterilizaéni metoda nejevi jako
vhodna pro tento typ materidlu. Plazmové sterilizatory byvaji dostupné ve vétSich nemocnicich,
napf. v Krajské nemocnici Liberec nebo v Ustéedni vojenské nemocnici v Praze.

7.1.4. Sterilizace ethylen oxidem

Ethylen oxid (EtOx) je toxicky, karcinogenni plyn. Sterilizaci pomoci ethylen oxidu se vénuje
norma CSN EN ISO 10993-7 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkti — Cast 7:
Rezidua pfi sterilizaci ethylenoxidem. Jedna se o chemickou sterilizaci pisobenim ethylen
oxidu, ktery pisobi nevratnou alkylaci biomolekul (nukleovych kyselin, proteintt), coZ nasledné
vede Kk zastavé bunétného metabolismu a déleni bunék. Efektivita sterilizace zavisi na
pouzitych podminkach jako napi. koncentrace ethylen oxidu, teplota (obvykle mezi 30-60°C),
vihkost (40-80%) a doba ptisobeni (3-6 hodin). Obecné se jedna o velmi u¢innou nizkoteplotni
sterilizacni metodu.

Mezi nevyhody sterilizace pomoci ethylen oxidu patii pfedevsim ptitomnost toxickych rezidui.
Po provedenti sterilizace je nutné material odvétravat po dobu cca 2 tydnt. Doba odvétrani se
1i8i pro kazdy typ materialu, je nutné sledovat rezidua ethylen oxidu na materialu v ¢ase — viz
vys$e zminéna norma CSN EN ISO 10993-7. Z diivodu nebezpeénosti ethylen oxidu (hoflavy,
vybusny, toxicky, karcinogenni plyn) je dualezit¢ dodrzovani bezpecnosti prace persondlu
obsluhujiciho toto sterilizacni zafizeni. Sterilizace ethylen oxidem také vede ke zméné
materialovych vlastnosti. Po sterilizaci elektrostaticky zvlaknéného polykaprolaktonu nebyla
pozorovana zména morfologie vladken, dochédzelo k pomalejsi proliferaci fibroblasti na
scaffoldech sterilizovanych pomoci nizkoteplotniho ethylen oxidu v porovnani s ostatnimi
testovanymi steriliza¢nimi metodami. Bunéénéa adheze a proliferace vSak probihala, materiél
tedy nejevil cytotoxické vlastnosti. Sterilizatory zaloZené na pisobeni ethylen oxidu jsou
dostupné ve vétsich nemocnicich, napt. v Ustiedni vojenské nemocnici v Praze, kde je
k dispozici nizkoteplotni sterilizace pii 37°C nebo vysokoteplotni sterilizace pii 55°C. Dale je
mozné zakoupit laboratorni sterilizatory Anprolene (firma Andersen Products Inc.), které
umoznuji sterilizaci materidli pfi pokojové teploté. Tento laboratorni ethylen oxidovy
sterilizator je dostupny i na KNT FT TUL.
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7.1.5. Sterilizace peroctovou kyselinou

Kyselina peroctova (peroxyoctovd, PAA) je Cird bezbarvd kapalina s ostrym octovym
zapachem. Ma silné oxidacni vlastnosti, které zplsobuji enzymatickou inaktivaci
mikroorganismi. Pro sterilizaci se pouziva obvykle v koncentracich 0,05-1%. Tato chemicka
sterilizace je velmi efektivni, probiha za pokojové teploty. Mize vSak pusobit zménu
materidlovych vlastnosti a zanechavat kyseld rezidua. Na trhu je k dostani napt. pfipravek
Persteril, ktery obsahuje kyselinu peroctovou jako aktivni slozku. Nachazi Siroké vyuziti pro
dezinfekci povrchti a nastrojii v nejriznéjsich odvétvich. Po sterilizaci nanovlakenného
polykaprolaktonu smocenim v fedéné peroctové kyseliné (0,5% PAA ve 20% ethanolu)
nedoslo ke zmén€ materidlovych vlastnosti, byla pozorovana adheze i proliferace fibroblasta.
Mozna ptitomnost kyselych rezidui byla odstranéna dvojnasobnym oplachem pied in vitro
testovanim.

7.2. Dezinfek¢ni metody

Prestoze tkanové nosice musi projit procesem sterilizace, nikoliv jen dezinfekénim postupem,
byvaji dezinfekéni techniky pouzivany napt. pied in vitro testovanim. Tento postup neni zcela
spravny, jelikoz sterilizaci mtiize dochazek ke zméné materidlovych vlastnosti, které se mohou
projevit i v interakci bunck s materialem. Nicmén¢ v literatufe se Casto objevuji i tyto postupy,
proto budou v této kapitoly zminény i dezinfekéni techniky, mezi které patii UV zafeni,
pusobeni ethanolu a jodu.

7.2.1. UV zdaieni

Ultrafialové zafeni je elektromagnetické zafeni s vinovou délkou kratsi nez viditelné svétlo a
delsi nez rentgenové zateni (cca 10-400 nm). Pro usmrceni mikroorganismll se nejcastéji
pouziva UV zéfeni o vlnové délce v rozmezi 200-280 nm, pfi¢emz nejucinngjsi je popisovana
vlnova délka 260 nm. Pro zajisténi ucinnosti této dezinfekéni metody je také dilezitd doba
pusobeni UV zéfeni. UV zafeni poSkozuje DNA mikroorganisml diky excitaci elektronli a
akumulaci fotoproduktt.. Tento zptisob dezinfekce je G¢inny na povrchy predmétti, mize byt
pouzit u pruhlednych scaffoldi. U objemnych 3D seriali nedochazi k plné penetraci do
struktury materialli a neni dosaZeno kompletniho odstranéni mikroorganismu. Dal$i nevyhodou
UV zafeni je rizn4 citlivost mikroorganismii na UV zafeni. Spory, priony? a nékteré viry jsou
na UV zafeni rezistentni. UV zdfeni mlize také ovliviiovat materidlové vlastnosti scaffolda.
V biologickych laboratotich se UV zafeni béZné vyuZiva pro dezinfekci povrchil v laminarnich
boxech, jedna se tedy o dostupnou techniku.

7.2.2. Ethanolova dezinfekce

Pouziti ethanolu je velmi rozsifené v biologickych laboratofich pro dezinfekci povrchi.
Vyuziva se proto velmi Casto jako presterilizace scaffoldii pred nasazenim buné¢k. Ethanol se
pouziva nejcastéji o koncentracich 60-80 %. Jedna se o velmi levnou, nizkoteplotni, rychlou a
nendro¢nou dezinfekéni techniku. Ethanol plsobi denaturaci proteinli, dehydrataci bunck,

12 priony — infekéni prionové bilkoviny, které mohou byt piivodci neurodegenerativnich chorob lidi a
zvitat jako napt. Creutzfeld-Jacobova nemoc, bovinni spongiformni encefalopatie (BSE, nemoc
Silenych krav).
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rozruSeni lipidi cytoplazmatické membrany, coz vede k usmrceni mikroorganismu. Dezinfekce
etanolem vSak neni zcela efektivni na celé spektrum mikroorganismi, neptisobi na spory
bakterii a nékteré¢ typy virt. Pouziti ethanolu také mize ovlivilovat materidlové vlastnosti. Po
pusobeni etanolu je doporucovan oplach vodou / pufrem pro dikladné odstranéni zbytki
ethanolu.

7.2.3. Dezinfekce jodem

Jod se Casto pouziva pro dezinfekci kize, sliznic a ran. Na trhu je mnoho pfipravkl na bazi
jodu, napt. Betadine. Pro dezinfekci scaffoldl se ptilis§ nevyuziva, vliv této metody na vlastnosti
scaffoldl tedy nejsou prozatim zcela prozkoumany. Jod je velmi a¢inny na Siroké spektrum
mikroorganismil, piesny mechanismus puisobeni neni znamy. Piedpoklada se, ze k poskozeni
mikroorganismii dochazi vlivem oxidace, ionizace a poSkozeni membran. Dulezitymi
parametry dezinfekce jsou koncentrace volného jodu v roztoku (obvykle 0,1 %), rozpoustédlo
(velmi ucinny je polyvinylpyrrolidon), pH.

Pouzita a doporucena literatura:

Rogers W.J. Sterilization of polymer healthcare products. Rapra Technology, 2005. ISBN: 1-
85957-490-4.

Rediguieri C.F., Sassonia R.C., Dua K., Kikuchi S., Pinto T.J.A. Impact of sterilization
techniques on electrospun scaffolds for tissue engineering. Eurpean Polymer Journal 2016,
82: 181-95. DOI: 10.1016/j.eurpolym;j.2016.07.016

Dai Z., Ronholm J., Tian Y., Sethi B., Cao X. Sterilization techniques for biodegradable
scaffolds in tissue engineering applications. Journal of Tissue Engineering 2016, 7: 1-13.
DOI: 10.1177/2041731416648810

Horakova J., Klicova M., Erben J., Klapstova A., Novotny V., Behalek L., Chvojka J. Impact
of various sterilization and disinfection techniques on electrospun poly-e-caprolactone. ACS
Omega 2020, 5(15): 8885-92. DOI: 10.1021/acsomega.0c00503

79


https://doi.org/10.1016/j.eurpolymj.2016.07.016
https://doi.org/10.1021/acsomega.0c00503

