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ANOTACE

ANOTACE

Tkanove inzenyrstvi je multidisciplinarni védni obor, ktery v sobé zahrnuje spojeni
znalosti z oblasti chemie, fyziky, biologie, inZenyrstvi nebo mediciny. Tento novy vedni
obor je definovdn jako aplikace principd a metod inzenyrstvi a prirodnich ved, vedouci
k zdkladnimu porozumeni mezi strukturou a funkci zdravych a poskozenych tkani
savcl a vyvoji jejich biologickych ndhrad, vedoucich k jejich regeneraci, obnoveni nebo
vylepseni funkce. Cilem tkanoveho inzenyrstvi je vyvoj biokompozitnich materiald pro
regeneraci poskozenych tkani a organd, a to za pomoci novych materidald, imitujicich
strukturu zive tkané, nebo kombinace bunék a materidld, tzv. scaffoldd, ktere slouzi pro
umele vytvoreni nebo ndhradu prirozeného prostredi bunék.

Dle tohoto se tkanove inzenyrstvi a take tato skripta deli na tri zakladni casti: prvni
venujici se vyvoji vhodnych materidld, druhd zameérend na bunky, jejich izolaci, kultivaci
a zabezpecenijejich dostatecneho poctu a kvality pro efektivnilecbu a treti Cast venuijici
se prave kombinaci téchto materidald a bunek a tak vyvoji findlniho produktu pro lécbu

specifickych poskozenych tkani nebo orgdanu.

ABSTRACT

Tissue engineeringis a multidisciplinary field which combines the knowledge of chemistry,
physics, biology, engineering or medicine. Itis defined as a scientific discipline which applies
the principles and methods of engineering and life sciences in order to understand the
relationship between structure and function of healthy or damaged mammalian tissue
and to develop its biological substitutes that regenerate restore or improve its function.
The aim of tissue engineering is the development of biocomposite materials, favourably
in combination with appropriate cells, which lead to successful regeneration of damaged
tissue and organs and the development of new materials to be used as artificial natural
environment for cells or mimicking the structure of living tissue and extracellular matrix.

According to this description, tissue engineering and also this manuscript are divided in
three parts: the first part deals with development of suitable materials, the second part
focuses on cells and theirisolation, cultivation and achieving sufficient quantity and quality
for effective treatment, and the final part describes the combination of the materials and

the cells to develop the final product for treating damaged tissues or organs.
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KAPITOLA 1 TKANOVE INZENYRSTVI

KAPITOLA 1
TKANOVE INZENYRSTVIi

Lucie Wolfovad

Veédni obor s ndzvem Tkanove inzenyrstvi vznikl v roce 1988 a byl definovan jako
aplikace principd a metodinzenyrstvia prirodnich véd vedouci k zakladnimu porozumeni
mezi strukturou a funkci zdravych a poskozenych tkani savcd a vyvoj jejich biologickych
nahrad vedoucich k jejich regeneraci, obnoveni nebo vylepseni funkce. V dnesni dobeé
je tomuto oboru vénovana velkd pozornost a je jednim z klicovych pristupd v radmci

regenerativni mediciny.

Obr. 1 Moznosti tkanoveho inzenyrstvi (Josie Glausiusz, foto Rebecca Hale, NGM Staff,

zdroj: http://ngm.nationalgeographic.com/2011/03/big-idea/organ-regeneration-text)

Jednd se o multidisciplinarni védni obor, ktery spojuje znalosti z chemie, fyziky,
biologie, prirodnich véd, inZenyrstvi nebo mediciny apod. a zahrnuje vyzkum a vyvoj
v rdmci materidald, bunécné biologie, biomechaniky, povrchd nebo napr. z oblasti
bunécne interakce s materidly a genetiky. Jednim z hlavnich cild tkadnoveho inzenyrstvi

jein vitro' vyvoj tzv. scaffoldd, vedoucich k dosazeni Uspésné regenerace poskozenych

!in vitro a in vivo jsou odborné terminy pouzivané napr. v mediciné nebo biologii a dalsich pribuznych
oborech, znacici obecné podminky a prostredi v rdmci prace s organismy a jejich ¢astmi. Vyraz in vitro
znaci praci v umelych podminkdch, napr. v laboratori a vyraz in vivo prdci v prirozenych podminkdach,

Vv Zivém organismu
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tkani a organd. To vse za pomoci kombinace bunék a tzv. biomateridld, slouzicich pro
umele vytvoreni a imitaci prirozeneho prostredi bunek pro jejich kultivaci, proliferaci
a diferenciaci. Rozvoj anesteézie v polovine 19. stoleti umoznil rozvoj mediciny a zrychlil
vyvoj chirurgickych zdkrokd. Medicina se tak dostala od svého pocatku, kdy jejim
ukolem bylo ,proste” zachrdneni zivota, bez ohledu na ndslednou kvalitu zivota, az
ke snaze pIné obnovy poskozenych orgdnd. V dnesni dobé je za timto Ucelem jednou
z nejdulezitgjSich technik transplantace orgdnd nebo tkani. Bohuzel vhodnych darcd pro
transplantace je velky nedostatek a i samotnd transplantace ma sva uskali a je potreba
potlacit imunitu darce, aby nedoslo k odmitnuti implantatu. Tomuto se zabranuje napr.
poddavanim imunosupresiv, kterée ale maji vyrazne vedlejsi ucinky, jako je napr. vetsi
nachylnost organismu k infekci nebo virovym onemocnénim. Dalsim problémem je takeé
kratkd zivotnost ddrcovskych tkani a orgdnd apod. Na zdkladé potreby vyreseni téchto
problemud miliond pacientd po celem svete, vzniklo prave tkanove inzenyrstvi.

Historie tkanoveho inzenyrstvi je tézko zmapovatelna prave kvdli jeji komplexnosti,
ale je uzce spojena s vyvojem v oblasti biologie (izolace a kultivace bunék, genetika,
biochemie), s vyvojem v mediciné (transplantace, rozsireni umélych ndahrad apod.)
a take s vyvojem v materiglovem inzenyrstvi, se snahou vyvinout materidl priblizujici
se co nejvice mezibunécné hmoté orgdnu a tkani. Lze fici, Ze prvni ndznaky tkdnoveho
inzenyrstvi jsou spojeny s hojenim ran a transplantacemi tkani. Na pocatku 20. stoleti
byly zaznamendny prvni Uspésné autologni transplantace kdze, pricemz zaklady odbéru
kdze jsou dany jiz z 1. poloviny 19. stoleti. Béhem 1. a 2. svetove valky byl zaznamendn
dalsi vyznamny pokrok a rozvoj na poli regenerativni a plastické chirurgie. Ddlezitymi
jsou i pocdatky transplantace orgdnu, kdy napr. v /0.tych letech 20. stoleti probéhla prvni
transplantace srdce. Z hlediska biologie je dulezitym meznikem konec 19. Stoleti, kdy bylo
zjisténo, Zze hojeni tkané je zplsobeno bunécnou proliferaci. Tento objev ved! ke snaze
kultivace bunék mimo télo - tzv. in vitro a byl spojeny s dalsim milnikem v kultivaci bunék
s pouzitim rustovych faktord v 1. polovine 20 stoleti. Prvni roky tkanoveho inzenyrstvi byly
zalozeny prave na bunecnych kulturdch. Na pocdatku /0. let 20 stoleti byla pak pouzita
kombinace chondrocytd a ,scaffoldu” z kosti, za Ucelem regenerace chrupavky, resp.
produkce nove chrupavcite tkane, coz se ale nepodarilo. Nicméne byl timto uréen smer
vyvoje tohoto oboru. Také diky rozvoji genetiky, ktery ved! k ddkladnéjsSimu prizkumu
DNA a klonovani a diky kteremu se dnes napr. vyuzivaji kmenove bunky.

Aplikace tkanoveho inzenyrstvi v soudobée medicing, tak muze prindset urychleni
prirozeného hojeni poskozeni lidského organismu, které je napr. omezené u starsich
pacientd, nebo pacientd trpicich rdznymi onemocnénimi omezujicimi hojeni a regeneraci

tkani jako je napr. cukrovka apod. V kombinaci s lepsim porozumenim struktury bunék
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a tkani, jejich biologii a fyziologii mdze tkdnoveé inZenyrstvi nabidnout nové moznosti pro
pacienty potrebujici ndhradu nebo opravu poskozenych orgdnd jako je napr. umeéld kdze
pri lécbé popdlenin, dychacich cest, slinivky, kardiovaskuldrniho systéem (napr. ndhrada
srdecni chlopné, umélé cévy a podobné), Iecba defektd kolenni chrupavky nebo kosti,
mocovych cest, v zubnim lekarstvi apod. Tato lecba predstavuje take redinou alternativu
k lécbé celé rady degenerativnich a tzv. civilizacnich chorob, vcetné onemocnéni
nervoveho systemu.

V ramci tkanoveho inzenyrstvi mdzeme rozlisit tri zakladni typy lecby. Prvnim z nich je
bunécnad terapie, kdy jsou na misto poskozeni transplantovany pouze bunky; druhym je
vyuziti pouze materidld - scaffoldd bez zaclenénych bunék a tretim je vyuziti kombinace
bunék a scaffoldd popr. biologicky aktivnich latek a scaffoldd, nejlépe ovsem vsech tri
slozek, k Cemuz se pristupuje v posledni dobe. Vsechny tyto pristupy k lécbe maji sve
vyhody i nevyhody a vyuziti jednotlivych pristuptd zdvisi predevsim na aplikaci.

Cosetykdbunecneterapie, jejivyhodou je jednoduchost, bunky jsou na misto aplikovany
vetsinou pouze injekéné - vpichnutim do mista defektu. Vynechdnim slozitych procedur
dochazi ke zvyseni moznosti efektivni leéCby, zmensSeni vyskytu nezadoucich reakci a take
k pripadnému zlevneni. Nevyhodou je Castd migrace bunék z mista aplikace a defektu
(nejsou nijak fixovany), popr. snizeni funkénosti bunék, protoze potrebuji spravnou vyzivu
a prostredi pro rdst, coz je zprostredkovavano ve vetsing pripadd pravé mezibunécnou
hmotou, bez ktere mohou bunky, i uhynout coz vede k vyraznemu snizeni efektivity leCby.
Bunecna terapie je vyuzivaina napr. v ramci lecby nervovych onemocnéni, nebo v ramci
leCby cukrovky, kterd je nyni ve fazi klinickeho testovani.

Vyuziti samostatnych bezbunécnych materidld je jednodussi a Casove take vyhodnéjsi,
protoze neni potreba bunecne izolace nebo kultivace, ovsern moznosti aplikace jsou take
omezené. Mohou se vyuzivat jako augmentacni materidl (vypIné) napr. v oblasti zubniho
lékarstvi, nebo v pripadech, kdy md poskozend tkan velkou schopnost regenerace a je
predpoklad, ze dojde k migraci bunék z okolni zdrave tkané do scaffoldu. Dany materidl
v tomto pripade slouzi pouze jako docasnd vypln daneho defektu. Bohuzel u vetsiny tkani
neni tato lecba take dostatecné efektivni, protoze nedochdzi k tvorbe nove mezibunecne
hmoty, kterou zabezpecuji prave bunky.

Ztohotoddvodujehlavnimcilem tkanovehoinzenyrstvivyzkum avyvoj prave bunécnych
scaffoldd. Jako priklad Ize uvest napr. leCbu defektd kloubni chrupavky, kdy v pripadé
leCby zalozené pouze na bunecne terapii nedochdzi k vyraznému zlepseni hojeni, protoze
bunky difunduji do okolni tkadneé a v miste defektu se uchyti pouze male procento. Lecba
pomoci bezbunecnych materiald take neni vhodnd, protoze chrupavdita tkan je slozena

bunkami - pouze asi z S %, které nemaji tendenci migrovat do vyplné defektu a efektivni
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lecba je dosazena pouze u defektd mensich nez 5-6 mm. Pri poranéni chrupavky jsou
defekty ale z vice nez 80% vetsi, a proto nedochdzi k efektivni lecbé a hojeni. Proto je zde
s vyhodou vyuzivano prave scaffoldd se zabudovanymi bunkami, vedoucich ke slionym

vysledkdm v ramci léCby a regeneraci poskozené tkané.

1.1 HLAVNi SMERY TKANOVEHO INZENYRSTVi

Jak bylo receno v uvodu, tkanove inzenyrstvije zamerené na oblast lecby tkanovych
defektd, regenerace nebo transplantace orgdnd apod. a zahrnuje v sobé zdkladni
poznani funkci a slozeni jaok zdravych tak poskozenych tkani a vyvoj jejich biologickych

ndhrad, za ucelem vylepseni, nahrazeni, opraveni nebo podpory jejich funkce.

Hlavni principy tkanoveho inzenyrstvi proto jsou:
izolace bunek z tkané
navyseni jejich poctu
jejich in vitro implementace do vhodneho materidlu - scaffoldu
ndslednd bunecnd kultivace vedouci k jejich dalsSimu mnozeni a predevsim
k produkci mezibunécne hmoty prislusne tkane

aplikace do mista poskozeni

y,,\\@ T s,,\,X kultlvace bunék
- 00
@ izolace bunék (W
a @QQ@@ \ ) scaffold
o0Ce \ y

rust tkané

Obr. 2 Schéma zdkladnich principd tkdRnoveho inZzenyrstvi (na zdkladé zdroje: http://
biomed.brown.edu/Courses/BI108/BI108_2007_Groups/groupl2/Homepage.html)
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Z pohledu tkanoveho inzenyrstvi jsou tri zakladni prvky utvarejici lidskou tkan - bunky,
mezibunécnd hmota pro bunécnou proliferaci a diferenciaci (prirozeny scaffold)
a biologicky aktivni latky, jako jsou napr. rdstove faktory apod.

Tkané vicebunécnych organismu jsou tvoreny bunkami a mezibunécnou hmotou tzv.
extracelularni matrix (ECM). Ta je burkami produkovana - obklopuje je a takeé tvori mimo
jiné barieru mezi jednotlivymi tkadnemi. Kazdd tkan obsahuje svou viastni specifickou
ECM, slouzici k jeji funkci a dle toho se take lisi slozeni tkaneé z hlediska obsahu ECM
a samotnych bunék. Napriklad ve svalech je pomer ECM a bunék priblizneé 1 ku 10, kdezto
v chrupavkach a slachdch je to naopak. Dlouhou dobu se myslelo, ze jedinou funkci ECM
je jen ,obal’, ovsem pote bylo zjisteno, ze interakce bunék s okolnim matrixem je jednim
znejdulezitéjsich prvkdurcujicichchovanibunky. Obecnéelzerici, ze ECMje tvorenazamorfni
a viaknite slozky. Amorfni slozka ma v sobé vazanou vodu. Je tuhd a dobre odolava
tlaku. Obsahuje hlavné glykosaminoglykany, proteoglykany a strukturni glyokoproteiny.
Glykosaminoglykany (GAG) jsou slozeny z disacharidovych jednotek a prave ony maiji
schopnost vazat na sebe velkée mnozstvi vody (chondoitinsulfat, kyselina hyaluronova).
Proteoglykany jsou tvoreny proteinem a GAG. Strukturni glykoproteiny propojuji bunécny
povrch k mezibunécné hmoté a stabilizuji samotnou ECM (fibronektin). VIdknita slozka
dodava ECM mechanicke vlastnosti jako je napr. odolnost v tahu, elasticita a do teto
skupiny patri kolagen - nejvice zastoupeny protein v ECM. Existuje celd rada jeho typd,
pricemz nejvice zastoupeny v lidskem téle je kolagen | az Ill. Urcité typy kolagenu tvori
vldkna - fibrily, jejichz struktura je slozita a vysvetluje jejich velkou pevnost v tahu. Fibrily
jsou sloZzeny z podjednotek — mikrofibril a ty jsou tvoreny molekulami tropokolagenu.
Dalsi slozkou ECM je elastin - ten dodava tkani pruznost, tedy napr. jejich schopnost
navraceni tvaru (po stlaceni se klze
vrati do pdvodniho tvaru). Elastin
podobneé jako kolagen tvorivigkna. Dalsi
komponenty souvisi s typem dane ECM
a s jeji funkci. V tkdnovem inzenyrstvi je
snaha o vyvinuti umeélych matric nebo
scaffoldd (viz nize), ktere by prdavé co
nejlepe simulovali prirozene prostredi
bunek - tedy ECM.

Obr. 3 Priklad lidske tkané
(zdroj:http://sunbeachsurf.hubpages.

com/hub/science_of_cellulite)
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Co se tykd bunék, tak jsou za Ucelem jejich vyuziti v tkadnovem inzenyrstvi, po jejich izolaci
kultivovany v tzv. bioreaktorech. Ten zajistuje v zavislosti na typu pozadovaneho implantatu
idedini prostredi (pH, teplota, biochemicky gradient atd.), ale také podnéty stimulujici
a podporujici dozravani bunék, jako napr. vliiv mechanického namahani, (chrupavka, kosti),
proudeéni kapaliny (cévy) vzduchu (plice), elektricke impulzy (srdce), kontrakce (svaly) apod.

V pripadé in vitro kultivace bunék je k Uspesnemu ziskani pozadovaneho produktu
potreba take podporit rdst a funkci bunek. K tomu slouzi tzv. bioaktivni Iatky a nejcaste)i
se vyuzivaji cytokiny, coz jsou v podstate ,komunikacni” proteiny bunek. Je to rozsahla
rodina polypeptidd, ktere jsou schopné navdazat se na receptor bunky a tim spustit
kaskdadu reakcei. Pro nase Ucely jsou nejddleZitéjsi cytokiny regulujici rdst - rdstove faktory
(growth factor - GF). Ty ovliviuji proliferaci a diferenciaci bunék, jejich pouzitim se
urychli bunécny vyvoj a tedy i regenerace tkane. Nekteré rustove faktory pdsobi na vetsi
mnozstvi typd bunék, jako napr. skupina TGF (transforming growth factors), kterd se
ucastni proliferace a diferenciace bunék a hraje roli napr. ve formaci kosti, angiogenezi.
Oproti tomu BMP (Bone morphogenetic proteins), hraji napr. roli predevsim hlavne ve
formaci kostni a chrupavcite tkané.

Dle téchto hlavnich casti utvarejicich tkaneé Ize i tkanove inzenyrstvi rozdelit do trech

hlavnich smérd.

1.2 BUNKY

Prvnim z nich je ¢ast venujici se prave bunkam, ktere je take venovana kapitola 3.
Zdkladni Ulohou tohoto sméru je zabezpeceni jejich dostatecneho poctu pro Uspesnou
lecbu. V tomto je zahrnuta jejich izolace, charakterizace a namnozeni (tzv. proliferace) na
potrebny pocet. Vzhledem k tomu, ze dalsi ddlezitou podminkou, proto aby burnky mohly
indukovat znovuobnoveni spravné funkce cilového organu, je odpovidaijici kvalita bunék,
tak se tato Cast zameéruje take na zabezpeceni spravneho kultivacninho prostredi. Proto
se pro bunécnou kultivaci a proliferaci pouzivaji tzv. bioreaktory, coz jsou zarizeni simulujici
prirozene prostredi bunék.

Bunky pouzity pro tkdnove inzenyrstvi se voli v zavislosti na jejich vyslednem umisteni
- napr. fibroblasty do klze, osteoblasty do kosti nebo chondrocyty do chrupavky atd.
Druhou moznosti je vyuziti kmenovych bunék, které maiji vysoky potencidl k proliferaci
a diferenciaci. Ty mohou byt multipotentni, z kterych se diferenciaci ziskavaji napr. krevni
bunky, kostni, nervove atd. nebo pluripotentni - z kterych se ziskavaji bunky v raémci dane

tkang, jako jsou napr. rdzneé krevni burnky.
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Obr. 4 Obrovske spektrum bunek obsazenych v lidskem teéle
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(na zakladé zdroje: http://www.stemcellcite.com/stemcell/tissue-engineering)

Z hlediska pdvodu se bunky pouzivany pro tvorbu nove tkane daji rozdelit na tri zakladni
typy, a to na autologni - ziskané z pacienta, alogenni - ziskané z ddrce, ale jednd se
o stejny Zivocisny druh, nebo v neékterych pripadech xenogenni - jiny Zivocisny druh.

Obecne se télni bunky daji ziskavat bud z telnich tekutin - jejich odstredenim
a ndslednou izolaci, nebo odbérem z tuhych tkani napr. kostni drene, kdy se ziskand tkan
obvykle namele a degraduje enzymy, aby se odstranila ECM pdvodni tkadné a uvolnily

tak bunky, a poté prevedenim do roztoku a jeho naslednym odstredéenim.

1.3 SCAFFOLDY

Terapie v tkdnovéem inzenyrstvi musi byt zaloZzena na specifité danych organd
a tkani. Proto je potreba pochopit bunécné chovani a zpUsoby a ddvody vznikd zranéni
a degenerace tkané. Pod terminem bunecne chovani se skryvd reakce bunek na
urcity povrch z hlediska jeho struktury, mechanickych viastnosti (tvrdost, elasticita),
chemickeho slozeni apod. Proto druhou dulezitou soucdsti tkdnoveho inzenyrstvi je
priprava bioaktivnich a biodegradabilnich materiald imitujicich prirozené prostredi
bunék, ktere jsou oznacovany jako ,scaffoldy” - v prekladu tento vyraz znamend leseni.
Scaffoldy se podle jejich plvodu déli na biologicke, ziskané z lidskych nebo zvirecich
tkani, nebo scaffoldy syntetickeé, vytvoreneé na bdazi polymerd. Prvni takovy scaffold
byl vytvoren v r. 1974. Scaffoldy slouzi jako uméle vytvorend mezibunecnd hmota,

kterd se nachazi kolem bunék a tak spoluutvari tkan. Timto take zabezpecuje chemicke
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a fyziologické podminky pro bunécnou proliferaci a diferenciaci, transport vyzivnych
Iatek k bunkam a odvadéni odpadnich produktd jejich metabolismu apod. Scaffoldy
mohou slouzit take jako ochrannd bariera a nosnd matrice pro rdstove faktory a jiné
Iatky podporuijici rist nove tkané, nebo v pripadeé nékterych defektd, kdy md poskozend
tkan velky potencidl se regenerovat sama, jako jejich docasnd vypln a opora pro rist

nove tkane indukované organismem.

Obr. 5 llustrativni obrdzek scaffoldu?

Mg v

Mg v

inzenyrstvi je, ze materidl ani scaffoldy nesmi byt toxicke a jejich pritomnost
v organismu nesmi negativné ovlivhovat bunky a po implementaci do organismu
nesmi dany materidl vyvoldvat ani protizanétlivou reakci organismu. Materidl musi byt
take cytokompatibilni, tzn., ze musi byt kompatibilni s pritomnymi bunkami, umoznovat
jejich adhezi na povrchu scaffoldd popr. migraci bunék do struktury scaffoldd a nesmi

nijak negativné ovlivhovat jejich funkci.

Biodegradabilita - Cilem tkanoveho inzenyrstvi a scaffoldd je regenerace organd
na zdakladé vytvoreni nové ECM produkovane zabudovanymi bunkami. Proto

scaffoldy ve vetsine pripadd nejsou cilene jako permanentni implantaty a mély by

eTissue engineering technique yields potential biological substitute for dental implants. [online]. 2010
[cit. 2014-11-26]. Dostupné z: http://www.sciencedaily.com/releases/2010/05/100524111724.htm
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umoznit zabudovanym bunkdm jejich rdst a produkci jejich vliastni bunécné hmoty.
Scaffoldy proto musi byt biodegradabilni a produkty jejich degradace také musi
byt biokompatibilni a netoxické. Pozadavky na stabilitu scaffoldu v organismu se
lisi dle typu dané tkdné a degradabilita danych materiald v organismu by méla
byt ,usitd na miru” a co nejvice korespondovat s nove se tvorici tkani. Z tohoto
hlediska by neméelo dojit k destrukci scaffoldu driv, nez bude tato tkan vytvorena,

ale take ani moc pozdéji aby scaffold nebrdnil v rdstu nove tkane.

Vhodné mechanické vlastnosti a struktura - mechanicke vlastnosti scaffoldd jako
je napr. tvrdost, pevnost, ohebnost apod. spolu s jejich stavbou a strukturou,
by se mela co nejvice podobat dane tkani a tim prirozenemu prostredi bunek
tak, aby co nejvice podporovali bunecnou proliferaci, diferenciaci a spravnou
produkci a organizaci ECM. Ovsem kromé& mechanickych vlastnosti je velice
ddlezité brat v potaz také strukturu scaffoldu, kterd musi byt vhodnd pro
cilenou implantaci do in vivo systemu. Napr. je nutnd vaskularizace systemu,
nebo vliastnosti umoznujici pripadnou infiltraci bunék z okoli. Proto hodné typu
scaffoldd s dobrymi vysledky in vitro, po implantaci selhalo. Je tedy nutné naijit
vhodnou rovnovahu mezi mechanickymivlastnostmi a vliastnostmi podporujicimi
inkorporaci materidlu in vivo.

Jednou z klicovych vlastnosti je napriklad porozita. Scaffoldy by meéely mit
propojene pory v dostateCne hustote, tak aby byla zagjistéena difuze zivin
a odstranovdani odpadnich produktd bunék. Kromé porozity je ddlezitd take
velikost techto pord, ktere musi mit dostatecnou velikost na to, aby dovolily
bunkam migraci do struktury implantdtu a jejich pripadnou adhezi, pro kterou
je potreba, aby se na povrchu vyskytovaly vhodné ligandy (chemickeé struktury).
Scaffoldy pripravené z materidld bézné se vyskytujicich v ECM (napr. kolagen
nebo hylaruronan) ve vétsiné pripadd jiz maji na svém povrchu tyto ligandy
napr. ve formé sekvence peptidd Arg-Gly-Asp (RGD sekvence). Kdezto scaffoldy

pripravené ze syntetickych materidld vyzaduji cilenou inkorporaci téchto ligandd.

Vyrobitelnost a zpracovatelnost - V pripadée scaffoldd je také velice dudlezité
moznost prevest produkt z maléeho laboratorniho meéritka do komercne dostupne
verze splnujici spravnou vyrobni praxi (GMP). Take je dulezite, jak bude produkt
dostupny. V klinickeé praxi se preferuji produkty, ktere jsou jednoduse dostupne
a nepotrebuji specidalni pripravy pred jejich aplikaci. Ty prodluzuji a prodrazuji

celou proceduru od ziskdni bunéek nebo jejich nékolikatydenni kultivace in vitro.
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Pro pripravu scaffoldd se pouzivaji tzv. biomateridly, ktere byly vroce 1876 definovany
jako nezivy materidl pouzivany v zdravotnickem prostredku, urceny pro interakci
s biologickymi systémy. Pozdéji byla tato definice upresnéna na materidly urcené pro
inetarkci s biologickymi systémy pro lécbu, augmentaci, nebo ndhradu jakékoliv tkane,

orgdnu nebo télesné funkce.

Obr. 7 Ulita - biokompozit skladajici se z anorganickych cdstic a smeési biopolymerd

(napr. chitin) (http://gregormoldavit.blog.cz/1007/anticka-krasa-1-2)

Biomateridaldm je vénovana kapitola 2 a nejcasteji se rozdeluji do tri skupin a to na
keramiku a synteticke a prirodni polymery. VSechny tyto typy maji sve vyhody i nevyhody
a proto se nejcastéji v posledni dobé vyuziva jejich kombinaci. Hlavnimi kritérii pro
vybér vhodnych polymerd v biologickych aplikacich jsou predevsim jejich viastnosti,
jako je samotnd struktura materidld, jejich chemicke slozeni, stabilita v organismu,
biodegradovatelnost a mechanismus degradace v organismu, nebo napr. povrchove
napeti, hydrofilita, schopnost absorbovat vodu, stalost mechanickych viastnosti, lubrikacni
vlastnosti apod. Rdzné materidly pak nabizeji moznost pripravy scaffoldd o Siroke skdle
vlastnosti a umoznuji tak vybér materidld odpovidajici pozadavkdm v rdmci dané tkané.

Keramickeé scaffoldy, jako jsou napr. na bdzi hydroxyapatitu nebo trikalciumfosfatuy,
nejsou vhodné pro meékkeé tkdné, ale Siroce se vyuzivaji pro regeneraci kosti. Pro tyto
scaffoldy jsou charakteristické vysoke hodnotami tvrdosti, nizkd elasticita a tvrdy a kriehky
povrch. Z hlediska regenerace kosti maji diky své strukture a slozeni, blizke minerdini slozce
kostni tkang, vysokou biokompatibilitu a je znadmo, ze tyto materidly podporuji a zvysuji
diferenciaci a proliferaci osteoblastd coz je velice duleziteé pro hojeni. Nicnéné jejich velkou
nevyhodou je napr. jejich krehkost a obtiznd tvarovatelnost a proto se pro regeneraci

ostatnich tkani pouzivaji velice omezené.

10
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Co se tyka scaffoldd na bdzi polymerd, tak bylo a je pro jejich pripravu testovano
mnoho materidld. Viastnosti polymerd zdvisi predevsim na strukture polymerniho
retézce, pritomnosti, poctu a velikosti postrannich skupin, konformace retézcd apod.
Scaffoldy z prirodnich materiald maji z hlediska biokompatibility o hodné lepsi biologické
vlastnosti nez na bdzi syntetickych polymerd a v cetnych pripadech mohou interagovat
s bunkami a tim tak podporovat jejich funkci. Jejich interakci s receptory bunék mize ale
takeé dochdzet k stimulaci imunitniho systemu a tim tak napr. k prenosdm nemoci. Kromé
tohoto mohou mit v nekterych pripadech horsi mechanické viastnosti a diky slozitosti
jejich struktury Ize také o hodnée obtiznegji predpovidat jejich chovani pri styku s danou
tkani (jako je napr. botndni materiald, degradabilita a stabilita apod.).

Nejvice vyuzivany jsou polymery ze skupiny bilkovin - kolagen, zelatina, fibrinogen,
elastin, keratin, aktin amyosin a ze skupiny polysacharidd pak: celulosa, dextran, chitosan,
algindt, chitin nebo glykosoaminoglykany. Materidly na bdzi kolagenu popr. zelatiny maji
velice dobreé mechanicke viastnosti, jejich velkou nevyhodou je ale ZivocisSny pdvod téchto
materiald. Vétsina polysacharidovych materidald nema tak dobré mechanicke viastnost,
ale je ve vétsiné pripadu rostlinneho pdvodu.

Synteticke materidly nejsou tak biokompatibilni, ale ve vétsine pripadd disponuji
vynikajicimi mechanickymi vlastnostmi a diky znalosti jejich presne struktury a fyzikalné-
chemickych vlastnosti Ize dobre predvidat popr. kontrolovat jejich chovani v kontaktu
s bunkami nebo organismem. Podle struktury se pak daji rozdélit na materidly na
bdzi skla, keramiky nebo polymerd. Jejich velkou nevyhodou bohuzel ale je, ze pri jejich
degradaci mohou vznikat latky toxickeé pro bunky nebo vyvoldvat zanétlivou reakci a ve
vetsing pripadd maji vyrazné horsi viastnosti v ramci biokompatibility a biodegradability
nez materialy na bdzi prirodnich polymeru.

Za dulezity meznik pro vyuziti syntetickych polymerd v regenerativni mediciné
a tkanovem inzenyrstvi Ize povazovat obdobi 2. svetove valky, kterd vyvolala obrovskou
potrebu ndahrad tkani. V té souvislosti bylo rovnez pozorovano, ze mnoho pilotd zranenych
plastovymi ulomky z krytu pilotni kabiny (tehdy vyrabéne z polymetylmetakrylatu, PMMA)
netrpi chronickou odmitavou reakci imunitniho systemu vaci temto dlomkdm. PMMA
se nasledné zacal hojné vyuzivat napr. pro ndhrady casti poskozenych lebecnich kosti
nebo i o¢nich rohovek. Pokroky v chirurgii spole¢né s vyvojem polymernich materidld pak
vedly v 50. letech minulého stoleti k prvnim pokusdm o ndahrady cev, v 60. letech pak
k ndhraddm srdecnich chlopni ¢i tmelenym/cementovanym ndhraddm kloubu.

Dalsim vyznamnym prikladem syntetickeho polymerniho materidlu bézne vyuzivaneho
v klinické praxi jsou céevni ndhrady na bdzi polyetylentereftaldtu (PET), tedy stejny

materidl, ktery se pouziva pro vyrobu PET lahvi na ndpoje, ale je zpracovan odlisnym

11
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zpUsobem ve forme vidken, z nichz je nasledné pripraven scaffold ve formeé trubice,
zpravidla s krepovanou Upravou, kterd zagjistuje potrebnou elasticitu.

V dnesni dobé jsou také hojné vyuzZivany v ramci syntetickych biodegradabilnich
polymerd, linearni alifatické estery — konkrétné kyselina mlécnd a jegji kopolymery (PLA
a PLGA) anebo polyethylen glykol (PEG), jehoz nevyhoda ale bohuzel je nedostatecnd
biodegradabilita. Hojne vyuzivany byly také scaffoldy na bdzi polyurethand (PUR),
predevsim kvdli jejich dobré pevnosti a elasticite, ale jejich nevyhodou je take
nedostatecnd biodegradabilita a pritomnost toxickych zbytkd z jejich syntézy.

Vzhledem k vyhoddm i nevyhoddm materidld na bdzi pouze biopolymerd nebo
syntetickych polymertd se v posledni dobé zacala casto vyuzivat pro pripravu scaffoldd
jejich kombinace. Kdy k syntetickemu polymeru s dobrymi mechanickymi viastnostmi je
pridan biopolymer s dobrou biokompatibilitou, ¢imz jsou castecné nevyhody obou typu

polymerd eliminovany.

131 ROZDELENI SCAFFOLDU Z HLEDISKA JEJICH STRUKTURY

Obecné se scaffoldy daji rozdeélit podle svych viastnosti a vzhledu na houby, hydrogely,
nebo scaffoldy v podobé vidken. Vsechny tyto typy maji své vyhody a nevyhody a na

vybéeru vhodneho scaffoldu zdlezi predevsim na jeho cilene aplikaci.

1311 HYDROGELY

Hydrogely se daji snadno tvarovat,
coz umoznuje vypln defektd o rdznéem
nepravidelném tvaru a velikosti. Take se do
jejich struktury daji snadno zaimplementovat
bunky nebo bioaktivni Iatky. Hydrogely jsou
na bdzi materidld schopnych sitovat ve

vodnim prostredi a tvorit tak gel. K zesiteni

polymerd muze obecne dochdzet napr.
zmeénou teploty - termoreverzibilni gely,
zmeénou pH, fotochemicky nebo za pomoci

Obr. 8 Hydrogelové materidly chemickych &inidel

12
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Podle zpUsobu jejich finalni aplikace se pak ddale delinainjekéni scaffoldy - injekéné
se aplikuje na postiZzené misto smes buneék a gelotvorného roztoku a k tvorbé nové
tkdné dochazi in vivo, nebo na scaffoldy ktere se implantuji v pevne forme, kdy ke
kultivaci bunék a tvorbé nove tkané dochazi in vitro a k implantaci dochdzi az po
vytvoreni bunécnych agregdatld vedoucich ke vzniku nove tkaneé.

Vlastnosti hydrogeld zdvisi predevsim na koncentraci a druhu pouZitého
polymeru, na jeho strukture, molekulove hmotnosti a hustote zesiténi vysledného
hydrogelu. Hydrogely podporuji transport vyzivnych latek a odpadnich produktd
bunék a jsou take napr. schopny mechanicky stimulovat zabudovane bunky a blize
tak napodobovat jejich prirozené prostredi. Jejich nevyhodou jsou ale slabsi
mechanicke vlastnosti.

Pro pripravu tohoto typu scaffoldd se vyuzivaji predevsim biodegradabilni
polymery schopné sitovat ve vodnem prostredi a vytvaret tak gely. Ze syntetickych
biodegradabilnich polymerd jsou v této oblasti nejhojngji vyuzivany linedrni
alifatickeé estery - konkrétnée kyselina mléec¢nd a jeji kopolymery (PLA a PLGA), nebo
polyethylen glykol (PEG) a polyvinylalkohol (PVA). Z prirodnich materidld se pak
nejvice vyuziva napr. kolagen a Zelatina, algindt, chitosan, dextran nebo napr. kys.

hyaluronova.

1.3.1.2 POREZNI SCAFFOLDY

Dalsim typem scaffoldu jsou porezni scaffoldy pripominajici svoji strukturou peny
nebohouby (protovanglictiné sponges). Vlastnostitéchto scaffoldl zavisi predevsim
na typu pouzitéeho materidlu, na velikosti pord, jejich hustoté a take jejich propojeni.
Na porovitosti techto scaffoldd zavisi velikost jejich povrchu a moznost bunécne
adheze. Na velikosti pord a jejich propojeni pak moznost migrace bunék, difuze
vyzivnych latek, transport odpadnich produktd nebo distribuce noveé produkovane
mezibunécné hmoty. Velikost a charakteristika poérd - tedy ovlivhuje vysledné
chovani produktu, a proto je prave tvorbeé pord venovdana velkd pozornost. Pro
pripravu houbovitych materiald existuje nekolik postupd, mezi které patri napriklad
lyofilizace, odstranénim porogenu, zpénovani apod. Zvolenim vhodnych postupd,
Ize pripravit také materidly s orientovanymi pory. Pro pripravu tohoto typu scaffoldu
lze pouzit také keramicke materidly, nebo smes polymeru a keramickych castic.
Pro pripravu houbovitych scaffoldd je mozne pouzit napr. chitosan, hyaluronovou

kyselinu, polydioxan a jine.
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Obr. 9 Houbovity scaffold
(zdroj: http://sydney.edu.au/cdip/opportunities/pharmaceuticals/12220.shtmil)

1313 VLAKENNE SCAFFOLDY

Tretim typem jsou scaffoldy na bdzi vigken. Tyto scaffoldy jsou na bdzi textiné
zpracovatelnych materidald, vétsinou polymerd bez velkych postrannich skupin v rdmci
sve struktury. Tyto polymery se pak zpracovavaiji vidknenim z taveniny nebo polymerniho
roztoku. Je mozneé pripravit tkand a netkand viakna a textilie. Privyrobeé Ize optimalizovat
prdmer vidken - nano vs. mikro rozmeéry. Lze zvolit take velikost a hustotu vidken a tim
i pramer vzniklych pord. Netkane textilie maji vetsi volny objem a jejich povrch se dobre
hodiproregeneracitkdani. Tkane materidly majizase vetsi pevnosta mohou byt pripraveny
s rdznou velikosti pord a umoznuji takeé tvorbu strukturné orientovanych scaffoldd, Cehoz
se vyuziva napr. v oblasti lecby nervove tkaneé. Jejich nevyhodou je ale vysokd porizovaci
cena a u vyuziti syntetickych polymerd k jejich priprave pak také pouziti toxickych
jejich pouziti pri defektech nepravidelneho tvaru. Jednim z vyraznéji zkoumanych
materidld je napr. vidkenny netkany scaffold z polyglykolové kyseliny (bud samotnd,
nebo v kombinaci s jinymi biokompatibilnimi materidly), cilend pro tkanove inzenyrstvi
chrupavky, srdecnich chlopni nebo cév, ovsem nevyhodou je rychld degradace tohoto
materidlu a Spatné kontrolovatelnd distribuce pord. Ddle jsou pro pripravu vidkennych
scaffoldd napr. vyuzivany materidly na bdzi polymléecné kyseliny a jejich kopolymerd,

polykaprolakton a jiné.
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Obr. 10 Textilie Obr. 11 Bunky kultivovane na vidkennem

scaffoldu
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Slovnik pojmu

Augmentace - vyplnéni defektu, objemove zvétseni napr. meékkych tkani
Biodegradabilita - schopnost materidlu rozloZit se vlivem pusobeni biologickych
Ciniteld; v pripadé vyuziti materidlu v tkanovem inzenyrstvi je nutné, aby také produkty
rozpadu byly pIné biokompatibilni

Biokompatibilita - sndsenlivost daneho materidlu v Zivem organismu; materidl

nevyvolava zanetlive reakce, neni toxicky, neuvolnuje potencidalné skodlive latky...
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Biomateridl - obecné je to materidl (synteticky, prirodni) ur¢eny ke styku s zivou tkani; jeho
cilem je regenerace, posileni funkce, léCeni, ndhrada...

Biopolymer - polymerni materidl prirodniho pdvodu

Diferenciace bunék - specializace bunék na bunky urcite tkané

ECM - extracelularni matrix - nebunécnd hmota, kterd obklopuje bunky a spoluutvari tkan
Hydrogel - polymerni sit's vysokym obsahem vody (az 98%)

In vitro - prace za umeélych podminek (kultivace bunék)

In vivo - prdce v Zivém prostredi (preneseni materidlu do zivého organismu)

Porogen - |atka vytvarejici pory

Proliferace bunék - mnozeni jejich poctu

Regenerativni medicina — casto pouZivano jako synonymum tkanoveho inzenyrstvi
Scaffold - 3D struktura pripravend z biomateridlu, poskytuje podporu regenerovane
tkang; v pripade bunecného scaffoldu poskytuje podporu bunkdm a simuluje jejich
prirozeni prostredi

Tkanové inzenyrstvi — multidisciplinarni obor slouzici k vytvoreni nahrady nebo modifikace

funkce tkani
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KAPITOLA 2
SYNTETICKE POLYMERY A BIOPOLYMERY
VYUZITELNE V TKANOVEM INZENYRSTVI

Lucy Vojtova

2.1 UvoD

Jak jiz bylo receno v uvodu, k zagjisteni optimdlniho prostredi pro bunecnou
adhezi, proliferaci a diferenciaci, které jsou nezbytné pro regeneraci a rekonstrukci
poskozené tkané nebo orgdnu, slouzi v tkdnovem inzenyrstvi scaffoldy a vyvoj
novych biomateridald pro tyto scaffoldy a celkové tkanove inzenyrstvi a regenerativni
medicinu nebo napr. rizené uvolnovani l&Civ, je zamereny prevazné na biodegradabilni
biomateridly. Hlavni pozornost je soustredena prevazné na prirodni biopolymery
a syntetické biodegradabilni polymery. Prirodni biopolymery jako jsou polypeptidy,
proteiny a polysacharidy, maji vetsinou velmi dobrou biokompatibilitu, ale nektere
mohou zpusobovat nezddouci imunitni reakci organismu, kterd muaze byt do jisté
miry eliminovana pouzitim neimunogennich syntetickych polymerd. Biopolymery jsou
na rozdil od syntetickych polymerld velmi tézce chemicky modifikovatelné a néktere
modifikace mohou mit za nasledek zméeénu ddlezitych viastnosti biopolymerd, pripadné
mohou inhibovat jejich biologickou aktivitu, napr. interakci s bunkami.

Oproti tomu, syntetické polymery se daji lehce funkcionalizovat (napr. hydrofilizovat)
a kopolymerovat navzdjem s cilem ziskdni sirokého spektra viastnosti, které mohou
byt usité na miru pozadované biomedicinské aplikace. Biodegradabilni syntetické
polymery jsou obecné makromolekuly prevdazné ziskané z obnovitelnych zdrojd, ktere
mohou byt hydrolyticky nebo enzymaticky degradovany na netoxicke nizkomolekularni
produkty. V lidskem téle jsou tyto produkty bud rozpustne v télnich tekutindch
a pote z téla vylouceny nebo jsou reabsorbovdany a v Krebsove citradtovéem cyklu
idedlne premeéneny na CO, a vodu. Nejvice pouZivanymi a vyvijenymi syntetickymi
biodegradabilnimi biomateridly jsou polyestery, presnéji alifatické polyestery a jejich
kopolymery ¢i smési s jinymi biodegradabilnimi polymery, prirodnimi polymery
nebo rdznymi aditivy, at uz organického ¢i anorganického pdvodu. Tyto materidly
jsou vyuzivany pro sve priznive a reprodukovatelne mechanicke viastnosti, dobrou

biokompatibilitu, kontrolovatelnou biodegradabilitu a excelentnitvarovaniazpracovani.
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Na druhou stranu, jejich hydrofobicita a nedostatek funkZnich skupin brdni interakci
s bunkami a tim i jejich adhezi. Distribuce osazenych bunék je vetsinou heterogenni
s nizkou hustotou bunék vyznacujici se pomalym rdstem, diky spatnée adhezi nebo
difuzi bunécneho kultivacniho media. Nedostatecné mnozeni a diferenciace bunék tak
omezuje regeneraci poskozené tkané a zpdsobuje nezddouci reakce okolni tkané in
vivo, jako je zanét, infekce, lokdaIni odumreni tkane, enkapsulace implantatu i trombozu.
Zvyseni hydrofilni povahy a bunécné afinity syntetickych polymernich scaffoldd Ize
docilit funkcionalizaci syntetickych polymerud (zavedeni funknich skupin napr. —=COOH,
—OH, =NH, atd.)) a/nebo kombinaci s prirodnimi biodegradovatelnymi polymery
pouzivanymi jako biomateridly, které vykazuji v porovndni se syntetickymi polymery
vyrazne lepsi biologicke viastnosti ve spojeni s bunécnou interakci s temito materidly,
ale takeé vyrazné slabsi mechanicke viastnosti.

Vysledny biomateridl pro tkadnove inzenyrstvi by mél byt bezpecny, biokompatibilni,
mechanicky odolny, kontrolovaneé degradovatelny, s hydrofilnim povrchem, vhodnou
porozitou pro rozvoj tkané a bioindukci umoznuijici interakce s bunkami. Vétsina
soucasneho vyzkumu zaloZzeneho na syntetickych biodegradabilnich polymernich
materidlech uvedenych v teto kapitole je stdle ve stavu zkoumadni a pozndavani
zakladnich principt a interakci jednotlivych komponent jak mezi sebou, tak i s zivymi
bunkami. Syntetické polymery ve srovndni's prirodnimi biopolymery nejsou imunogenni
a jsou snadneji modifikovatelne a funkcionalizovatelne. Funkcionalizovane scaffoldy
ze syntetickych polymerd mohou byt pouzity nejenom jako nosice bunek, ale i jako
nosice ruznych bioaktivnich molekul (léciv, rdstovych faktord, peptidd, DNA atd.)
diky specifickym interakcim mezi funkcnimi skupinami imobilizovanymi na povrchu
pord scaffoldu a bioaktivnimi molekulami. Funkcionalizace a modifikace syntetickych
biodegradabilnich polymerd a kopolymerd, at’ uz chemicky, ¢i za poufZiti prirodnich
biopolymerd, nanovdken nebo nanocdstic, rozsifuje aplikacni moznosti téchto

biomateridald v oblasti biomediciny a predevsim v tkanovem inzenyrstvi.

2.2 SYNTETICKE POLYMERY

Biodegradabilni syntetické polymery nabizi diky vysoké variabilité syntéz moznost
pripravit polymery s sirokym spektrem vlastnosti a excelentni reprodukovatelnosti.
Syntetické polymery vhodné pro tkdanove inzenyrstvi by mely byt pevne,
degradabilni, nezanétlive, netoxickeé, jednoduse sterilizovatelné, s dobrou trvanlivosti

a s moznosti formovani do rdznych tvard s pozadovanou morfologii pord umoznujici
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lepsi prordstani tkané. Hlavni vyhody syntetickych polymerd zahrnuji moznost usit
mechanické vlastnosti a kinetiku degradace na miru rdznym aplikacim. Nejrozsdhleji
studované biodegradabilni  syntetickeé polymery patri do skupiny alifatickych
polyesterd. Nejzndméjsi z nich - polyglykolid, polylaktid, polykaprolakton i polydioxanon
byly diky excelentni biokompatibilité a vhodnym mechanickym vliastnostem schvdleny
americkym Uradem pro potraviny a léky (U. S. Food and Drug Administration) a ziskaly
CE certifikaci pro pouzivani in vivo v klinické praxi joko napr. vstrebatelne stehy,
vstrebatelné dlahy a Srouby na fixace kosti nebo jako nosice pro transplantace bunéek

a bunecnou terapii.

221 POLYESTERY

Polyestery tvori velkou skupinu polymerd, jejichz spolecnym znakem je pritomnost
degradovatelnych esterovych vazeb v hlavnim makromolekuldrnim retézci obecného
vzorce [RICOORZ2]n. Nejrychlejsim a nejvice Ucinnym degradacnim procesem stépicim
esterove vazby v polyesteru je hydrolyza, pri ktere dochdzi k vyraznemu poklesu
molekulové hmotnosti i mechanickych viastnosti polymeru. Kyselou hydrolyzou esteru
vznikd alkohol a karboxylovd kyselina. Produktem alkalickeé hydrolyzy esterdjsou alkoholy
a soli karboxylovych kyselin. Alifatickeé polyestery jsou v soucasnosti nejvice studovane
a pouzivaneé syntetické degradabilni materidly v biomediciné. Nizkd hydrolyticka
stabilita zpdsobila jejich vyuziti v biomediciné jako vstrebatelnych stehd jiz v B80. letech
20. stoleti. Lze je syntetizovat primou katalytickou polykondenzaci za snizeneho tlaku,
azeotropickou polykondenzaci, polymeraci v pevnem stavu, (homo)polykondenzaci
hydroxykyselin nebo polymeraci cyklickych esterl/diesterd hydroxykarboxylovych
kyselin za otevreni kruhu. Cyklicky ester muize byt vidén jako kondenzacni produkt
alkoholove a karboxylove skupiny na stejné molekule (Obr. 12). Lokant urcujici pozici
hydroxylovych funkcnich skupin v molekule kyseliny je uveden v ndzvu cyklickeho

monomeru (napr. e-kaprolakton).

o S Y B a
CH,— CH, — CH,—— CH, — CH,—— COOH
OH

Obr. 12 Poradi lokantd C atomu vztazene k —COOH skupiné v hydroxykyseline.
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2211 POLY(a-ESTERY)

Nejvyrazngji jsou v tkanovem inzenyrstvi pouzivané poly(a-estery) neboli poly(a
hydroxykyseliny), jako jsou polymery kyseliny glykolove (semikrystalické) a kyseliny mlécné
(semikrystalickeé i amorfni) a jejich kopolymery. Diky tomu, Ze velice snadno podlehaji
hydrolytické degradaci esterovych vazeb za vzniku netoxickych metabolitd, vykazuji tyto
kopolymery vysokou biokompatibilitu, netoxicitu a dobré zpracovatelské moznosti do
rdznych forem. Je zndmo, Ze biodegradace poly(a-hydroxykyselin) je rychlejsi nez u p-, y-,
8- ae-hydroxykyselin a naopak pomalejsi se substituenty vazanymik esterovym skupindm
(sterické branéni). Hydrolyza je take ovlivnéna morfologii a permeabilitou (porozitou)
polymeru. Amorfni polymery a kopolymery degraduji rychleji (jsou neusporadane)
nez jejich semikrystalické analogy. Produkty hydrolyzy in vitro jsou prevazné kyseliny
a rozpustné dioly, priin vivo degradacich dochdzi ke stepeni v Krebsove cyklu az na vodu
a CO2. Nevyhodami téchto polymertd je uvolnovani kyselych degradacnich produktd

a ztrata mechanickych viastnosti velmi brzy béhem degradace.

Polyglykolid

Polyglykolid, neboli polyglykolovd kyselina (PGA), je nejjednodussi linedrni alifaticky
netoxicky polyester znamy jiz od r. 1954 jako polymer tvorici pevnd biodegradabilni
vlidkna. Pod ndzvem DEXON® byl jako prvni polymer schvdlen FDA a komercné
pouzivan od r. 1970. PGA je nejCastéji pripravovan polymeraci glykolidu za otevreni
kruhu (Obr. 13) katalyzované napr. oktanodtem cinatym, oxidem antimonitym nebo

laktatem zinecnatym, jak za pritomnosti rozpoustedla tak i bez néj.

(0]

(0]
(o)
n _—
o o
2n

(o)

Obr. 13 Polymerace glykolidu za otevreni kruhu a vzniku polyglykolidu.

Polyglykolid je tuhy termoplasticky polymer s teplotou tani mezi 225-230 °C, teplotou
skelného prechodu v rozmezi 35-40 °C a hustotou 1,530 gmL™. Jeho vysokd krystalinita
(mezi 45-55 %) zpUsobuje, ze je ve vodéeé nerozpustny. Pokud md PGA vysokou

molekulovouhmotnost, je nerozpustny ivradé organickych rozpoustédel (napr. v acetonu,
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dichlorethanu, chloroformu, ethylacetdtu i tetrahydrofuranu), ale je rozpustny ve
vysoce fluorovanych rozpoustédlech jako je hexafluoroisopropanol nebo seskvinydrat
hexafluoroacetonu pouzivanych na pripravu filmd a zvidgknovani. Naproti tomu
oligomery PGA jsou rozpustné Iépe a maji vyznamne jine fyzikalniviastnosti. Z PGA byly
pripraveny porezni 3D nosice (scaffoldy) pro tkanove inzenyrstvi s vysokou porozitou,
viabilitou bunek, dobrou biokompatibilitou a mechanickymi viastnostmi. Jejich
biodegradace je viak ovlivnénd metodou pripravy. Implantaty z PGA byly pripraveny
jak litim rozpoustédla do formy ci lisovanim, tak i vyplavovanim porogenu. PGA byl
komercializovan pod ndzvem BIOFIX jako prostredek pro vnitrni fixaci kosti. Nicrnene
vysokd rychlost degradace a nizkd rozpustnost spojend s nahromadenim kyselych
degradacnich produktd, ktere vedou k zanétlivym reakcim, limituje jeho samostatné

vyuziti v biomedicine.

Polylaktid

Zkratka PLA je v literature uvadena pod dvema ndzvy podle zpdsobu pripravy
polymeru. Pokud je polymer priraven z kyseliny mlécne polykondenzaci, pak je obecne
oznacen jako polymlécnad kyselina a pokud je pripraven z laktidu polymeraci ROP (Obr.

14), pak je oznacen jako polylaktid, ktery je znamy jiz od r. 1832.

Obr. 14 Polymerace laktidu za otevreni kruhu a vzniku polylaktidu.

PLAjedostupnavectyrechformach: poly(L-kyselinamlecnad), poly(D-kyselinamlécna),
poly(meso-kyselina mlécnd) a poly(D,L-kyselina mléecna). Z hlediska biomateriald jsou
nejvice zkoumany L-PLA a D,L-PLA. L-PLA je vysoce krystalicky izotakticky polymer a je
preferovan v aplikacich pozadujicich vysokou mechanickou pevnost a houzevnatost
jako jsou stehy, sponky a ortopedicke prostredky. Jako Sici materidl byl FDA schvdleny

jiz v r. 1971. D,L-PLA je obecné amorfni a obvykle je vyuzivan jako nosi¢ pro rizene

3<http://www.nationmaster.com/encyclopedia/Polyglycolide>
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uvolnovani leciv nebo jako kostni fixacni materidl, ktery je komercné dostupny pod
ndzvem FIXSORB (Takiron Co. Ltd., Osaka, Japan).

PLGA kopolymery

V mnoha aplikacich jsou spise vyuzivany kopolymery polymlécné a polyglykolove kyseliny
tzv. poly(mlécna-co-glykolova kyselina) (PLGA) (Obr. 15) nez jejich samotneé formy. Pro klinicke
pouZiti jsou schvdleny jiz od r. 1966. Bézne jsou pripravovdny polymeraci za otevreni kruhu

laktidu a glykolidu bez pritomnosti rozpoustédia za vysokych teplot nad 100 °C.

2X 2y

Obr. 15 Polymerace glykolidu a laktidu za otevreni kruhu a vzniku poly(mlécné-co-

glykolove kyseliny).

PLGA kopolymery mohou byt jednoduse pripraveny v rdzné konfiguraci, strukture i
formé a jejich fyzikalni, chemické, mechanické a degradacni viastnosti mohou byt ,usité
na miru” urcité biomedicinské aplikaci. Rychlost degradace a mechanicke viastnosti
mohou byt rizeny pomeérem PGA a PLA a mohou ovlivnit mnoho bunecnych procesu
zahrnuijicich rdst bunék, regeneraci tkané a odezvu hostitele. Tab. 1 shrnuje viastnosti,
degradace a aplikace PGA, PLA a PLGA. Kopolymery PLGA jsou obecne vice amorfni
nez Ciste homopolymery a tim vice nachylngjsi k hydrolyze. Pokud vsak vzorek obsahuje
vysoké zastoupeni jednoho polymeru, pak bude vice hydrolyticky stabilngjsi. Nicmené

rozpustnost a houzevnatost kopolymeru jsou limitovany jeho slozenim.

Tab. 1 Vlastnosti a aplikace PLA, PGA a PLGA.

Polymer Krystalinita T4 (°C) Rychlost degradace? Typické aplikace

Vysoce krystalicky
PGA 35-40 2 -3 mésice Stehy, fixace zlomenin
(Tm =225 -230 °C)

Semikrystalicky
L-PLA 60 - 65 > 2 roky Fixace zlomenin, naprava vazl
(Tm =173 -178 °C)

D,L-PLA Amorfni 55-60 12 - 16 mésicla Doprava légiv

Stehy, fixace zlomenin, Ustni

PLGA Amorfni 45 - 55 1 -6 mésiclP R : .
implantaty, doprava Ié€iv

2 Rychlost zalezi na molekulové hmotnosti polymerd.
b Rychlost se miZe ménit v zavislosti na poméru LA a GA.
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PLGA vykazuje oproti jinym syntetickym materialdm dobrou bunécnou adhezi a proliferaci
nezbytnou pro tkanove inzenyrstvi, proto je tento kopolymer mnohem vice studovan
a vyuzivan v tkdnovem inzenyrstvi nez samotne PLA a PGA homopolymery. Mnoho ¢lankd
a patentd uvadi mikro- a nano- techniky pro pripravu scaffoldd pro zabudovani bunék nebo
nosicl léciv. PLGA o slozeni LA/GA10/90 byluzndn FDAjako VICRYL® pro vstrebatelné stehy.
A jeho vyuziti se take planuje v oblastech membrdn pro rizenou regeneraci tkani (guided
tissue regeneration = GTR), v zubnim lekarstvi a pro injektovatelné nosice IeCiv, ddle jako
cevni stepy, urologicke stenty a kozni substraty. Nicmeéne stejné jako v pripadé samotného

PGA a PLA mohou kyselé degradacni produkty PLGA zpUsobovat v téle zanétlivou reakci.

2212 POLY(B-ESTERY)

Dalsi skupinou polyesterd vyuzivanych v TE jsou linedrni poly(B-estery) neboli poly
3 hydroxyalkanodty (P3HA), které mohou byt syntetizovany z cyklickeho laktonu nebo
mikrobidiné pomoci baktériinapr. Bacillus Megaterium, coz je zndmojiz od r. 1920. Kombinace
mnoha monomerd vytvari materidly s rdznymiviastnostmi. Neéktere z nich vynikaji vylbornymi
barierovymivlastnostmi pro plyny a mohou podlehat hydrolyticke degradaci z povrchu erozi
stépenim esterove vazby az na D-3-hydroxybutyrovou kyselinu, kterd je soucdsti krve.

Abiotickd hydrolyza PHA je relativneé pomald, mikrobidini hydrolyza je znacne rychlejsi
a muze byt kontrolovana rdznymi technikami pripravy, molekulovou hmotnosti polymerd,
slozenim kopolymerd nebo rdznych smeéesi PHA s prirodnimi i syntetickymi polymery.
Kopolymery PHA degraduji rychleji nez homopolymery a za aerobnich podminek
polymery degraduji az na oxid uhlicity a vodu. Nejpouzivangjsi je statisticky kopolymer
3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat (PHBV), ktery se vyrabi od r. 1983 pod komercnim
nazvem Biopol®. Kopolymery jsou biodegradovatelneé bakteridine v riznych mediich. Jejich
vysokda cena (10x vyssi nez u PP) ale limituje jejich Sirsi vyuziti. Diky jejich biodegradabilite,
biokompatibilité a dobré zpracovatelnosti jsou P3SHA pouzivany jako matrice pro nosice
leCiv a pro tkanove inzenyrstvi. Jejich piezoelektrickeé vlastnosti umoznuji jejich vyuziti

v ortopedii jako vyztuze, ktere stimuluji rdst kosti.

2213 POLYLAKTONY

Polylaktony patri mezi alifaticke polyestery vzniklé polymeraci cyklickych esterd - laktonu

se 4~/ clennym kruhem.
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Poly (e-kaprolakton)
Mezi nejbezngjsi polylaktony patri poly (e-kaprolakton) (PCL), ktery je obvykle
syntetizovdn z cyklickeho e-kaprolaktonu (Obr. 16) podobné jako polylaktidy. Poprve byl

pripraven uz v r. 1934. V soucasnosti je PCL vyrabén komercné v prdmyslovem meritku.
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Obr. 16 Polymerace e-kaprolaktonu za otevreni kruhu a vzniku poly(e-kaprolaktonu).

Nizkomolekuldrni PCL se pouziva jako vyrobni elastomer pro polyuretany a pro
povrchovou upravulatek. Vysokomolekularni PCL se vyuziva jako termoplasticke aditivum
lepidel a rdznych polymerd a diky sve vysoke biokompatibilité je PCL vyuzivan take pro
biomedicinske aplikace. Vzhledem k tomu, ze dle dosavadnich vysledkd PCL potrebuje
priblizne 3 roky na uplne odbourdni z tela, je pouzivan jako nosic leciv pro dlouhodobe
uvolnovani. V neddavne dobé byl PCL klinicky pouzit na biodegradabilni svorky a Siti ran.

V soucasnosti je zkouman z hlediska scaffoldd pro tkanove inzenyrstvi menisku a kosti.

Kopolymery s PCL

Rychlost hydrolyzy PCL muze byt rfizena kopolymeraci napr. s valerolaktonem, kdy
je degradace mnohem snazsi nebo s D L-laktidem (komercni produkt MONOCRYL®),
kdy je degradace mnohem rychlejsi. Diblokové kopolymery PCL-PGA maji velice dobré
elasticke vliastnosti a scaffoldy s velikosti pord 250 + 50 um a porozitou 93 % po
aplikovani napéti 120 % vykazaly az 250 % prodlouzeni a S8 % navrdaceni do pdvodniho
stavu. Tyto vlastnosti predurcuji tyto materidly pro tkanove inzenyrstvi svald. Jak uz
bylo vyse receno, kyselé produkty alifatickych polyesterd mohou vyvolavat nezadouci
reakce okolni tkang, proto jsou casto pripravovany multiblokove kopolymery LA, GA a CL
s ostatnimi monomery za tvorby polyeteresterd, polyesterkarbondtd, polyesteramidd

nebo polyesteruretand.
2214 BLOKOVE KOPOLYMERY S PEG

Jinym typem polyeteresteru jsou blokove kopolymery na bdzi alifatickeho polyesteru

a polyethylenglykolu (PEG). PEG je hydrofilni, netoxicky, biokompatibilni materidl schopny
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polymerace za vzniku hydrogeld, které jsou hojné vyuzivané v tkanovem inzenyrstvi.
PEG je pripravovan polymeraci etylenoxidu, je komercné dostupny v sirokem spektru
molekulovych hmotnosti od 300-10000 gmol™ a byl také uzndn FDA jako Idtka
pro mozne vnitrni pouziti. Semikrystalickd povaha esterovych domeén kombinovand
s flexibilné elastickymi hydrofiinimi bloky PEG vytvari nove vlastnosti vzniklych
kopolymerd. PEG muze vytvorit povrch vysoce odolny biologické kontaminaci
a mudze snizit adsorpci proteind a rezistenci k adhezi bakteridlinich a zZivocisnych
bunek. PEG neni zrejme take snadno odhalen imunitnim systemem. Diky jeho velice
dobré rozpustnosti ve vodé a vétsiné organickych rozpoustédel, mudze byt snadno
eliminovan z tela telnimi tekutinami.

Blokove kopolymery maji vetsinou zcela odlisne vlastnosti ve srovnani s jednotlivymi
homopolymery. Na bdzi alifatickych polyesterd a PEG byly pripraveny rdzne druhy
blokovych kopolymerd, kde A je hydrofobni blok (napr. PLLA, PDLA, PCL, PLGA) a B
je hydrofilni blok (PEG) - dibloky AB, tribloky ABA nebo BAB, multi-bloky, mohou byt
rozvétvené, hvézdicoviténeboroubované. Rychlostbiodegradace ahydrofilitublokovych
kopolymeru je mozneé ridit prave pomerem jednotlivych slozek polyesteru a PEG. Bylo
zjisténo, ze tyto biodegradabilni kopolymery maji termogelacni schopnosti a vykazuji
vlastnosti fazoveho prechodu. V zavislosti na chemickem slozeni a strukturdlnim typu
kopolymeru muze kopolymer vykazovat bud jeden fazovy prechod (sol-gel nebo gel-
sol) nebo dva fazove prechody (sol-gel-sol). Gelac¢nich viastnosti uvedenych amfifilnich
kopolymeru bylo vyuzito pro vyvoj sirokého spektra nosicu léciv, jako jsou mikro/nano-
Cdstice, micely, hydrogely Ci injektovatelne systemy pro rizené uvolnovanileciv. S cilem
ziskani lepsich bioaktivnich viastnosti a pripadne moznosti sitovani byly kopolymery na
bazi PLGA a PEG dodatecnée funkcionalizovany mnoha funkénimi skupinami rdznymi
metodami. Kromeé kopolymerd PEG s alifatickymi estery byly pripraveny i kopolymery
PEG s aromatickym polybutylentereftalatem (PBT). Diky moznosti nastaveni fyzikalnich
vlastnosti zménou pomeru jednotlivych komponent jsou tyto materialy zkoumany pro

mnoho biomedicinskych aplikaci, jako je nahrada kosti, kize, nosice leciv atd.

2215 POLYESTERKARBONATY
Jako scaffoldy pro tkanove inzenyrstvi predevsim meékkych tkani se pouzivaiji

takeé polyesterkabondty. Tyto polymery jsou zkoumdny mimo jine také jako matrice

nosicu leciv. Pro jejich nizkou mechanickou odolnost jsou kopolymerovany s jinymi
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biodegradabilnimipolymery.Nejvice zkoumanym polyesterkarbondtem je polyglykondat,
kopolymer glykolidu s TMC. Tento polymer se dostal na trh v podobé flexibilnich niti

pod oznacenim MAXON® a ortopedickych Sroubt Acufex®.

2216 POLYESTERURETANY

Jako materidly pro umeélé srdce a cevni a trachedini protézy jsou intenzivné zkoumany
také segmentované polyuretanové elastomery ziskaneé reakci diold a diizokyandtd.
Tyto materidly vykazuji vyborné mechanické vilastnosti, chemickou vsSestrannost,
biokompatibilitu a biostabilitu. Nicnéné polyesteruretany ziskané reakci polyesterdiold
jsou hydrolyticky nestabilni. Proto jsou v biodegradabilnich polyesteruretanech
kopolymery laktid/glykolid nebo polykaprolaktony pouzivany jako mékké segmenty
a polypeptidy jako tvrdé segmenty. Pro pripravu scaffoldd je nezbytnd take pritomnost
velkého mnozstvi porogenu (soli nebo zelatiny - cca 85 %) pro vznik interpenetrujicich
pord. Neddavno byl za timto Ucelem vyvinut biodegradabilni elasticky polyesteruretan
Degrapol. Tyto injekéné aplikovatelné polyuretanove porezni scaffoldy byly pripraveny
,one shot” procesem. Scaffold ma 95 % porozitu s velikostmi pord mezi 100-1000 um
(Obr. 17). Degradace pri 37 °‘C v PBS byla zhruba 10 % po 8 tydnech.

Obr. 17 Snimek morfologie injekéné aplikované polyesteruretanove peény porizeny

rastrovacim elektronovym mikroskopem (SEM).

2.217 POLYPROPYLENFUMARATY

Néktere biomedicinske aplikace, jako jsou nepravidelne defekty kosti nebo mekke

tkane, vyzaduji materidly, ktere vykazuji konzistenci tekutou anebo maji formu pasty,
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kterd muze byt pouzita do daného tvaru defektu za fyziologickych podminek. Tridou
nenasycenych degradabilnich polyesterd, kterd je vyrazné studovdana pro ortopedicke
injekéni aplikace, jsou take polypropylenfumardaty (PPF), které mohou byt zesitény samy
se sebou nebo za pritomnosti sitovaciho cinidla (N-vinylpyrrolidonu) diky nenasycenée
vazbeé pochdzejici z kyseliny fumarove. Degradacnimi produkty PPF in vivo je kyselina
fumarovad, prirozene se vyskytujici v Krebsové cyklu, propylenglykol, ktery se béziné
pouziva na redéni 1ékd, a kopolymer kyseliny poly(fumaroveé-co-akrylove). Mechanicke
vlastnosti jsou casto upravovany pridavkem keramickych materiald jako je fosforecnan
vapenaty (TCP), uhlicitan vapenaty nebo siran vapenaty. Kompozitni materidl vykazuje
pevnost v oblasti 2-30 MPa. Takove materidly ztraci 20 % hmotnosti in vivo od 84 dnd
(PPF/TCP) do 200 dnt (PPF/ CaSO,).

2.21.8 POLYORTOESTERY

Polyortoester (POE) byl vyvinut spolecnosti ALZA jako hydrofobnipolymer s hydrolyticky
citlivym hlavnim retézcem a byl uveden pod znackou Alzamer prevazné jako nosic leciv.
Vysoce hydrofobni matrice snizuje penetraci vody do polymeru a omezuje hydrolytickou
degradaci povrchu. Proto tyto polymery podlehaji erozi povrchu a rychlost degradace
muze byt Fizena pouzitim diold s rdznym stupnem flexibility retézce, jakoz i inkorporaci
kyselych a zasaditych pomocnych Iatek. Kromeé nosicu leciv jsou tyto polymery vyuzivany
k tlumeni postoperacnich bolesti a lecbe nemoci oci. Ddle byly tyto polymery vyvijeny
pro ortopedicke aplikace. Pridavkem bloku laktidu do polymerni struktury POE je mozne
ridit dobu degradace od 15 do stovky dni. Degradace laktidovych blokd poskytuje
karboxylové kyseliny, které katalyzuji degradaci ortoesteru. Studie POE in vivo potvrdily

vetsiiniciaci rdstu kosti ve srovndni s PLGA kopolymerem.

222 POLYANHYDRIDY

Polyanhydridy (PAH) patri do skupiny syntetickych polymerd, které eroduji z povrchu
a vytvareji tak nejvice hydrolyticky nestabilni polymery. Poprve byly syntetizovany v r.
1909. Alifaticke anhydridy byly v r. 1980 navrzeny jako vhodnée polymery pro nosice leCiv.
Alifaticky homopolymer polyanhydrid kyseliny sebakove je vysoce krystalicky polymer
s vysokou rychlosti degradace, kterd limituje jeho vyuziti. Snizeni rychlosti degradace je

dosazeno kopolymeraci sebakove kyseliny s vysoce hydrofobnimi monomery jako jsou
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napr. linedarni dimery mastnych kyselin. Nejzndmgjsi je kopolymer karbofenoxypropanu
a sebakove kyseliny, ktery byl FDA potvrzen jako nosicova matrice chemoterapeutika na
lecbu nadoru mozku pod komercnim oznacenim GLIADEL®. Na zvySeni mechanickych
vlastnosti polyanhydridd je mozné zabudovat segmenty imidu, které byly takeé zkoumany

jako scaffoldy pro tkdnove inzenyrstvi.

223 POLYALKYLKYANOAKRYLATY

Polyalkylkyanoakrylaty (PACA) jsou unikatni skupinou biodegradabilnich polymerd,
u kterych jsou vazby uhlik-uhlik Stepeny hydrolyzou. Diky jejich mechanickym viastnostem
mohou byt pouzity jako nosice na cilenou dopravu leciv, tkanova lepidla, embolizacni
Cinidla ahemostaticke tmely. Jejich rychlost degradace zavisina délce alkylového retezce
a muze byt radoveé hodiny az dny. Nanocastice butylkyanoakryldtu jsou zkoumdany jako
nosiCe peptidd a protirakovinovych leciv. 2-oktylkyanoakrylat byl schvdleny FDA jako

tkanove lepidlo Dermabond®.

224  POLYIMINOKARBONATY

Neboli pseudo polyaminokyseliny, kde jsou monomery aminovych kyselin vazany
neamidickymivazibami, jako jsou vazby esterove nebo karbondtove. Nejpouzivangjsi polymer
pseudoaminovych kyselin je odvozen od tyrosinu a poskytuje vhodne mechanicke viastnosti.
Polykarbondty derivovane od tyrosinu podlehaji hydrolyze karbondnovych vazebiesterovych
vazeb na bocnim retezci. Konecne produkty degradace jsou tyrosin a dioly. Diky pomalé
rychlosti degradace a excelentni biokompatibilité byly tyto materidly pouzity jako nosice
pro dlouhodobe uvolnovani leCiv jako je napr. dopamin. Jejich vynikajici osteokompatibilita

predurcuje tyto tyrosinove polykarbondty k pouziti jako ortopedicke ndhrady.

225 POLYFOSFAZENY

Polyfosfazeny patri do skupiny anorganickych polymerd, které mohou byt pripraveny
rdznymi metodami pro jednotlive aplikace. Jsou to linedrni vysokomolekularni polymery,
jejichz anorganicky hlavni retézec obsahuje stridave atomy fosforu a dusiku, kde fosfor

je loziskem dvou organickych vedlejSich skupin. Degradacni produkty jsou neutrdlni
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a netoxicke ze skupiny fosfatd, amoniaku a odpovidajicich vedlejsich skupin.
Biodegradabilni polyfosfazeny jsou studovdany jako matrice pro nosice I€Civ, presneji pro
proteiny. Jejich dobrd biokompatibilita umozniuje jejich pouziti pro tkadnove inzenyrstvi

kosti a nervuy.

226 POLYFOSFOESTERY

Polyfosfoestery jsou dalsimi anorganickymi polymery obsahujicimi atomy fosforu
na hlavnim retézci. Tyto polymery, objevené v r. 1970, jsou analogické k nukleovym
kyselindm. Vhodnd je i kopolymerace polyfosfoesterd s jinymi monomery za vzniku
novych degradabilnich polymerd - napr. poly(laktid-co-etylfosfat), ktery je studovan
pro biomedicinské aplikace. Degradacnimi produkty jsou fosfat, alkohol a dioly. Matrice
poly(laktid-co-etylfosfat) uvolnuje chemoterapeutickd léciva (napr. paclitaxol) temer
kinetikou nulteho radu a proto je momentalné klinicky studovand pod komercnim ndzvem
PACLIMER®.

2.3 BIOPOLYMERY A JEJICH KOMBINACE SE SYNTETICKYMI POLYMERY

Nize jsou uvedeny nejpouzivanéjsi prirodni polymery z oblasti proteind a polysacharidi
ajejich kombinace s biodegradabilnimi syntetickymi polymery pro aplikace v biomedicine

a tkanovem inzenyrstvi.

231 PROTEINY

Prvni velkou skupinou biopolymerd jsou proteiny. Jednd se o vysokomolekularni
prirodni Iatky s relativni molekulovou hmotnosti 103 az 106 slozene z vice nez 100
aminokyselin. Naproti tomu oligopeptidy jsou slozené z 2-10 aminokyselin a polypeptidy
z 11-100 aminokyselin. Aminokyseliny jsou vzdjemné vdazany peptidovou vazbou —NH-
CO-. Jegjich samousporadavani neboli ,self-assembly” se vyuziva k synteze novych
nanostrukturovanych materidld pro Sirokou oblast biomediciny véetné nosicu leciv nebo
hydrogeld pro tkdnove inzenyrstvi. V poslednich deseti letech se pozornost soustredi na

kopolymery polyester-polypeptid, protoze funkeni karboxylove —COOH skupiny kyseliny
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asparagove a glutamove v kombinaci s =NH, skupinami lysinu mohou zvysit interakci
polymeru k proteindm a bunkdm nebo mohou byt kovalentné navazdany na leciva,
protilatky nebo DNA.

2311 TRIPEPTIDOVA SEKVENCE RGD

Od doby, kdy bylo zjisteno, Ze tripeptidova sekvence arginin-glycin-asparagovd
kyselina (Arg-Gly-Asp) neboli RGD je nejménéeé bunkami rozeznatelnd sekvence
v mnoha extraceluldrni matrix proteind a krevnich bilkovin, jsou peptidy obsahujici RGD
zabudovavany i do mnoha syntetickych a nedegradabilnich polymerd obsahujicich
hydroxylove nebo karboxylove skupiny, napr. polyuretany. Pozdeéji byly pripraveny
biodegrdabilni kopolymery PLLA-lysin, na ktere byly navazdny take oligopeptidove
sekvence GRGDY. Neddavno byla sekvence GRGDS napr. naroubovana na PCL chemickou
metodou ,klik” nebo take byly vyvinuty super pH citlive multifunkéni polymerni micely
kopolymeraci PLLA, PEG, poly(L-hisitinu) a biotinu jako nosice IéCiva dexorubicinu,
nebo byla bunécnd afinita u nove navrzeneho termocitliveho diblokoveho kopolymeru
kyseliny polyasparagove a PLA a triblokového kopolymeru PGL-PLLA-PGL kyseliny

polyglutamove (PGL), kde na polymerni fetézce byl také naroubovan RGD protein.

2312 KOLAGEN

Nejpouzivangjsim proteinem v tkdnove inZzenyrstvi je kolagen, ktery vynikd nizkou
antigenecitou, vybornou biokompatibilitou a interakci s bunkami. Je to nejrozsirengjsi
bilkovina, kterd zaujimd 20-30 % ze vSech bilkovin v organismu savcl. Kolagen je i pres
to, Ze je ve vodeé nerozpustny, také plné biodegradabilni a je zndmych jeho 27 rdznych
druhd. Sekunddrni struktura tvori trojfetézovou helikalni strukturu tzv. trojsroubovici.
Kolagen podléhd in vivo multienzymatickému odbourdvani, kdy jsou vidkna proteinu
degradovdna z povrchu za odstépovani N-termindlnich skupin alfa-helixu. Hydrolyzou
za teplot vyssich nez 40°C dochdzi k denaturaci kolagenu a vznikd zelating, kterd ztraci
mechanicke vlastnosti kolagenu i biologickou aktivitu.

Kolagen je nejhojnéji pouzivanym proteinem na pripravu scaffoldd pro TE metodou
lyofilizace - neboli susenim pomoci vymrazovani vodného rozpoustedla. Samotny
kolagen ma vsak prilis malé pdry, slabou interkonektivitu a neni schopen udrzet

prostorovou integritu. Na zvyseni jeho mechanicke pevnosti a kontroly adheze bunék
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je proto nutné kolagen zesitovat nebo kombinovat s jinymi biomateridly, jako je napr.
kyselina hyaluronovd, chitosan, elastin, albumin, fibrin, celuldza, skrob a syntetickymi
polymery PGA, PLA, PLGA, PCL, PEG, pripadné s anorganickym materidlem, jako je
hydroxyapatit (HAP). Prikladem kompozitniho materidlu je napriklad hybridni houba
z PLGA a kolagenu (Obr. 18), pripadné PLLA a kolagenu.

3D skafoldy obsahujici 3D skafoldy obsahujici 3D skafoldy obsahujici 3D skafoldy ObSEihUJICI
kopolymer PLGA/PEG kyselinu hyaluronovou chitosanova mikrovlakna hydroxyapatitové mikroCastice

Obr. 18 Kolagenove poreézni 3D scaffoldy obsahujici A) kopolymer PLGA/PEG, B) kyselinu

hyaluronovou, C) chitosanovd mikroviakna, D) hydroxyapatitove mikrocdstice.

Nebo kdy nanovidgkna PLLA byla impregnovdna mikrokulickami Zelatiny. Byl
pripraveny také hydrogel slozeny z PLGA a zelatiny, do kterého bylo posléze
pridano sitovadlo, které zkracuje dobu nutnou ke gelaci, ktery je mozné pouzit
jako ndhrazku fibrinoveho lepidla. Jinym prikladem jsou napr. kopolymery na bdzi
kolagenu a polyuretanu (PUR), kdy bylo zjisténo, Ze tyto materidly podporuji rdst
endotelidinich bunék. Tyto produkty maji velky potencidal v tkdnovem inzenyrstvi

cévnich ndhrad.

2.3.1.3 ELASTIN

Dalsim hojné vyuzivanym proteinem je elastin. Je to viaknity, ve vodé nerozpustny
skleroprotein obsahujici aminokyseliny glycin, alanin, prolin, valin a leucin. Celkem
je slozen z 830 AK s molekulovou hmotnosti 64 kDa, jeho izoelektricky bod pl
= 10. Elastin je prirozenou slozkou ECM a vyskytuje se prevazne v elastickych
tkanich, jako jsou cévy, vazy, kdze a Slachy. Pouzivd se na pripravu nanovidken

elektrospinovanim nebo pripravu scaffoldd pro TE cév a vazd (Obr. 19).
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Obr. 19 Elastinove hydrogely.

232 POLYSACHARIDY

Druhou velkou skupinou biopolymerd jsou polysacharidy, ktere jsou slozené
z monosacharidd (vice nez 10) vazanych glykosidickymi vazbami. Polysacharidy jsou
silné hydrofilni Iatky schopne vytvaret velke mnozstvi vodikovych mustkd. Jsou snadno
dostupné v primyslovem meéritku, avsak obtizné zpracovatelne, a proto pro mechanicky

namahane vyrobky meéne vhodne v porovndni se syntetickymi polymery.

2321 CHITOSAN

Chitosan se ziskavd deacetylaci chitinu z zivocisnych zdrojd (krunyre krabd,
krevet, chrupavcita struna hlavonozcd), rostlinnych (hliva Udstricnd, zampiony) nebo
mikroorganismu. Chitosanjejediny kationicky polysacharid a proto nespecificky interaguje
s bunkami. Chitosan je pIné biokompatibilni a biodegradovatelny (pomérné pomalu),
mukoadhesivni a jako jediny polysacharid je Stepen proteolytickymi enzymy. Navic
vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti G+, G- bakteriim a plisnim. Chitosan byl roubovany
metodou aminolyzy na nanovidkenny PLLA nosic pripraveny elektrospinovanim.Jinym
prikladem jsou nanoviakna PLGA-chitosan/polyvinylalkohol elektrospinovand pomoci
dvou strikacek do formy kompozitni membrany. Chitosan vykazuje adhezi fibroblastd
a jejich proliferaci umoznuijici jeho vyuziti pro rekonstrukci kdze. Smési PCL a chitosanu

byly pripraveny jaok metodou miseni v tavening, tak pouzitim rozpousted|a.
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2322 CELULOZA

Celulézanebolipoly(B1-4 anhydroglukoza)je linedarnipolymer D-glukdzy spojene B(1-4)-
glykosidickymi vaztbami. Diky silnym vodikovym vazbdm je obtizné hydrolyzovatelna
a Spatné se rozpousti. Enzymatickd degradace glykosidovou hydroldzou stépi celuldzu
na mensi cukry. Je biokompatibilni s bunkami kosti (osteocyty) a krve (hepatocyty).
Bakteridlni celuloza je prostd endotoxind, nezanetlivad a vhodnd jako materidl pro
zabudovani a kultivaci fibroblastd. Celuléza prakticky neni biodegradovatelnd. Derivaty
celuldzy zajistuji rdznou rozpustnost celuldzy jak v organickych rozpoustédlech, tak i ve
vodé. Karboxymethylceluldza se vyuZiva v dermatologii k hojeni ran. Oxyceluloza je
hypoalergenni, atraumatickd, imunostimulacni a protirakovinovd. V. soucasnosti se
pouzivd nejvice jako hemostatikum ve formeé filmud, spreje (Traumacel® CZ) nebo (nano)
vlidken. Diacetdt celuldzy kopolymerovany s kyselinou mlecnou ma vyssi houzevnatost,
kterd pri obsahu /79 % PLA dosdhla zvyseni houzevnatosti az na 2000 %. Nejvice se
modifikovand celuldza pouziva k priprave nanovidken elektrospinovanim. Neddvno byla
napr. vedci z Brna pripravena nova anibakteridini nanovidkna z oxidovaneé celuldzy

a zelatiny vhodnd k hojeni ran po popdleni.

2.32.3 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA) je polysacharid objeveny v r. 1934, ktery prirozené
existuje ve formeé polyaniontu. HA je prirozenou slozkou mezibunécne hmoty a je plne
biodegradabilni, biokompatibilni a bioresorbovatelnd. Diky unikdtnim  strukturdinim
vlastnostem hydratujicim ECM a diky specifické biologické aktivité mda HA regeneracni
schopnostiaje casto vyuzivana k hojeniran (napr. Hyiodine®). Ddlezitou roli HA hraje take
pri diferenciaci a rdstu bunék, protoze je neimunogenni a zajistuje specifické interakce
s bunkami. Pro zlepseni mechanickych viastnosti a rychlosti degradace byvd HA Casto
modifikovana jinymi polymery, chemicky funkcionalizovana nebo zesiténa za tvorby
hydrogelu, houbicek, (hano)vidken a netkanych plsti pro scaffoldy vyuzitelne v tkarnovem
inzenyrstvi. Napr. esterifikovand HA pod komercnim ndzvem HYAFF®nebo ACPTM je
pouzivana jako scaffold na regeneraci chrupavek a kostnich defektd.

HA mlze byt modifikovana jok prirodnimi polymery (kolagen, zelatina, chitosan,
agarosa, fibrin, filbronektin, chondroitin sulfat), tak i syntetickymi polymery (PLA, PGA,
PEG, hydroxyethylmethakryldt). Napr. scaffold HA-kolagen pod ndzvem Hyalograft C

byl FDA schvdlen na lecbu defektd hyalinnich chrupavek a je vyuzivan v klinické praxi.
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Sitovaneé scaffoldy HA/PGA mohou byt pouzity na expresi gend pro bunky meniskd
a HA (nebo HA/PEG) roubovand na PLGA kopolymer, se zabudovanym morfogennim
proteinem kosti (BMP-2), je zkoumdna jako materidl na regeneraci kosti. Scaffoldy
z nanovldken pripravenych elektrospiningem HA/PCL/kolagenu (Hepracil TM) podporuiji
adhezi bunék a vaskularizaci a jsou pouZivany na cévni aplikace a nanovidkenné HA/

PLLA zase na spinalni aplikace.

24 POLYMERNI NANOKOMPOZITY

Kombinaci syntetickych polymerd a nanovidken nebo nanoldstic byly pripraveny
nanokompozity pro biomedicinu. Tyto materidly mohou byt pouzity jako substraty
k imobilizaci biomolekul napr. v rizeném uvolnovani Castic, tkanovem inzenyrstvi,
diagnostice nebo bioseparaci. Diky velkemu specifickému  povrchu nanovidken
i nanocastic a relativné malym rozmeérdm jsou tyto materidly vhodné pro imobilizaci vice
kompaktnich biomolekul. Snizuji napr. velikost elektrospinované polymerni membrany
a zvysuji jeji citlivost. Pro tkdnove inzenyrstvi kosti jsou nejvice studovany kompozitni
materidly polymer/biokeramika jako je napr. PLLA/HAP, PLLA/bioaktivni sklo, PLGA/
PEG/HAPa PLGA-PEG-PLGA/HAP. Ostatni anorganické biodegradabilni kompozity
s uhlikovymi nanotrubkami jsou takeé pouzivany ve tkanovem inzenyrstvi, napriklad
v kombinaci s PPF pri priprave scaffoldd pro regeneraci kosti. Neddavno bylo napr.

prokdzdano, Zze smés s grafenem muze zvysit hydrofilnost hydrofobniho scaffoldu.
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Pouzité zkratky

BDI 1.4-diizokyandtobutan
DNA deoxyribonukleova kyselina
ECM extracelularni matrix

FDA americky Urad pro potraviny a léky (U. S. Food and Drug Administration)
GA kyselina glykolova

HA kyselina hyaluronova

LA kyselina mlecna

PACA polyalkylkyanoakryldty
PAH polyanhydridy

PBS fosfatovy pufr

PBT polybutylentereftaldt
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PCL
PE
PEG
PGA
PDLA
PDLLA
PDO
PLA
PLGA
PLLA
PHBV
PHV
POE
PP
PPF
PUR
P3HA
P3HB
RGD
ROP
TCM
TCP
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poly(e-kaprolakton)

polyetylen

polyetylenglykol

polyglykolova kyselina (polyglykolid)

poly(D-kyselina milecnd)

poly(D,L-kyselina mlecnd)

polydioxanon

polymlecnad kyselina (polylaktid)

poly(mlécnd-co-glykolova kyselina)

poly(L-kyselina mlécna)

statisticky kopolymer 3-hydroxybutyrdt-co-3-hydroxyvalerdt
poly(3-hydroxyvalerdt)

polyortoester

polypropylen

polypropylenfumardat

polyuretan

poly-3-hydroxyalkanodty

poly-3-hydroxybutyrdat

tripeptidova sekvence arginin-glycin-asparagovd kyselina (Arg-Gly-Asp)
polymerace za otevreni kruhu (Ring Openning Polymerization)
trimetylkarbondt

fosforecnan vapenaty
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KAPITOLA 3
BUNKY A TKANOVE KULTURY V TKANOVEM
INZENYRSTVI

Lucie Jureckova

Tak jak bylo zminéno v uvodu, pro tkanove inzenyrstvi jsou pro zabezpeceni
efektivni lecby poskozenych tkani nezbytnou soucdasti dvé hlavni slozky — materidl
slouzici jako scaffold a zivd slozka tvorend vhodnym typem bunék - tzv. bunécnad
kultura. Cdst vénuijici se buhkdm mad za Ukol buné&nou izolaci a zabezpe&eni jejich

dostatecného poctu pro efektivni lecbu a take zabezpeceni jejich spravne funkce.

3.1 UvoD

Pocdtek historie bunécnych kultur zasahuje do roku 1885, kdy Wilhelm Roux
dokazal udrzet in vitro nékolik dni explantdt kurecich embryondlnich bunék
v temperovaném meédiu. Na konci 19. stoleti byly poprve dokumentovdny
pokusy se zamrazenim a Uspésnym rozmrazenim bunék. Roku 1807 zoolog Ross
Granville Harrison prokdzal moznost rdstu zabich embryondlnich bunek v mediu
suplementovanem lymfou, kdy se izolovane bunky ndasledné vyvinuly v nervove
bunky. Na pocdatku 20. stoleti se podarilo udrzet virus vakcinie (virus blizky viru
kravskych nestovic) na explantdtech morceci rohovky. Ve Ctyricatych letech 20.
stoleti byly zaznamendny prvniUspeésne pokusy o zalozeni bunécne kultury, v niz by
se bunky mnozily, a kterd by prezivala po delsi, byt omezenou, dobu. S dosazenymi
vysledky v kultivaci tkanovych kultur byla poprve v roce 1996 pouzita cast tkané
pro regeneraci mocove trubice. Ndsledné doslo k rozvoji pouzivani tkadnovych kultur
nejen v tkanovem inzenyrstvi a regenerativni medicing, ve vyzkumu, prfi vyrobé
protilatek, vyvoji novych lekd a jejich kontrolnich testovanich, vyrobé a vyvoji
nekterych ockovacich vakcin atd. a v roce 1998 s vyvojem liniovych kmenovych
bunék byly polozeny zdklady noveho tkanoveho inzenyrstvi. Ndsledne byl
vyzkum, v teto oblasti zaméren na problematiku expanze autolognich
a alogennich diferencovanych bunék a jejich mnozstvim nezbytnym pro vznik

nové tkané.
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Obr. 20 llustrativni zobrazeni izolace bunék

3.2 TYPY TKANOVYCH KULTUR

Kultura buneék, kterd je izolovdana ze zvireci, rostlinne nebo lidske tkané a je udrzovana
ve vhodnych podminkdch mimo Zivy organismus, je oznacovdna jako tkanova kultura.
Tkanove kultury je mozne rozlisit do nékolika skupin podle rdznych pohledd. Podle
pUvodu: burka mize pochdzet primo z tkané (primokultura) nebo byla upravena tak,
aby si zachovavala sve vliastnosti (liniove bunky). Podle typu kultivace, zda je bunky
mozne kultivovat adherovane nebo v suspenzi, nebo podle miry diferenciace na bunky

castecné nebo termindlné diferencované a kmenove bunky.

321  LINIOVE BUNKY

Bunécnad kultura, kterd byla upravena tak, ze se pokud ji bude doddvano Cerstve
medium a bude mit dostatek mista pro svdj rdst, bude nekonecnée délit, se oznacuje
jako bunécnd linie. Liniove bunky vznikaji zmeénou v genotypu, kterd jim umozni vyhnout
se béznemu procesu starnuti bunek, a proto se bunky mohou mnozit po nekonecné
dlouhou dobu a pritom si zachovavaji sve vliastnosti. Ke vzniku bunécnych linii maze
dojit nékolika zpusoby -bunky rakovinne tkané, kde prirozené probehla mutace, kterd

zpusobila neomezeneé deleni bunék. Ddle bunky, u nichz byla mutace vyvolana a bunky,
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u kterych mutace probéhla, a byly ndsledné izolovany. VloZzenim virového genu do

genomu bunky, ktery ovlivni regulaci prdbéhu bunécného cyklu. Ovlivnénim exprese

proteind, které maji vliv na replikaci genomu bunky, nebo vznik hybridomd - kdy

B-bunky, které tvori specifickou protilatku, jsou fuzovdany s myelomovou (rakovinnou)

B - bunkou. Toto je napr. vyuzivano take pro vyrobu monoklondlnich protilatek.

hES bunécna linie

Obr. 21 Ziskavani liniovych bunék

Mezi typicke priklady liniovych bunék,
které jsou Siroce vyuzivany, mudzeme
zaradit:

Hela - izolovdana z lidskych epitelidlnich
nadorovych bunék (Obr. 22).

3T3 - bunecna linie pochdzi z mysich
filbroblastt Obr.

linie

embryondlnich
22).

bézné pouzivana, casto je vyuzivana

Dnes je tato bunécnd

joko feedrove bunky (bunky tvorici
zakladni vrstvu, kterd vytvari vhodneé
mikroprostredi pro uchyceni a rdst jinych

bunécnych kultur).

CHO-Chinese hamster ovary cells - Bunécnd linie epitelidinich bunék, izolovand z bunék

vajecniku Cinského kFecka (Obr. 22). Je hojné vyuZivanou bunécnou linii pro jeji schopnost

rychle se délit a ve vysoke mire produkovat proteiny. V dnesni dobe je CHO bunéecnd linie

nejcastejipouzivanou bunecnou linii savcich bunék pro prdmyslovou vyrobu rekombinantnich

proteind pouzivanych ve farmaceutickem prdmysilu.

HelLa bunky

3T3 bunky

CHO bunky

Obr. 22 Ukdazka prikladd liniovych bunek

Bunecne linie jsou vyuzivany v Sirokem spektru od vyzkumu az po prdmyslovou vyrobu

proteinyd, vakcin a dalsich produktd vyuzivanych predevsim ve farmacii.
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Pri praci s bunecnymi liniemi je velkou prednosti jejich neomezené déleni, znamy zdroj
a ekonomickd vyhodnost, ale je nutné vzit v dvahu fakt, ze k tomu, aby se mohly bunky
nekonecné délit, musely projit vyznamnou mutaci, kterd mohla pozmeénit biologické
vlastnosti bunek. Je proto vhodnée si o vybrane bunecne linii predem zjistit dostatecne

informace a hlavné je mozné je vyuzit pouze pro in vitro testy.

322 PRIMOKULTURY

Bunky, které byly izolovany primo z Zivé tkdné nebo organismu a jsou udrzovany
v podminkdch in vitro, se oznacuji jako primokultury. Primokultury predstavuji system,
ktery nejblize napodobuje stav bunék v organismu.

Izolaci bunék z organismu nebo tkdné je mozné provest vice zpusoby. Bunky je
mozne ziskat z explantatu, kdy je Cast tkdné odstranéna z organismu a bunky z ni
vycestuji do kultivacniho media, nebo jsou bunky izolovdany z tkadné pomoci enzymu
(vice v kapitole Izolace).

Jakmile se izolovane bunky adaptuji v in vitro podminkach, mdze u nich dochdzet
k omezenemu poctu bunecnych déleni, nez u nich dojde ke ,starnuti” a ndsledne
degeneraci a odumirdni. Bunky, kterée jiz byly subkultivovany, mohou byt oznacovany
jako bunécné kmeny.

Buriky mohou byt izolovany z rlznych tkdani: z kosti (osteocyty), chrupavky
(chondrocyty), cév (cévni endotelidini burky a fibroblasty), pokozky (keratinocyty,
fibroblasty, melanocyty), tukove tkané (adipocyty, fibroblasty, mesenchymalni
kmenove bunky) atd. a pri zakladani primokultur je vzdy dobré vhodné posoudit, pro
jakou aplikaci v rdmci tkanoveho inzenyrstvi budou pouzity. Pak také zdroj bunék,
velikost vzorku, typ tkanée zvoleny pro izolaci, vék organismu, z jehoz tkané bude izolace
provedena, ale take stav tkang, pripadnou moznost kontaminace tkané at uz jinymi

tkadnémi nebo potencidalni moznou bakteridlni kontaminaci pri odbéru.

323 SUSPENZNi A ADHERENTNI TKANOVE KULTURY

Kromeé rozliseni bunécnych kultur na liniove bunky a primokultury, pripadné bunécne
kmeny, je dllezitym parametrem adherence bunék. Tato viastnost bunék vyrazneé
meni parametry kultivace a také pozadavky na samotny scaffold a materidl. Otevird

ale moznost vybéru pro Sirsi spektrum aplikaci.
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Existuji dva zakladni systemy, ve kterych je mozneé kultivovat tkanove kultury. Prvnim
typem je adherentni, kdy bunky rostou prisedle k podkladu, at' uz se jednd o samotny
plast kultivacni lahve, nebo o povrch upraveny vrstvou kolagenu nebo feedrovych
bunék (bunky, které tvori vrstvu pro lepsi prisednuti a ndsledné vytvari vhodné
mikroprostredi pro rust kultury). Druhym typem bunék jsou suspenzni kultury. Bunky
v tomto pripadé plovou v kultiva¢nim mediu. Vétsina bunék izolovanych z obratlovcd,
svyjimkou hematopoietickych (krvetvornych) bunék a nékterych dalsich, jsou adherentni
bunécné kultury. Mnoho bunécnych linii ovsem muze byt adaptovdno ke kultivaci ve
forme suspenzni kultury. Suspenzni kultury vyzaduji zajistéeni dostatecné vymeny plynd
a je zadouci udrzet kulturu v pohybu - pomoci magnetickeho michadla nebo trepacky.

Suspenzni kultury bunék jsou pouzivany predevsim v pripadech, kdy jsou nezbytne
vysoke vytezky bunék, nebo je cilem ziskat produkt vylucovany burkami do kultivacniho
media. Ve valne veétsing pripadyd jsou bunky kultivovany v adherentni formé, kterd

umoznuje predevsim kontinudini sledovani jejich morfologie.

324 TYPYTKANOVYCH KULTUR Z HLEDISKA DIFERENCIACE

Bunky v organismu maji rdzné viastnosti. Tyto viastnosti se liSi nejen v zdvislosti na
typu tkane, kde se vyskytuji a funkci, kterou plni, ale také mirou diferenciace, ke ktere
u bunék doslo.

V organismu se vyskytuji bunky, ktere jsou termindinée diferencovane, u kterych byl
ukoncen vyvoj, jejich funkce je dana a maji charakteristicke znaky (napr. chondrocyt
- termindlné diferencovand chrupavkovda bunka, kterd exprimuje povrchove markery
pro kolagen typu Il a agrekan).

Kromé termindiné diferencovanych bunék v organismu existuji bunky, které maiji
schopnost sebeobnovy a davajivznikbbunkam, ktere se nasledné termindalne diferencuji.
Jednad se o specifickou skupinu bunék oznacovanych jako kmenove bunky. Tyto bunky
nevykazuji zadne znaky typicke pro diferencovane bunky.

V rdznych etapdch vyvoje vznikaji rdzné kmenove bunky (lisici se svym hierarchickym
postavenim, diferencia¢nim potencidlem a povrchovymi znaky). Ve stadiu blastocysty
je mozne rozlisit vnégjsi vrstvu bunek a vnitrni bunécnou masu. Bunky vnitrni bunécne
mMasy jsou tvoreny kmenovymi bunkami, které mohou dat vznik jakemukoli typu tkane,
jsou oznacovany jako pluripotentni bunky. Pluripotence znaci schopnost produkovat
bunky rdznych zarodecnych listd - ektodermu (napr. neurony), entodermu (napr.

hepatocyty) i mesodermu (napfr. svalove bunky).
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Pluripotentni kmmenove bunky se ndsledné specializuji, na multipotentni, ktere dadle
davaji vznik funkénim bunkam. Multipotentni kmenove bunky jsou zadané, tj. omezené
k produkci jen omezeneho spektra bunek vznikajicich v ramci jednoho zdarodecneho
listu (ektodermu, entodermu nebo mesodermu) - napr. mesenchymalni kmenove
bunky (obr. 23).

blastocysta
vnitfni bunééna masa,
pluripotentni buriky gastrula
: multipotentni kmenové buriky

zarodecné

... bunky
vajicko
spermie

kozni neurony  pigmentové
buriky buriky I s s e e e e

- —— b
59 Cla) || Aoe

mezoderm (stfedni vrstva) -~ casee
buriky buriky buriky
= o %/ slinivky  &titné zlazy  plic
S
= o0 o 7
srdecni kosterni burky Cervené hladka
svalovina  svalovina ledvin krvinky svalovina

QObr. 23 Diferenciace bunék

Ve fetdlnim obdobi s vyzravanim tkdani pribyva ve tkdnich specializovanych
(diferencovanych) bunecnych typd, kmenove burnky jiz noveé nevznikaji. Jejich absolutni
pocet zUstava diky sebeobnove zachovdn, ale relativné se mnozstvi kmenovych bunek
ve tkanich snizuje. Kmenove bunky ve tkanich setrvdvaji po celou dobu zivota, tj. od
sameho zacdtku az do pozdniho stari.
patri zodpovédnost v prdbeéhu vyvoje za vytvareni zdkladd jednotlivych orgdanu
a jejich rust.

V dalsim obdobi jsou pak zodpovedné za tkdnovou homeostdzu (udrzeni stejneho
mnozstvi bunék ve tkani) a jsou takeé aktivovany pri poranéni tkani, kdy kmenové burky

zahajuji hojeni a regeneraci tkani.
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U kmenovych bunék jsou rozliSovany dva typy: embryondini (zarodec¢né) a dospélé
(adultni). Pojem ,embryondlni ksmnenoveé bunky” v Sirsim slova smyslu zahrnuje rdzné
typy kmenovych bunék objevujici se v embryondinim, pip. fetalnim vyvoji. Castéji se
vsak timto pojmem oznacuje specidlni populace pluripotentnich bunék, kterd byla
izolovdana z blastocyst, tzv. ES bunky (embryonic stem cells). Je vsak zapotrebi mit na
pameti, ze v driveéjsich i pozdejsich fazich vyvoje vznikaji v embryu take dalsi kmenove
bunky, ktere jsou odlisné od ES bunék.

Kmenové bunky se nachdzeji ve vsech zdkladnich typech tkdani (existuji epitelove
kmenove bunky, mezenchymalni kmmenove bunky, kmenove bunky srdecni svaloviny,
neurdlini kmenové bunky aj.). Nejcastéji zmifované jsou mezenchymdalni kmenove
bunrky (MSC - mesenchymal stem cells). Produkuji bunky tzv. mezodermoveho
(mezenchymoveého) pudvodu. Do spektra produkce spadaji bunky podplrnych
tkani, svalovina, cévy, krevni bunky, ledviny, pohlavni organy aj. (obr. 24). Casto se
terminem mezenchymove kmenoveé bunky oznacuji stromalni kmenove bunky kostni
drené, nebot jsou schopny produkovat siroké spektrum bunécnych typud, jako jsou

chondrocyty, osteocyty, adipocyty, vazivove elementy atd.

chrupavky
kosti -\ . .l lﬂ/(‘_
05— - svaly
= L W
B P~ A chondrocyty - -
= osteocyty myocyty

pojivo, Slachy fibroblasty - ﬁ\'
MSCs

_ % Q W ol
adipocyty v

astrocyty

> fibroblasty ™=~ “:;:l'-_ -»’. - klze

stromalni

bunky
. CNS
tukova tkan

kostni dren

Obr. 24 Potencidl mesenchymalnich kmenovych bunék
Diky svym vlastnostem a dostupnosti v organismu maji mesenchymalni kmenoveé

bunky velky potencidl pro uplatnéni ve tkdnovem inZenyrstvi v rdmci regenerativni

mediciny.

o3



KAPITOLA 3 BUNKY A TKANOVE KULTURY V TKANOVEM INZENYRSTVI

325 SBIRKY TKANOVYCH KULTUR

Za ucelem shromazdovat, overit, uchovat a ndsledné distribuovat vedcdm po celem
svété rdzné typy mikroorganismd, zacaly byt zaklddany tzv. sbirky tkanovych kultur.
Ndsledné s rozmachem tkanoveého inzenyrstvi, biotechnologii, genetiky a dalsich obort
byly sbirky rozsireny, aby byly schopny deponovat velké mnozstvi rdznych biologickych
vzorkd (v€etné mnozstvi bunécnych linii a primokultur pro potreby rdznych aplikaci
v ramci tkanoveho inzenyrstvi).

Jednou z téchto sbirek je American Type Cell collection, kterd vznikla v roce 1925.
Jeji sbirky zahrnuji Siroké spektrum biologickych materidald, mezi nimi bunécné linie,
genomoveé prvky, rdzné mikroorganismy a bioprodukty. Celkové asi 3400 lidskych,
zvirecich a rostlinnych bunécnych linii, 8 mil. klonovanych gend (zahrnujici rdzné druhy
— lidsky, mysi, krysi, opici, atd.) a nékolik vektord rdznych chorob. Z mikroorganismd
je to vice nez 18 tis. kmenU ridznych bakterii, 2 tis. rdznych typd zvirecich a okolo 1 tis.
rostlinnych vird. Ddle je ve sbirkdch mozne nalezt pres 49 tis. kvasinek a vzorkd hub.
Ndslednée pak byla v roce 1984 zalozena sbirka overenych a mezindrodné uzndvanych
vzorkd v Evropé - Evropska sbirka bunécnych kultur, vznikla za Ucelem shromazdovani
bunecnych kultur pro vyzkumniky. Béhem ndasleduijicich triceti let se sbirka rozrostla
takovym zplsobem, Ze se stala jednou z nejuzndavangjsich sbirek ovérenych bunécnych
kultur ve sveéte. V soucasne dobe je ve sbirkdch k dispozici pres 40 tis bunecnych linii
45 rdznych druhd, S0 typud vzorkd tkani, 300 HLA typud, 450 monoklondlnich protilatek
a 800 vzorkd genetickych poruch.

3.3 KULTIVACE TKANOVYCH KULTUR

Bunecnd kultivace predstavuje ndrocny proces, vyzadujici specificke manipulace
a charakteristicke rdstove podminky.
3.31  KULTIVACNI NAROKY TKANOVYCH KULTUR

Aby nedoslo ke kontaminaci zpracovavané kultury mikroorganismy, které by
znamenaly znehodnoceni kultury, ale také aby nedoslo k prenosu nezddoucich

mikroorganismud do prostredi nebo pouzivanych meédii a roztokd, by meély byt

manipulace s bunécnymi kulturami provadény ve vhodnéem prostredi a vhodnymi
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technikami. Dodrzovani tzv. aseptickych podminek — tedy prostredi bez pritomnosti
kontaminujicich mikroorganismud a vhodnych aseptickych technik by mélo zarucit to,
aby nedoslo k prenosu kontaminujiciho mikroorganismu do kultury. Za timto Ucelem
je vhodné provadet veskere prdace s tkanovymi kulturami v lamindrnich boxech nebo
biohazardech, kde je vytvoreno chranene prostredi proti potencidlni vnegjsi kontaminaci,
ale soucasneé je take chranen operadtor, ktery manipulace s kulturami provadi.

Pro Uspésnou izolaci a ndslednou kultivaci bunécnych kultur by melo byt take
vhodné zvoleno rdstoveé prostredi a podminky - kultiva¢ni teplota, suplementace
prostredi CO,, pH a vyzivove Iatky. Kazdd bunecnd kultura mize mit odlisne ndroky
na kultivacni prostredi, je proto vhodné si naroky kultury zjistit pred zahdjenim prdce

s danym typem bunék.

3311 KULTIVACNI PODMINKY

Standardné jsou savdi tkanove kultury udrzovany pri teploté 36-37°C, plati pravidlo,
ze kultura bunéek by mela byt udrzovdna ve stejne teploté prostredi, v ktere je bezny jeji
vyskyt.

Vyznamnym faktorem definujicim vhodné kultivacni prostredi je pH meédia
a koncentrace CO, v prostredi. Uvedene hodnoty spolu Uzce souviseji. Bézne kultivacni
medium ma schopnost do urcité miry kontrolovat pH a regulovat pripadné vykyvy
pri zménach pH prostredi. Vzhledem k tomu, ze pH media je zdvislé na mnozstvi
oxidu uhli¢itého a hydrogenuhli¢itanovych iontd rozpusténych v médiu, mohou zmény
v koncentraci CO, v prostredi tuto rovnovahu vyrazné narusit, a tim ovlivnit pH media.
S ohledem na uvedené je snaha udrzovat v kultivacnim prostredi vyssi koncentraci
CO,. Standardné je pouzivana koncentrace 5-6%, v nékterych pripadech muaze byt
koncentrace CO, regulovana v mezich 4-10% CO,,. Vétsina médii by mela mit vyrobcem
doporucenou vhodnou koncentraci CO_v prostredi pro dosazeni optimalniho pH.

Vetsina savcich bunék proliferuje dobrev prostredis pH /,4-/,6. Existujibunecne kultury
(predevsim transformovane kultury), ktere Iépe rostou v kyselejsim pH, naopak vetsina
fibroblastd se Iepe mnozi v mirné zasaditem pH. Detektorem pH meédia je standardné
u Mmnoha médii pouzivana fenolova Cerven (viz nasledujici kapitola o suplementech).

Vetsina savcich bunék prosperuje dobre pri uvedenych standardnich podminkach
(37°C, 5% CO,, pH 7.5). Existuji ale vyjimky, predevsim u primokultivovanych bunék, ktere
mohou mit odlisne kultivacni naroky. U liniovych bunek by mely byt podminky pro kultivaci

doporuceny vyrobcem/dodavatelem kultury.
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3312 MEDIA ASUPLEMENTY

To, zda kultura bude dobre prosperovat, je zavisle na mnoha faktorech. Jednim
kultivacni meédium, které bunkdm poskytuje nezbytné ziviny, rdstove faktory, reguluje
pH a osmoticky tlak.

Kultivacni medium predstavuje izotonicky roztok, ktery obsahuje glukozu jako zdroj
energie, aminokyseliny, bilkoviny, ionty anorganickych soli (Ca®*, Mg#*, Na*, K*, HCO
). Nékteré stopove prvky a vitaminy (inositol, riboflavin, pyridoxin, kys. pantotenova,
atd.).

Dnes existuje rada komercne vyrdabenych medii, od nejjednodussich medii se
zakladnim slozenim, az po media se specificky upravenym slozenim, urcenych konkretné
pro urcitou rdstovou fazi definovanéeho typu bunék, pripadné media vyrabend dle
prani zakaznika. Média jsou k dostani take v rdzné kvalité od ,for research use only” az
po ,GMP grade” (media vhodnd ke kultivaci bunék urcenych ke klinické aplikaci).

Dulezitou slozkou zdakladnich medii je sérum, ktere je nutneé ve vétsine pripadu
do meédia pridavat a to standardné v koncentraci 5-12 %. Je to zdroj rlstovych
a adhezivnich faktord a sirokeho spektra bilkovin, lipidd a minerdlnich Iatek. Tradicné
nejvyuzivanegjsi jsou fetdini séra, protoze oproti serdm, kterd nepochdzeji z fetu, maji
nizSi hladinu protildtek a vyssi podil rdstovych faktord. Mezi séry je Siroky vybér, pred
zahdjenim pouzivani urcitého typu sera je s vyhodou serum na kulture testovat, pokud
je to mozné, vzhledem k tomu, Ze séra se mohou lisit pomérem bilkovin nebo cbsahem
endotoxind v zavislosti na zdroji, ze ktereho pochazi.

V dnesni dobe je stdle Casteéjsi pozadavek take na aplikaci bezseroveho media jejichz
vyhodou je moznost vylouceni potencidlnich serovych kontaminant (mykoplazmy,
endotoxiny, atd.), ddle selektivnost, ktere je docileno pridavkem vhodnych vybranych
rdstovych faktord. Nevyhodou vsak je, Ze ne vSechny bunky sndaseji rdst v bezserovem
mediu bez problemu. Bezsérovd media jsou dostupnd pro radu primokultivovanych
bunék, ale i liniovych kultur. Ddle jsou obvykle do medii pridavane rdzné suplementy,
jako napr. insulin nebo hydrokortison. oba za ucelem podpory rdstu bunéek, nebo napr.
L glutamin v rdmci vyZivy.

Jednim ze suplementd, jehoz pouzivani je stdle Castéjsi v posledni dobe, je take
destickovy lyzat. Jde o pripravek z krevnich desticek, z nichz byly uvolnény rdstove
faktory. Tento suplement byvd pouzivan jako ndhrada sera, predevsim pro kultivace
mezenchymalnich kmenovych bunék nebo v pripadech, kde neni mozne pourziti FBS

nebo jineho sera.
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V zdvislosti na typu kultivace je mozné do média také pridat antibiotika a/nebo
antimykotika a nejcasteji pouzivanymi jsou penicilin a streptomycin.

Ve vetsine medii je obsazena take jako indikator pH fenolova Cerven. Pokud je pH
kyselejsi, médium méni barvu do odstind oranzove az zluté - znadi, ze do media jsou ve
vySsi mire produkovany metabolicke Iatky, v nékterych pripadech mize naznacovat na
pripadnou kontaminaci kultury. Pokud je v mediu pritomna fenolova Cerven a medium
je zbarveno do tmave Cervene az nafialovelé barvy, prechdzi pH do zdsadité oblasti
a je mozné usuzovat na stagnaci nebo odumirani kultury (Obr. 25). K pfechodnému
zvyseni pH muze take dojit kratce po umisténi kultivacni lahve do inkubdtoru, kde je

prostredi s vyssi tenzi CO...

pH 6.5 pH 7.0 pH 7.2 pH 7.4 pH 7.6 pH 8.0 pH 8.5

Obr. 25 Barevnd stupnice media obsahujiciho fenolovou Cerven s odlisnym pH

3.32 BUNECNA IZOLACE

Izolaci bunécnych kultur je mozné provadét dvéma zdsadne odlisnymi postupy -
explantatovou technikou nebo enzymatickym rozvolnénim tkdné a izolaci bunék.

Pri izolaci bunék z explantatd je tkan rozdélena na velmi malé kousky, je umisténa na
vhodnou podlozku (kultivacni plast oSetreny pro tkanove kultury), prevrstvena vhodnym
mediem a umisténa do vhodnych kultivacnich podminek.

Bunky by mély zacit vycestovavat z tkané a postupné osidlovat kultivacni plast. Ne
kazdou izolaci je moznée takto provest. V pripadech, kdy tkan neni mozné dokonale
rozdelit tak, aby byla tvorena pouze jednim typem bunek, je vhodnéjsi pouzit techniku
izolace bunék z tkang, kde je mozné kombinovat vice izolacnich krokd, aby bylo dosazeno
izolace Cisté populace bunék. Pokud je tkan izolovana ve smési bunék, mize se stat,
ze rychleji rostouci populace bunék (obvykle se jednd o fibroblasty) mize vytésnit

zadanou populaci bunék.
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|zolace bunék z tkdné je provadéena kombinaci krokd, které mohou zahrnovat
rdzné postupy: separaci tkangé, jeji promyvdani, homogenizaci, aplikaci vhodného
enzymu jednordzoveé nebo opakované, centrifugaci, gradientovou separaci,
filtraci a dalsi kroky.

Kombinace a aplikace jednotlivych krokd velmi zdlezi na typu a stavu pouzité
tkdné a charakteru izolovanych bunék. Vzdy je zddouci zvazit nutné kroky
k separaci bunek a potencidlni riziko, ktere tyto kroky predstavuji pro samotne

bunky a v idedInim pripadé pouzit kompromisni reseni.

3.3.3 BUNECNY RUST

Po vneseni bunék do kultivacni lahve jsou bunky z prvopocdtku volne v mediu
ajsou kulate. Ndasledneé zacinaji adherovat na dno kultiva¢nilahve (pokud se jednd
o adherentni kulturu). U kultivovanych bunék je nékdy mozné adherenci pozorovat
jiz po 10ti minutdch, u primokultivovnych bunék k adherenci dochdzi do 24 hodin.
Adherovane bunky zaujimaji charakteristicky tvar - morfologii. Prvni obdobi rdstu
kultury je oznacovdno jako Lag-faze. V Lag-fdzi mdze dochdzet k poklesu rdstu
(obr. 26), protoze bunky, u kterych doslo béhem manipulace s kulturou k poskozeni,
jiz neprisednou a postupne odumiragji. Jakmile se bunky adaptuji na prostredi,
zacnou se mnozit - proliferovat, prechdzi do Log-fdze - fdze logaritmického
rdstu. Bunky se mnozi logaritmickou radou. Interval této faze je vyrazné zavisly
na typu bunék (u nékterych liniovych bunék muze ndastup této fadze probehnout
jiz po Bti hodindach). Ndastup ndsledujici Stacionarni faze je zdavisly na mnozstvi
dostupnych Zivin v mediu a dosazene konfluenci (pokryti dna kultivacni lahve
bunkami). Jakmile bunky pokryji dno kultivacni lahve - vytvori tzv. monolayer,
dochdzi diky kontaktniinhibici ke snizeni nebo Uplnemu zastaveni proliferace. Mdze
dojit k poklesu rdstove krivky - Fdze ubytku v disledku odumirdni bunék, ktery je
zpUsobeny nedostatkem zivin, snizenim pH (diky zvyseni koncentrace CO,), zvyseni
odpadnich - toxickych latek metabolismu bunék. Pokud u kultury dojde k ndstupu
staciondrni faze z ddvodu nizkého obsahu zivin v mediu, ale dosazend konfluence
neni limitujici, je mozné prodlouzit log-fazi vymeénou nebo pridanim cerstvého
media. Jakmile kultura dosdhne 100% konfluence, je mozné dospét k dalsi log
fazi pouze subkultivaci bunék - tedy opakovdanim rdstoveho cyklu. U suspenznich

kultur plati stejne podminky, ale limitnim parametrem je vycCerpadni zivin z media.
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logaritmus
poctu
bunék

. log faze — faze ubytku
lag faze  (exponenciainirist)  stacionarni faze (odumirani bunék)

Obr. 26 Ristova krivka

Pokud adherentni kultura prosperuje, mnozi se, zaplnuje tak dno kultivacnilahve. Jakmile
dosdahne 100% konfluence (zaplnéni kultivacni lahve), u kultur, u kterych funguje kontaktni
inhibice, se rdst zpomali, az Uplné zastavi. Aby se kultura mohla ddle mnozit, je treba
provest jeji subkultivaci. Subkultivace adherentni kultury predstavuje postup, kdy jsou
bunky z kultivacni lahve prevedeny do roztoku a nasledne preneseny v nizsi koncentraci na

novou kultivacni lahev. S kazdou subkultivaci nardistd pak tzv. pasdzove Cislo kultury.

Obr. 27 Kultivacni lahve

V pripadée subkultivace suspenzni kultury, je vhodné se ridit hrani¢ni koncentraci
bunek nebo indikaci vyCerpdnizivin v mediu. Hranicni koncentrace jsou vétsinou zjisteny

dle ristovych kfivek danych kultur.
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Pri subkultivaci je klicovym krokem urceni koncentrace bunék. Na zdkladé urcene
koncentrace jsou bunky preneseny do nove kultivacni lahve s Cerstvym kompletnim
kultivacnim mediem v urcitem poctu, nebo je prenesen pouze podil kultury

V ramci uchovani buneék, je z ddvodu, aby byly maximalné zachovdny viastnosti kultury
a predeslo se jejimu starnuti, pripadne genetické zmeéneé nebo jeji kontaminaci, vhodneé
kulturu zamrazit. MrazZeni probind postupnym zchlazovdnim priblizné 1°C /min a probihd
az do dosazeni -80 °C. Vzhledem k tomu, Ze kazdd bunka obsahuje vysoky podil vody, je
kultura aby nedoslo k poskozeni bunék pri tvorbé krystald zmrazené vody, zmrazovdana do
specidlniho roztoku, ktery tomuto poskozeni predejde. Pri pouziti seroveho media je mozne
jako kryoprezervacnino média pouzit 10% glycerol nebo 10% DMSO (dimetylsulfoxid).

Bézne jsou kryoprezervacni media slozena z media, kryoprezervantu a roztoku,
ktery je zdrojem proteind. Proteiny by bunkam mély poskytnout potrebnou ochranu pri

zamrazovani a nasledné pri vymrazovani.

34 CHARAKTERISTIKA TKANOVYCH KULTUR

Pri osazovani scaffoldd bunkami, je velmi dulezitd bunecnd charakterizace. Nutnost
dobre bunky charakterizovat vyvstava nejen pri jejich kultivaci, ale predevsim po jejich
zabudovani do scaffoldu. To, zda bunky dosahuji vhodného fenotypu a produkce vhodne
extracelularni matrix, je klicovym faktorem pro efektivni leéCbu poskozene tkdné a pro
charakterizaci jsou pouzivany rdzné parametry sledované pomoci spektra metod.

K tém nejjednodussim patri mikroskopicke metody hodnoceni kultury, pomoci nichz je
mozne popsat morfologii bunék, urcit jejich celkovy stav, celkovou vitalitu bunék pomérem
zivych a mrtvych bunéek.

Dobry stav kultury je mozne potvrdit pritomnosti vhodnych povrchovych markerd, ktere
jsou u kazdeho typu bunek charakteristicke a jejich pritomnost na bunecnem povrchu
potvrzuje nejen jejich vhodny fenotyp, ale take spravnou funkénost.

Kromeé povrchovych markerd mohou byt viastnosti bunek sledovany take na molekularni

urovni - intraceluldrné na zakladeé transkripcni aktivity bunéek.

341 MIKROSKOPICKE POSOUZENI KULTURY

V' ramci mikroskopickeho posouzeni bunécne kultury, je dulezitou charakteristikou,

kterd by méla byt patrnd na prvni pohled, morfologie bunék. Vétsina bunék md svdj
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charakteristicky tvar a morfologie udava celkovy vzhled bunky (Obr. 28).

Obr. 28 a) bunky cevniho endotelu b) burky chondrocytd ¢) bunky koznich keratinocytd
d) kostni burky

U savcich bunék je mozne rozlisit dve typicke tvarove skupiny — bunky fibroblastoveho
tvaru (oznacované casto jako fibroblast-like), jsou Sidlového tvaru, vice ¢i méneée
natazene (Obr. 29). Bunky epiteliginiho tvaru (epitelial-like), jsou lichobéznikoveho

tvaru, rostou vétsinou v ostrdvcich a jsou vice pravidelne nez fibroblastove burky.

Obr. 29 a) bunky fibroblastoveho typu b) buriky epitelidiniho typu

Pri hodnoceni bunék je také vhodné se zamerit na celkovy vzhled bunék. Pokud
je mozné pozorovat tvorbu granul kolem jadra nebo vakuol v cytoplazme, nebo se
dokonce jednotlive bunky zacinagji oddélovat ode dna, naznacuje to zhorseny stav
kultury. Pricinou muaze byt nutnost vymeény media, starnuti kultury, kontaminace nebo
pritomnost latek, ktere plsobi na kulturu toxicky.

Pri hodnoceni kultury bunék je take vyznamnym parametrem konfluence bunék
(obr. 30). Popisuje plosny ndrdst bunécné kultury v kultivacni lahvi — vyjadfuje se

v odhadovanéem procentudinim pokryti dna kultivacni lahve.
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Obr. 30 Narust konfluence kultury na kultivacni lahvi

Sledovani konfluence ndm ddva dobrou predstavu o progresivnim rdstu kultury
a konfluence byvda u adherentnich bunék vétsinou hlavnim parametrem pro rozhodnuti
o subkultivaci bunék.

Pokud je kultura mikroskopicky hodnocena, je Casto mozne zjistit pritomnost
nezdadoucich mikroorganismu (bakterie - je mozné je vidét jako velmi drobné tecky
nebo plisné - vidkna nebo chomdcky vidken). Kontaminace mikroorganismy se da
take zachytit diky barevné zméne media zplsobeneé reakci fenolove Cervené na kyselé

prostredi v mediu.

342 POVRCHOVE ZNAKY

Povrchoveé znaky (markery) bunék jsou bilkovinné struktury na povrchu bunék a jejich
pritomnost je specifickd pro jednotlive typy bunék. Vetsinou se jednd o struktury,
které plIni urcitou funkci — napr. jako ligand (misto pro navazdni jiné molekuly napr.
protein-protein) nebo receptor (misto pro navdzdni specifickou vazbou). Proces
detekce povrchovych markerd bunky byva také oznacovan jako imunofenotypizace
a vysledny obraz detekovanych povrchovych markerd buriky pak jako jeji fenotyp (take
imunofenotyp).

Pro detekci povrchovych markerd bunék jsou vyuzivany rdznée techniky, v soucasne
dobé nejrozsirengjsi je flowcytometrie. Jde o techniku, kterd umoznuje detekci
fyzickych a chemickych vlastnosti bunék. Jinak receno, na zakladé velikosti, granularity
apovrchovych znakd kazde testovane bunky, je mozné sestavit celkovy obraz uvedenych
vlastnosti celé testovane bunécne populace.

V praoxi je pri bunécnych kultivacich flowcytometrie vyuzivano predevsim k potvrzeni
fenotypu bunék pri primokultivacich pro potvrzeni identity bunék (napr. kmenove

pbunky: CD31- a CD34+, fibroblasty: coll+, FSP+), ke zjisteni Cistoty bunécné populace
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(priizolaci mohou byt izolovany smésné kultury napr. fibroblastd a keratinocytd apod.).
Ddle k detekci diferenciace a dediferenciace bunék (predevsim pri pouziti kmenovych
bunéek a jejich diferenciaci) a k uréeni fenotypu bunék pro potvrzeni jejich spravné funkce
(napr. u chondrocytd v ramci produkce kolagenu I, agrekanu, atd.).

Kromeé detekce povrchovych markerd, je také mozné pouzit fluorescencni barveni
k méreni obsahu DNA, viability nebo virove transdukci. Flowcytometrie je také mozne

vyuzit ke stanoveni viability bunecnée populace - pomeru mrtvych a zivych bunek.

343 STANOVENI CHARAKTERISTICKE FUNKCE BUNEK

Pro stanoveni spravne funkce bunék jsou detekovany charakteristicke Iatky, ktere bunka
vylucuje pri tvorbé mezibunecne hmoty. Kazdd bunka, stejné jako u povrchovych znakd,
pokud se nachdziv prostredi s optimalnimi podminkami, produkuje charakteristicke Iatky
(jde vetSinou o proteiny nebo malé peptidove molekuly) a je charakterizovana expresi
urcitych gend (nebo naopak absenci exprese jinych genud). Napriklad chondrocyty
exprimuji geny pro slozky chrupavcité mezibunécné hmoty jako je napr. kolagen typu
Il'a agrekan, osteoblasty geny pro slozky kostni hmoty jako je osteokalcin, osteopontin,
kolagen typu X, nebo enzym alkalickd fosfatdza. Pro mezenchymaini kmenoveé bunky
je napr. charakteristickd exprese povrchovych markerd CD73, CDS0, CDI1OS a pro
hepatocyty zase exprese genu pro albumin, cytochrom P450, nebo enzymy glukdza-
B-fosfatdza, tyrosin aminotransferdza aj. Bunky kosterniho svalstva produkuji napr.
bilkoviny myosin a troponin a pro neurony je specifickd exprese gend pro jaderny protein
NeuN, proteiny beta-lll tubulin, nebo proteiny synaptickych receptord ¢i napétove
rizenych kandld na povrchu bunky, atd.

Zachyt produkce techto Iatek je mozne provadet na molekuldarni urovni pomoci PCR,
gPCR nebo pomoci detekce vyluCovanych ldtek do kultivacniho prostredi. V tomto
pripade je nejcasteji vyuzivana ELISA, pripadne je mozne pouzit take HPLC.

Pro detekci transkripce charakteristickych gend, které koduji produkci proteind
specifickych pro urcity typ burky, je vyuzivana tzv. PCR (Polymerdzovad retézova reakce).
Jde o metodu, pomoci niz je mozneé detekovat i jedinou kopii casti DNA. To umoznuje
urcit pritomnost specifické sekvence v genomu bunky nebo pripadné detekci aktivniho
prepisu charakteristickeé sekvence bunky (kddujici napr. specificky protein).

Prorealizaci PCR je nutne zndt hledanou sekvenci. Pro vazbu jsou pak pouzity specificke
sekvence oznacovane jako Primery (kratke sekvence, které jsou komplementarni —

schopny se vdazat na hledanou sekvenci). Ddle je nutnd pritomnost enzymu DNA
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polymerdza, kterd umozni amplifikaci. Reakce probihd v termocycleru, ktery pracuje v cyklech
opakovaneho nahrivani a chlazeni, aby bylo umoznéno opakovaného prisednuti specificke
sekvence Primeru, synteza specificke Casti DNA, a opétovne rozpojeni amplifikovane

casti. Timto opakovanim vznikd retézovd reakce a pocet hledané DNA, pokud je pritomna,

exponencidalné narustd. Vysledkem je detekce hledané casti genomu (obr. 31).
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Obr. 31 Princip PCR

gPCR quantitative real-time PCR take oznacovand jako RT-gPCR nebo RT-PCR je
zalozena na podobnych principech jako PCR, ale zaroven dochadzi ke kvantifikaci cilove
DNA. Kvantifikace probihd v redlném case (na rozdil od bézné PCR, kde detekce probiha
az na konci). Kvantifikace produktu je zajistéena pomoci ,reporterove” molekuly, kterou
je molekula fluorescentni barvicky. Ta je pripojena na kratkou sekvenci cilove DNA.
Flouorescencni znacka je zaktivovana pouze odstrizenim ,zhdasece” (Quencher) pouze
pokud dojde k prepisu hledaného useku DNA. Kvantifikace je provedena extrapolaci

nameéreného mnozstvi fluorescence.
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Velice vyuzivanou metodou v tkanovem inzenyrstvi, je take pro primou detekci
|dtek produkovanych bunkami do prostredi, vyuzivana tzv. ELISA (Enzyme-linked
imunnosorbent assay). Jednotlive typy bunék jsou charakteristicke produkci
specifickych Iatek v radmci tvorby mezibuneécneé hmoty a podle jejich slozeni je mozné
urcit, napr. zda jde o diferencovane bunky, zda je bunka ve vhodnem prostredi nebo
zda je zvoleny scaffold pro osazeni bunkami vhodny a podporuje bunky v produkci
spravne ECM.

Vzhledem k tomu, ze se jednd vetSinou o proteiny, detekce probihd na principu
reakce antigenu a protilatky (Obr. 32). Vétsinou je na plastovy povrch navdzdana
protildtka proti hledanéemu proteinu, na tu se vdaze hledany protein. Pro detekci
je pak do reakce pridana druhd protilatka, kterd se specificky vaze na vytvoreny
komplex antigenu a protilatky. Druhd protildtka je znacena enzymem, ktery
po pridani substratu umozni reakci, pri které dojde k barevné zméne (Obr. 32).
Pokud je pro reakci pripravena standardni krivka, je mozne i kvantifikovat mnozstvi

hledaneho proteinu.
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Obr. 32 Princip ELISA (vlevo), Vysledek barevné reakce ELISA (vpravo)
Pro detekci proteind v médiu muize byt vyuzita také HPLC (high-performance liquid

chromatography). Prikladem je detekce produkce katecholaminl chromafinnimi

bunkmi kultivovanymi in vitro.
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Slovnik pojmu

Adherentni tkanova kultura - kultura bunék, kterd prisedd, je peéstovana na pevne
podlozce - sklo, uméld hmota (specialné upraveny polystyren pro tkdnove ucely) a je
u ni mozné sledovat charakteristickou morfologii.

Alogenni bunky - bunky, které jsou stejného druhu, ale nepochdzeji ze stejného
organismu

Aplikovany vyzkum - je pldvodni zkoumdni provedene k ziskani novych znalosti, ktere
je vsak jiz smerovano k specifickemu a praktickemu cili.

Asepticka technika - soubor postupd a technik, jejiz aplikaci by mélo byt zabrdanéno
prenosu kontaminujicich mikroorganismd do kultury.

Autologni buiky - bunky, které pochdzeji z téhoz organismu, bunky télu viastni
Bezsérové médium - kultivacni medium, které neobsahuje serum, to je nahrazeno
jinym zdrojem bilkovin a rdstovych faktorud.

Bunécéna banka - kryoprezervovand (nebo jinak uchovand) kultura bunék, kterd slouzi
jako zasoba bunék pro praci s kulturou.

Bunéény kmen - primokultivovane bunky, u kterych byla provedena alespon jedna
pasdz (subkultivace)

CD-Cluster of differentiation - oznaceni typu molekul na povrchu bunky. Jsou
oznacovany Cisly a je mozne je detekovat pomoci protilatek. Jsou charakteristicke
Cas zdvojeni (doubling time) - cas potrebny ke zdvojnasobeni poctu bunék v populaci
(jednd se o délku jednoho bunecneého cyklu.)

Desti¢kovy lyzat — substrat pouzivany jako ndhrada sera, vznikly z krevnich desticek, ze
kterych byly opakovanym mrazenim uvolnény rdstove faktory.

Dot-plot - forma elektronicke prezentace dat flowcytometricke analyzy, kdy kazdda
Castice, kterd projde laserem flowcytometru je zndzornena teckou. Dle jeji pozice v dot-
plotu je dana jeji charakteristika nebo viastnost.

Doubling time (Cas zdvojeni) - as potFebny ke zdvojndsobeni poctu buné&k v populaci
(jednd se o delku jednoho bunécneho cyklu.)

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) - Metodu detekce proteinu na zdkladé
reakce antigen-protildtka, vysledkem je barevnd reakce

Embryonadlni kmenove bunky - populace pluripotentnich bunék, kterd byla izolovana

z blastocyst, tzv. ES bunky (embryonic stem cells)
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Experimentalni vyvoj - je systematickou praci, kterd vyuziva existujicich znalosti
ziskanych vyzkumem a praktickymi zkusenostmi, a kterd smeruje k vyrobé novych
materiald, vyrobkd nebo zarizeni, k zavedeni novych postupd, systemu a sluzeb nebo
k podstatnemu zlepseni toho, co se jiz vyrabi nebo je zavedeno

Extracelularni Matrix (ECM) - Iatky vylucované burkou, jsou charakteristické pro
dany typ bunky. Je zasadni pro detekci funkce bunky.

Faze ubytku - Fdze ristu kultury, dochdzi k odumirdani bunék v kulture.

Fenotyp bunky - (ve smyslu imunofenotypizace)- soubor povrchovych markert
bunky, ktere jsou pro danou bunku charakteristicke

Flowcytometr (FACS) fluorescence-activated cell sorter - pristroj pro
multiparametrickou analyzu fyzikalnich a chemickych vliastnosti, schopen analyzovat
az tisice castic za vterinu.

Flowcytometrie - metoda pro multiparametrickou analyzu fyzikdalnich a chemickych
vlastnosti az tisice ¢astic za vterinu.

Forward scatter (FSC) - paramter flowcytometrické analyzy, méri svetlo laseru,
ktere bylo vychyleno velikosti mérene cdastice — urcuje velikost meérene cdastice.
HPLC (high-performance liquid chromatography) - Vysokoucinnd kapalinova
chromatografie - chromatografickd technika, kterd slouzi k separaci slozek vzorku za
ucelem stanoveni jejich pritomnosti i koncentrace ve vzorku

Chondrocyty - termindlne diferencované bunky chrupavkove tkané

Chromafinni bunky - bunky drené nadledvinek

Imunofenotypizace - proces stanoveni fenotypu bunky na zdkladé imunologickeé
detekce jejich povrchovych znakd (markerd).

Keratinocyty — bunky kozni epidermis

Klinické hodnoceni - soubor nékolikafdzoveho testovdni noveho léku v klinickem
prostredi s cilem oveérit jeho bezpecnost, ucinnost a vhodnost.

Kmenovd bunka - nedifierencovand bunka, kterd md schopnost se délit
(sebeobnovovat), ale zaroven take dat vznik dalsim bunkam, ktereé diferencuiji.
Konfluence - paramter adherentni kultury, ktery urcuje miru pokryti kultivacni lahve
bunecnou kulturou. Je vyjadrovana v procentech.

Konjugovanda protilatka - protilatka, kterd je spojena se signdalni molekulou
Kryoprezervace - zpUsob uchovani bunék, kdy jsou bunky zmrazeny v protektivnim
roztoku, ktery brani jejich poniceni pri zmrazovani.

Lag faze rastové krivky — Prvni obdobi rdstu kultury, kdy se kultura prizpGsobuje

podminkam, muze dochdzet k poklesu ridstove krivky
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Liniové bunky - bunéclnd kultura, kterd byla upravena tak, ze pokud ji bude
doddavdno cCerstvé medium a bude mit dostatek mista pro svdj rdst, bude se délit
nekonecneé.

Log faze rlstové krivky - Fdze logaritmického rdstu bunécné kultury, kdy se burnky
mnozi logaritmickou fadou (logaritmus poctu bunék je linedrni funkci kultivacni doby).
Mesenchymalni kmenové bunky - Kmenove bunky, ktere produkuji bunky tzv.
mezodermoveho (mezenchymového) pdvodu. Do spektra produkce spadaji bunky
podpdrnych tkdani, svalovina, cévy, krevni bunky, ledviny, pohlavni organy aj.
Monoklondlni protilatka - je protilatka (imunoglobulin), kterd pochdzi z produkce
jednoho klonu aktivovanych B-lymfocytd. Specificky se vaze na dany antigen.
Morfologie - charakteristicky tvar bunék adherentni kultury

Multipotentni kmenova bunka - je kmenovd bunka, kterd je zadand, tj. omezend
k produkci jen omezeneho spektra bunék vznikgjicich v ramci jednoho zarodecneho
listu (ektodermu, entodermu nebo mesodermu)

Osteocyty - bunky kostni tkane

PCR (polymerdzova retézovad reakce) - je metoda rychlého zmnozeni Useku konkretni
DNA, je zalozena na principu replikace nukleovych kyselin.

Pluripotentni kmenova bunka - je bunka, kterd md schopnost produkovat bunky
rdznych zarodecnych listd - ektodermu (napr. neurony), entodermu (napr. hepatocyty)
I mesodermu (napr. svalove bunky)

Polyklonalni protildtka - Je produktem mnoha aktivovanych klond B lymfocytd a proto
je namirena proti vice epitopdm urcitého antigenu nebo smési antigend.

Povrchove markery - struktury na povrchu bunek, ktere jsou jedinecné pro dany typ
bunék a slouzi k jejich identifikaci

Preklinické testovani — testovani na zviratech s cilem urcit miru rizika po poddni latky
pri specifikovanych podminkach

Primokultura - bunky, které byly izolovany primo ze zivé tkdné a jsou udrzovany
v podminkach in vitro.

qPCR (kvantitativni polymerdazovda retézovda reakce) - je metoda rychlého
zmnozeni Useku konkrétni DNA, kterd vyuzZiva fluorescentni signdl k detekci
mnozstvi hledane DNA.

Rulstova kfivka bunék - zndzornuje jednotlive ristove faze bunécné kultury

Side scatter - parametr flowcytometrické analyzy, charakterizuje detekovanée cdastice
z hlediska jejich granularity

Staciondrni faze rastu - faze rdstu bunécné kultury, kdy dochdzi ke zpomaleni, az

zastaveni rdstu bunék
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Subkultivace - proces prenosu bunek z pdvodni kultivacni lahve do nove kultivacni
lahve s Cerstvym kultivacnim meédiem

Suspenzni tkadnova kultura - kultura bunék, kterd nepriseda.

Terminalné diferencované bunky - bunky, ktere se ddle nevyviji, maji charakteristicke
vlastnosti a typicke povrchove markery

Tkanova kultura - je kultura bunék, kterd je izolovana ze zvireci, rostlinne nebo lidske
tkdné, a tato kultura je udrZzovana ve vhodnych podminkdch mimo zZivy organismus.
Zdakladnivyzkum - je experimentdini nebo teoretickd prace provedend k ziskdni znalosti

0 zdkladech jevu a pozorovanych skutecnostech bez Uvah o jejich konkretni aplikaci.
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KAPITOLA 4
APLIKACE TKANOVEHO INZENYRSTVI

Lenka Kohutovd

Jak jiz bylo popsdano v uvodu, tkanove inzenyrstvije zameéreno na vyvoj materiald pro
aplikace spojené s regeneraci ¢i ndhradou Casti nebo celych tkani. Nachazi uplatnéni
pri lecbé pojivovych tkani jako je chrupavka, kostni tkan, nebo v zubnim lekarstvi, ddle
pri lecbe pohyboveho systemu a svald, kdze, kardiovaskuldrniho systemu, pri lecbe
poskozenych cév, srdecni chlopné Ci srdce, mocoveho systemu, plic, prddusek nebo
pradusnice vramcidychaciho systéemu. V posledni dobé zacind nachdazet take uplatnéni
napr. pri lecbé nervoveho systemu a michy a v mnoha dalsich aplikacich, jako je lecba
cukrovky a nekterd degenerativni onemocneni.

Jak jiz bylo uvedeno, vhodny bunécny scaffold muize byt pripraven pouze za
predpokladu dokonale znalosti struktury, viastnosti a funkce pdvodni tkané, kterd
ma byt danou strukturou napodobena. Z tohoto ddvodu jsou tyto aspekty take dale
strucné popsdany spolu s prehledem nejvice vyuzivanych aplikaci v rdmci tkanoveho

inzenyrstvi.

4.1 POJIVOVE TKANE

Velmi rozsirenou aplikaci tkadnoveho inZzenyrstvi je regenerace Cireparace pojivovych
tkani - chrupavky, kostni a zubni tkdne. Mezibunécnd hmota pojivovych tkani se dle
typu tkaneé skladd z rdzné velkého podilu fibrilarni a amorfni slozky. VIaknita slozka
je tvorena predevsim kolagennimi, elastickymi a retikularnimi vidkny, kdezto amorfni

slozka je tvorena prevazné glykosaminoglykany a glykoproteiny.

411  KLOUBNI (HYALINN{) CHRUPAVKA
Nejrozsirengjsim typem chrupavky v tele je hyalinni chrupavka, jez pokryva kloubni

hlavice, tvori konce zeber, skelet hrtanu, prddusnice, prddusek a cast podkladu nosu.

Jednd se o pojivovou tkan, kterd je tvrdd, hladkd a sklovitd a jeji povrch pokryva
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synovidalnimembrana. Chrupavka je porézni materidl tvoreny bunkamia mezibunécnou
hmotou - extracelularni matrix (ECM). Hlavnim typem bunék vyskytujici se v hyalinni
chrupavce jsou chondrocyty. Tvori jen 2 % objemu chrupavky, ale jsou odpovedneé za
produkci ECM. Kromé amorfni zakladni hmoty produkuji velmi jemnd kolagenni vidkna
predevsim typu Il vytvarejici prostorove site. ECM chrupavky je specializovand pojivova
tkan sestdvaijici z hydratovaného proteoglykanoveho gelu, jenz odoldva kompresi
predevsim diky obsahu kolagennich vidken. Na stavbé mezibunécné hmoty se podili
kyselina hyaluronovda (HA), proteoglykany, ale i glykoproteiny a v elastické chrupavce
také elastin. Velmi ddlezitou roli zde hraji kolagen II, propudjcujici chrupavce jeji pevnost
v tahu a elektronegativni proteoglykan agrekan, jenz umoznuje pohyb vody napric
matrix — zachovani elektroneutrality.

Skladd se ze tri oddélenych zon (povrchove, stredni, hluboke) a kalcifikovane zony
navazujici dale na kost (Obr. 33). V povrchove zoné jsou kolagenni vidkna usporaddana
paralelné navzdjem k sobé ale i k povrchu. Toto uspordaddani kolagennich vigken dava
teto vrstve nejvetsi silu ze vSech vrstev. Take je zde nejvyssi koncentrace chondrocytu.
Stredni vrstva je bohatd na proteoglykany a obsahuje méné usporddané kolagenni
vlakna.V nejhlubsivrstvé je koncentrace chondrocytd nizkd, ale mnozstviproteoglykand
a kolagennich vidken je nejvyssi, coz Cini tuto spodni vrstvu nejvice odolnou vUci sile
v tlaku. Blize k subchondraini kosti je chrupavka mineralizovand a tvori prechod mezi

chrupavkovymi zonami a kosti.

- povrchova
zona

stredni
zona

hluboka
zona
' kalcifikovana

zéna

Obr. 33 Struktura chrupavky
(na zdkladé zdrje: http://www.mdpi.com/2079-4983/3/4/799/htm)
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4111 DEGENERACE A REGENERACE CHRUPAVKY

Kvalita a pruznost kloubnich chrupavek s vékem klesa a snizuje se i jejich vyska. Je
treba si uvedomit, ze i tzv. ,nezatizend” kloubni chrupavka je vystavena trvalemu tlaku
6-8 kg/cm?, ktery vyvoldvd svalovy tonus.

V dospeélosti jiz chrupavka neroste a chondrocytd ubyva. Opotrebeni povrchd je pak
castecné, aje po urcitou dobu kompenzovdno zmnozenim amorfnimezibunécné hmoty,
jejiz slozeni se ovéem také méni. Ubytek chondroitin sulfatu a kyseliny hyaluronové vede
u starsich osob ke ztrdateé viskozity mezibunécné hmoty chrupavky a ke snizeni schopnosti
chrupavky vazat vodu. Chrupavka se nesnizuje jen celkove, ale obnazuji se i vazivova
viakna povrchovych vrstev, kterd jsou tak vystavena primemu mechanickemu zatizeni
pohybujicich se kloubnich ploch. Odkrytim vazivovych vidken jsou ohrozeny predevsim
okrajove zony chrupavek, ktere jsou tenci a vlidkna i u neposkozenych chrupavek zde
nejsou dostatecné  kryte” mezibunecnou hmotou.

Tato anatomickd zména ve stavbe chrupavek je pokldddna zainiciacni proces, kterym
nejcasteji zacind degenerativni onemocnéni kloubd - osteoartroza (OA). Na obrdazku
(Obr. 34) je zndzornéna poskozend chrupavka. Toto onemocnéni je charakterizované
rozpadem chrupavky a trpi jim pres 80 % lidi nad 60 let. Na obrdazku je videt prdbéh

tohoto onemocnéni (Obr. 35).

Obr. 34 Poskozend chrupavka

73



KAPITOLA 4 APLIKACE TKANOVEHO INZENYRSTVI

N\ v

ot | | |—

~
prabéh degenerace chrupavky -
Obr. 35 Pribéh degenerace chrupavky pri osteoartroze. Zleva doprava: celistva
nenarusend chrupavka a jeji postupnd degradace (na zdkladé zdroje: http://www.

davidinelson.md/Osteoarthritis.htm)

V neddavné dobe byla v mnoha pripadech vyména kloubu jedinou moznosti pro

zlepSeni funkce kloubu u pacientd s pokrocilym stadiem OA.

4112 LECBA DEFEKTU CHRUPAVKY

Pri regeneraci chrupavky ve srovndni s kostmi nardzime na hlavni problem, a to je jeji
cevni zasobeni - je avaskuldarni nebo cévy jen prochdzeji skrze chrupavku. Latkova vymena je
proto zprostredkovana hlavne difuzi skrze synovidini tekutinu. Podminkou obnovy a ndhrady
pojivovych tkani je pritomnost cev, tedy pritomnost krevniho obéhu. Tato podminka je
u chrupavky castecné spinéna jen v détstvi, a proto je regenerace chrupavky u dospélého
Cloveka velice omezend nebo v pokrocilem veku k ni nedochdzi vibec. Vzhledem k velmi
omezene schopnosti samoobnoveni teto tkane predstavuje naruseni povrchu chrupavky
kloubu narocny klinicky probléem - tkadnove inzenyrstvi tak prindsi nove moznosti pri jeji lecbe.

Z hlediska hojeni chrupavek je urcitym paradoxem, Ze se lepe hoji defekty zasahuijici az do
kosteneho podkladu chrupavek napr. do kloubnich koncud. Kost je totiz u téchto typd zraneni
zdrojem cév, které zahajuji reparativni pochody poskozené chrupavky. Spontdnni regenerace
vetsich defektd kloubnich chrupavek, které na kontaktnich plochach nemaiji perichondria, je
u dospelych osob prakticky nulova.

Nepritomnost cev ma vsak pro chrupavku i jeden pozitivni ddsledek. Chrupavky vykazuiji
velmi nizkou antigenicitu, coz dovoluje vyuzivat chrupavek nejen joko homo-, ale i jako

heterotransplantatu.
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S rozvojem tkanoveho inzenyrstvi se zvySuje moZnost regenerace a ndhrady
poskozeneé kloubni chrupavky. Cilem tkdnoveho inzenyrstvi kloubnichrupavky je nalézt
optimalni zdroj bunék a materidl s vyuzitim rdstovych faktord a dalsich stimulacnich
faktord pro jeji Uspé&snou regeneraci.

Jak jiz bylo popsdno v uvodu, pro proliferaci a diferenciaci bunéek je vhodnd
3D struktura scaffoldu. Idedlni scaffold by meél vykazovat kontrolovatelnou
degradaci, prizpusobit se tvaru a hloubce defektu a v zdvislosti na lokaci defektu
mit vhodné mechanické vlastnosti. Velmi ddlezitd je adheze a integrace s okolni
nativni chrupavkou a také difuze nutricnich a odpadnich produktd. U bunécnych
scaffoldu je take nezbytnd podpora viability bunék a jejich diferenciace a produkce
chrupavcitée ECM. Pri regeneraci chrupavky lze pouzit rozlicné mnozstvi scaffoldd
a pro léCbu chrupavky se vyuzivaji scaffoldy jak ve formé hydrogeld, hub tak
I scaffoldy na bdzi vidken. Kazdd z uvedenych struktur ma sve vyhody i nevyhody
pro danou aplikaci a nejCasteji se pro jejich pripravu vyuzivaji materialy na
bdzi kolagenu | a ll, zelatiny, poly(a-hydroxy esterd), alginatd, chitosanu, HA, kyseliny
polymlecné (PLA), polyglykolove(PGA) a jejich kopolymerld (PLGA) nebo kombinace

téchto materidld.

4113 TYPAZDROJ BUNEK

Pro TE chrupavky se nejvice vyuzivaji kmenove bunky nebo chondrocyty.
Chondrocyty jsou zrejmou volbou, jelikoz se nachdzeji v nativni chrupavce
a byla podrobné studovana jejich role v produkci, zachovdni a remodelaci ECM
chrupavky. Chondrocyty jsou charakterizovdny kruhovou morfologii a produkci
predevsim kolagenu typu Il a sulfatovanych glukosaminoglykand (GAGs). Mnoho
studii se zabyvd vyuzitim autolognich chondrocytd primo z kloubni chrupavky,
nicmené metoda je invazivni a mdze prindset radu komplikaci. Dalsi moznosti
je vyuziti autolognich chondrocytd z jiné chrupavky v lidskem téle napr. usni,
nosni Ci zeberni. Pri odbéru chondrocytd musi byt vzat v potaz také vek darce,
jelikoz neonatdini a mladé chondrocyty rostou rychleji a maji vétsi chondrogenni
potencial.

Vyuzivane jsou take fibroblasty, které Ize ve srovndni s chondrocyty jednoduseji
kultivovat a tedy ziskat i ve vetsim mnozstvi, ale mohou byt prevedeny na
chondrogenni typ pouze za vhodnych podminek, v ostatnich pripadech po jejich

transplantaci do defektu chrupavky dojde k vytvoreni fibrozni tkane.
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V neddavne dobé vzrostl zdjem o vyzkum a vyuziti kmenovych bunék v tkanovem
inzenyrstvi pri lécbé chrupavky jako alternativni moznost k autolognim chondrocytdm.
Kmenové bunky jsou pluripotentni bunky a mohou podléhat chondrogenezi pri kultivaci

v bunécnych agregdtech v pritomnosti rstovych faktord TGF-.

4114  STIMULACNI FAKTORY

Jak jiz bylo uvedeno, nejucinngjsi pouziti bunécnych scaffoldd je v kombinaci s vhodnymi
biologicky aktivnimi Iatkami, jako jsou rustove faktory apod. Pro Iécbu chrupavky je
vyuzivaino nékolik typd téchto faktord, joako jsou TGF-B, FGF (fibroblast growth factor),
BMP (bone morphogenic protein) a IGF (insulin-like growth factor). Tyto faktory mohou
stimulovat diferenciaci chondrocytd a zvysovat expresi kolagenu Il a agrekanu. Bylo
vyuzivana pro indukci chondrogeneze u embryondinich a mesenchymalnich kmenovych
bunek (MSCs) a k zvyseni proliferace chondrocytd.BMPs jsou izolovany z kosti &i chrupavky
a hraji dulezitou roli pri celkové morfogenesi kloubu. Mezi dalsi faktory ovliviujici regeneraci
chrupavky patri pritomnost napr. HA, chondroitin sulfatu, insulinu a dalsich. K urychleni
a vylepseni rdstu chrupavky in vitro jsou vyuzivanybioreaktory. Mezi biofyzikalni stimuly

patri ziskavani kysliku a zivin chondrocyty pasivni difuze ze synovidalni tekutiny.

4115 TRANSPLANTACE CHONDROGRAFTU

Pro 1é&bu pogkozené kloubni chrupavky vyuzZivd ndrodni tkdhové centrum v CR tzv.
chondrografty. Ve fazi | se provede artroskopie kolenniho kloubu s odbérem zdrave
chrupavky. Po kultivaci chondrocytd in vitro jsou bunky fixovany pomoci fibrinoveho lepidla
a vznikly chondrograft (5tép) je implantovan do defektu chrupavky (Il. faze). Chondrograft
tak urychluje zhojeni chrupavky. Dulezitym faktem je, ze dochdzi k tvorbé chrupavky

hyalinniho typu.

412 ELASTICKA CHRUPAVKA - REGENERACE LIDSKEHO UCHA

Kromé kloubni (hyalinni) chrupavky se nachdzi v lidskem téle elastickd a vazivova

chrupavka. Elastickd chrupavka je mimo jiné podkladem usniho boltce a casti zevniho
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zvukovodu (Obr. 36). Chondrocyty v ni obsazené jsou velmi podobné chondrocytdm
hyalinni chrupavky. Je velmi pruznd a ohebnd, coz je ddano predevsim pritomnosti
a strukturou elastinu.

kost

........... olokruhovité

analky

vétve elasticka chrupavka ucha
sluchového 7
nervu

usni
boltec

matrix

vnéjsi k
zvukovod A
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Ay h ... trubice
ovalné i el
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Obr. 36 Struktura lidského ucha (vlevo), fotomikrograf - elastickd chrupavka lidskeho

ucha (vpravo) (na zdkladeé zdroje: http://www.easynotecards.com/print_list/29639)

Pro pripravu ndhrady lidskeho ucha lze vyuzit tkanove inzenyrstviimplantaci struktury
s tvarem ucha pod kdzi. Nahradou muze byt porezni struktura - scaffold vytvoreny
z biopolymerd (napr. kyseliny polymlécné) nebo je prvnée vyuzito pro konstrukci tvaru
lidskeho ucha ohebnéeho materidlu napr. titanu (Obr. 37). Priimplantaci ciziho materidlu
do lidskeho téla by mohly nastat komplikace spojené napr. s infekci, proto se za pomoci
tkanoveho inzenyrstvi pripravuje pro danou strukturu ,obal” napodobuijici lidskou tkan.
Prvné je dle pocitaCove predlohy i odlitku pacientova ucha pripraven model ucha
z daného materidlu ve formé drdtu a pokryt kolagenem. Scaffold je poté osazen
bunkami odebranymi z nosni ¢i mezizeberni chrupavky pacienta. Jako inkubdtor mize
poté slouzit samotnd lidska tkan pacienta (scaffold je umistén pod kdzi pacienta v jiné
Casti téla) anebo Ize pro pripravu nahrady lidského ucha pouzit zvifeci model napr.

laboratorni mysi s potlacenou imunitni odpovedi (Obr. 38).

\

Obr. 37 a) Vytvoreni modelu ucha z dratu dle pocitacove predlohy b) pripraveny

scaffold ¢) Implantovand TE ndhrada ucha (Laboratory for Tissue Engineering and

Organ Fabrication at Massachusetts General Hospital, 2. Cervence 2012)
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Obr. 38 Ukazka vyuziti zvireciho modelu jako bioreaktoru pro pripravu nahrady lidskeho
ucha (zdroj: http://www.popsci.com/science/article/2013-07/artificial-human-ear-

good-shape)

Dalsi moznosti pripravy lidskeho ucha pro transplantaci je vyuziti metody 3D
pioprintingu. Tato metoda je prozatim v pocdtcich a jesté si budeme muset chvili

pockat na prvni tistené ucho transplantovanée pacientovi.

413  KOSTNIiTKAN

V porovndni s hyalinni chrupavkou je kostni tkan lépe prokrvena a dochdzi tak
k prirozené regeneraci. Na druhou stranu ani hojeni kosti neni neomezené a je zavislé na
rozsahu defektu a dalsich faktorech.

Vice nez 10 % zlomenin je komplikovanych a je nutne pro jejich Uspesnou lecbu pouziti
kostnich Steplnebotzv. kostnich lepidel. Kostni stépy se podle postupu jejich ziskanidélina
tri typy. Nejvice vyuzivané jsou autologni stepy. Stép je odebrdn od pacienta - nej¢astéji
z jeho stehenni kosti, avsak jejich hlavni nevyhodou je jejich omezend dostupnost a take
aZ u 1/3 pacientld dochdzi v misté odbéru k vyskytu chronickych bolesti, precitlivélosti,
nachylnosti kinfekcim apod. Alternativou je pouziti alogennich stépd, ktere jsou ziskavany
od ddrce, nejcastéji z kadaverd. Tato metoda je avsak spojend se zvysenym rizikem
odmitnuti imunitnim systémem nebo prenosu patogenud. Navic jejich zpracovanim pro
implantaci do pacienta dochdzi k odstraneni nekterych latek nezbytnych pro stimulaci
regenerace kostni tkané, coz muze lécbu ztézovat. Tretim typem pak jsou uméle
vytvorene kostni Stépy vyrabéneé z kovovych materidld nebo napr. keramiky. Synteticke
materialy maiji ale problem s biokompatibilitou a lecebny efekt je v Castych pripadech

nedostatecny, popr. dochdzi k odmitnuti daného materidlu organismem.
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Slibnym reSenim téchto problemu je prave vyuziti tkanoveho inzenyrstvi, kdy se umele
vytvori kostni scaffold o libovolném tvaru (coz mudze byt problémem u alogennich
I autolognich stepd), ktery md srovnatelny nebo vyssi potencidl pro regeneraci defektu
jako pripoufzitiautologniho stépu bezzminénych negativnich vedlejsich efektd. Vzhledem
k tomu, Ze kostni tkan ma velikou schopnost regenerace, Ize tyto materidly vyuzit i jako
bezbunélné a pokud materidl vykazuje vhodné biologické vliastnosti, dochdzi po jeho
implementaci do organismu k migraci bunék do scaffoldu z okoli defektu, coz umoznuje
vznik nove kostni tkane.

Obecné je pro pripravu téchto scaffoldd nutné si uvédomit stavbu a slozeni kosti.
Prikladem mudze byt zakomponovdni hydroxyapatitu (HAP) do umélych ndhrad ktere
je vyhodné, jelikoz je kost z velke Casti tvorena minerdlini slozkou, tedy i HAP. Take typ
kosti ma vliv na vybér vhodneho materidlu. V lidskem téle tvori kostni tkan dva typy:
lameldrni kost (vrstevnatd) a fibrilarni (viaknitd) kost. Prvné zminény typ je zdkladem
velké Casti skeletu, predevsim dlouhych a plochych kosti koncetin.

Kostni tkan se sklddd z bunék osteoblastld (osteocytd), osteoklastd a z amorfni
a vldknite ECM.

Bunky kubickeho tvaru s Cetnymi vybeézky predstavuji osteoblasty. Tyto cetne vybezky
jim umoznuji byt v kontaktu s ostatnimi osteoblasty, a také realizovat Idtkovou vymenu
kosti. Postupnée se méni tyto bunky v protdhlé vretenovite osteocyty, a proto jsou v kosti
pritomny oba dva typy soucasne. Osteoblasty jsou schopny tvorit bilkoviny, produkuji
kolagenni vidkna a amorfni proteoglykanovou mezibunécnou hmotu. Také se podili
na mineralizaci kostni tkdné produkci enzymd. Osteocyty jsou soucdsti regulacnich
mechanismud udrzujicich hladinu vapniku v télnich tekutinach, jelikoz se ucastni uvolhovani
minerdald z kostni tkané. Obrovske bunky s mnozstvim jader zastupuji osteoklasty.
Pritomnost osteoklastd je spojena s prestavibou kosti provazenou resorpci kostni hmoty.
Jednoduse receno, osteoklasty vytvari prostor pro nove vytvarenou kost.

Kromeé bunek je slozkou kostni tkané takeé mineralizovand proteoglykanovd hmota,
pricemz minerdini slozka mdze dosdhnout az 65 % vdhy kosti. Pritomné krystality
fosforeCnanu vdpenatého jsou prostorove usporaddny jako hydroxyapatit (HAP).
Z biochemického hlediska je tedy kost tvorena z 60 % minerdly, 24 % zaujimaji organické
latky, 12 % voda a 4 % tuky. Amorfni mezibunécnd hmota tvori maly podil v kostni tkani,
z 90 % je tvorena kolagenem a zbytek pripadd na proteoglykany.

Kosti takeé obsahuji nervova vidkna, kterd vstupuji do kosti spolu s cévami, jejichz
steny jsou tak inervovany. Take je bohaté inervovan periost, kdezto kompaktni kost pod
nim je necitliva. Cévni zasobeni kosti hraje dllezitou roli pri Iatkove vymene, osifikaci,

rdstu a hojeni kosti.
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Jak jiz bylo uvedeno, kost se v porovndni s chrupavkou velmi dobre hoji, jelikoz je
proces hojeni spojen s cévnim zasobenim. Kostni zlomenina je schopna uplného zhojeni.

Regenerace probihd pomoci dvou mechanismd: primdrniho nebo sekunddrniho

Mg v

Tento proces mudze trvat i roky.

Primdrni proces nastava, kdyz castivznikle zlomenim kostijsou blizko sebe a nedochdzi
k vytvoreni hematomu. Pomoci ostoklastd dochdzi k vytvoreni ,tunelu”, jenz umozniuje
cévam a nervdm vrudst a tim muize byt kost regenerovdana.
Prisekundarnim procesuvznikd nejprve krevnivyron —hematom, ktery se v misté zlomene
kosti organizuje a vytvari se granulacni tkan. Dochdzi k produkci amorfni mezibunecne
hmoty a vazivovych vigken. Ndasledné se vytvari chrupavcity svalek, ktery ddle osifikuje
a kalcifikuje ukladdnim vapenatych soli. Poté je svalek nahrazen kostnim svalkem (callus

osseus), ktery je pomalu prestavovan na pevnou lameldzni kost.

primarni mechanismus regenerace sekundarni mechanismus regenerace
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Obr. 39 Primdarni mechanismus hojeni fraktury kosti zahrnuje zaliti krvi a pocatek obnovy
pomoci osteoblastd. Ddle dochdzi k tvorbé nove tkdneé a k jeji nasledne remodelaci
osteoklasty, dochdzi k vytvoreni osteonu. Pri sekunddrnim mechanismu dochdzi prvné
k vytvoreni hematomu, pote ke granulaci, tvorbeé kostniho callusu a az po nékolika letech

dochdzi k remodelaci kosti

4131 KOSTNIDEFEKTY A MOZNOSTI JEJICH LECBY

| pres pomerné dobre hojeni kosti, je vyhodné prilecbé kostnich defektd vyuzit prirodni

materidly (autogenni a alogenni) ¢i umeélé ndhrady (Obr. 40). Obecné je pro uspesnou
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transplantaci nahrady duilezité zajistit dobre cevni zasobeni lokality, kde je nahrada
transplantovana. Jednou z podstatnych viastnosti kostnich graftd je osteointegrace,
kterd je spojena s porozitou graftu. Snahou je proto pripravit materidl, ktery by se nejvice

plizil svymi vliastnostmi prirodni kostni tkani.

/N "\// /\)

== L

Obr. 40 Ukdzka nahrady ¢dasti kosti (na zdkladé zdroje: https://www.mech kuleuven.

be/en/bme/research/mechbio)

4132 UMELE NAHRADY A KOMPOZITNI MATERIALY

Umélé nahrady Ize rozdélit do 4 skupin. Prvni generace materidld ma velmi dobré
mechanicke viastnosti. Do teto skupiny patri zelezo, kobalt, chrom, titan nebo jejich slitiny.
Druhd generace materidld je zastoupena napr. HAP, trikalcium fosfatem ¢i bioaktivnim
sklem. Tyto materidly jsou bioresorbovatelne nebo bioaktivni a neni u nich nutnd vymena
transplantatu. Treti skupina se vyznacuje bioaktivnimi a bioresorbovatelnymi viastnostmi.
Pri priprave téechto druhd materidlu je snaha napodobit prirozene slozeni a stavbu kosti.
Posledni skupina kostnich graftd je velmi podobnd treti generaci, ale navic jsou zde
pritomny kostni bunky, rdstove faktory &i proteiny podporujici morfogenenzi kosti. Touto
skupinou se dostavame k vyuziti tkdnoveho inzenyrstvi pri lecbe kostnich defektu.

Dalsi moznosti je vyuziti tzv. kompozitnich materidald, které se sklddaji ze dvou Cdasti:

spojite faze — matrice a plniva.

“Baroli B. From natural bone grafts to tissue engineering therapeutics: Brainstorming on pharmaceutical
formulative requirements and challenges. Journal of Pharmaceutical Sciences [online]. 2009, vol. 98,
issue 4, s. 1317-1375 [cit. 2014-11-18]. DOI: 10.1002/jps.21528.
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Pro priblizeni se prirozenemu slozeni kosti je vhodné jako plnivo pouzit castice na
bdzi kalcium fosfatu, ktere se svym chemickym slozenim blizi minerdinimu slozeni zubd
a kosti savcd. Vyhodou je take biokompatibilita a bioaktivni viastnosti tohoto materidlu,
které usnadnuji adhezi materidlu ke kostni tkani a interaguji s ni. Mezi nejvice vyuzivané
kalcium fosfaty pfi in vitro a in vivo testech patri hydroxyapatit (HAP), trikalcium fosfat
(TCP) Cioktakalcium fosfat. Mnoho studii se zabyvda kombinacizminénych Iatek. Vyhodou
muUze byt vyuZiti kombinace jejich vlastnosti napr. stability HAP a v téle degradujiciho
B TCP. Vznikly materidl by usnadnoval hojeni kostni tkané a take by se v miste potreby
vytvarely ionty a prekurzory pro krystaly.

Matrice jsou vytvareny z materidld, které napodobuji prirozené slozeni kosti.
Vhodnym materidlem jsou biokompatibilni a biodegradabilni polymery, které jsou
schopny interagovat s bunkami. Do uvahy pripadaji materidly jako je kolagen, Zelatina,
hyaluronan, chondroitin sulfat a dalsi. Krome biopolymernich materidald jsou pouzivany
pro ndhradu ¢iregeneraci kosti a meniskd syntetické materidly. Z polyestert je to napr.
polymlécna kyselina (PLA) vhodnd jako kostni fixacni material. Ddle poly(B-estery)
mohou byt vyuZity jako vyztuze v ortopedii stimulujici rdst kosti. Scaffoldy na bdzi
polykaprolaktonu (PCl)jsou zkoumdny priregneracimeniskd akosti. Ddlelze pro pripravu
nahrad kosti vyuzit polyethylenglykol (PEG), polyiminokarbondty, polyfosfazany a pro
vypln nepravidelnych defektd kosti napr.
polypropylenfumardty. K regeneraci ci
ndahradé kosti je pouzivano &i zkoumano
mnoho materidld, jejichz viastnosti jsou
blize popsdany v kapitole 2 Synteticke
polymery a biopolymery vyuzitelne
v tkdnovem inzenyrstvi. Optimalizace
rychlosti degradace je dalsim limitujicim
parametrem pri vybéeru materidlu, musi
totiz odpovidat rychlosti regenerace
a tvorby nove kostni tkane. Mezi dalsi

parametry ovlivaujici pouziti matrice

patri porozita, kterd je ddlezitd pro

SEM HV: 10.00 kV WD: 4.2661 mm . VEGAW TESCAN
SEM MAG: 76 x Det: SE Detector 500 pum 7

Date(m/dAy): 01/08/15 SM: RESOLUTION Digital Microscopy Imaging n mi g raci buné l(, trans PO rt kyS liku

Obr. 41 Scaffold obsahujici kalcium fosfatove @ IAtkovou vymenu.

castice — obrazek porizeny rastrovacim

elektronovym mikroskopem (SEM)
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JelikozZ kost obsahuje predevsim kolagen a hydroxyapatit, hodnée vyzkumnych skupin
se zaobird vyvojem materidlu na teto bazi (Obr. 41). Minerdini faze kosti, predevsim
HAP, propdjcuje kosti jeji rigiditu a houzevnatost, kdezto organickd slozka poskytuje
kosti jeji flexibilitu.

Kompozitni materidly mohou kombinovat viastnosti scaffoldd s biologickymi prvky,
které stimuluji bunécnou proliferaci a diferenciaci a nakonec i osteogenezi. Osifikace
tkané muze byt urychlena pri pouziti scaffoldu osetého burkami. Zrejmou moznosti je
vyuziti kostnich bunék. Kvali problemu s izolaci osteoblastd se vyuzivaji v in vitro a in

Vivo testech pro regeneraci kostnich defektd spise mesenchymdadlni kmenové bunky.

414  ZUBNI TKAN

Dalsimtypem pojivove tkanejezubnitkan, kterdjerazenadoteto skupiny diky zuboving,
protoze je svym slozenim podobnd kostni tkani. Ze 70 % je tvorena anorganickymi

Iatkami, 20 % zaujimaji Iatky organické

R a take je zde pritomna voda. Zubovina
sklovina
— > tvori  vetsinu  hmoty zubu. Krome
dren ..................... > zuboviny je dalsi slozkou zubu cement,
-------------------------------- jeho? stavba je vldknitd a pokryvd
predevsim zubni kréek a koren. Dalsi
HeiE komponentou zubu je zubni dren, jez je
dasef tvorendprevdaznéridkymvazivem. Zubni
e dren je prostoupend krevnimi a miznimi
o kapilarami a také je inervovand. Zub
Y e se skladd ze tfi hlavnich &asti: korene,
kost .. kréku a korunky (Obr. 42). Na povrchu

zubni korunky se nachdzi skloving,

kterd je nejtvrdsi casti lidskeho tela.

Bohuzel pri poskozeni nemd schopnost

Obr. 42 Struktura zubu (na zaklade zdroje:  regenerace.
http://www.inspirawtion.com/lecba-

zubniho-kazu.html)
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4141 SOUCASNE ZUBNIi NAHRADY VS. TKANOVE INZENYRSTVI

Jiz vice nez 30 let jsou chybgjici zuby nahrazovdany pomoci zubnich implantatd (Obr.
43) vyrobenych predevsim z titanu Ci ze slitiny titanu a zirkonia. Implantdt je umistén do
Celisti a po zhojeni se na ngj upevni korunka, mustek i celkovd protéza. Nevyhodou je, ze
¢as na zhojeni muize byt pomeérne dlouhy (2-6 mésicd) v zavislosti na okolnostech. Cely
proces vpraveni implantatu, zhojeni, upevnéni korunky ci jiné komponenty muze trvat
i 18 meésicu. Ke zhotoveni zubnich ndhrad se pouziva celd frada materiald. Mohou byt
jak organickeho, tak anorganického pldvodu. Ke zhotoveni korunek a mastkd a take jako
vyplnovou hmotu Ize vyuzit kompozitni hmoty. Polymerni materialy mohou byt vyuzity

jako bazdlni pryskyrice, umele zuby do protéz Ci otiskovaci a podkladaci materidl.

Obr. 43 Zubni implantat (na zakladé zdroje

http://www.google.cz/url?sa=iGrct=j&g=gesrc=s&frm=1Gsource=images&cd=&ve

d=0CAMQ jxwaurl=http%3A% 2F%2 Fwww.dfwimplantteam.com%2Fdental-implants-

will-i-need-a-bone-graft’2F&ei=tkXOVLiaFsLBUOGxgsAF&bvm=bv.87263000,d.
d24&psig=AFQICNHegOHZzYfc62IsNNKFCIBEIHTw]jQ&ust=1425381008125437)

Prozatim se ve stomatologii, zabyvajici se ndhradou chybéjicich zubd, vyuzivaji kovove
implantaty, ale s rozvojem kmenovych bunék a tkadnoveho inzenyrstvi by mohly byt
vyuzivany jako ndhrada tzv. biologické zuby ¢i kostni grafty (Obr. 44). Cilem je pripravit
vhodny scaffold obsahujici kmenove bunky s odontogennimi induknimi signdly, ktery by

slouzil jako anatomicky vhodnd ndhrada zubu.
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Obr. 44 Zubni vypln - kostni graft (na zdkladé zdroje: http://www.docvlee.com/

oral-surgery-procedures/bone-grafting/)

4.2 SVALOVA SOUSTAVA

Chrupavka, kostni a zubni tkan spolu souvisi na zdkladeé slozeni. Jejich funkce
a také vsechny ostatni funkce probihaijici v lidskem téle vyzaduji aktivitu svald.
Poskozeni lidského téla je vétsinou spojeno s poruchou funkce svald, proto neni
obvykle regenerovana samostatnd tkan ale celek zahrnujici v mensi Ci vetsi
mire i svalovinu. V lidskem téle se nachdzeji 3 hlavni typy svald: kosterni, srdecni
a orgdnove (hladkd svalovina), ddle pak nespecificky kontraktilni system.

Pricne pruhovand svalovina se velmi casto upind na kosti, a proto je take nazyvdana
kosterni. Anatomickymi jednotkami kosternich svald jsou pricne pruhovand
svalova vidgkna (Obr. 45). Jednd se o mnohojaderny Utvar valcovitého tvaru, jenz
je prdmeérne 1-40 mm dlouhy. Jak je videt na obrdzku, svalove vidkno je slozeno
z mnoha podjednotek. V cytoplazmé svaloveho vidkna jsou ulozeny myofibrily
(podélné orientovaneé viakénka), jejichz Usek rozdéleny tenkou ploténkou, se nazyva
sarkomera. Tato kontraktilni jednotka svalu je slozena ze submikroskopickych
myofilament, jez jsou tvorena kontraktilnimi proteiny aktinem a myozinem, ktere
hraji velmi dudlezitou roli pri pohybu. Pruznost sarkomery zajistuji 2 bilkoviny:
titin a nebulin. Ke kontrakci myofibril dochdzi na zdkladé vzruchd prichdazejicich

motorickymi nervovymi viakny.
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sarkomera
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Obr. 45 Ukazka struktury kosterniho svalu: svalovy snopec, viakno, desticka, sarkomera,

aktinova a myozinova myofilamenta, aktin, myozin - lehky a tezky®

SNa zdkladé zdroje: Dylevsky, I. Funkcni anatomie; Grada Publishing a.s.: Praha, 20039
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421 REGENERACE A NAHRADA SVALU

V zavislosti na typu svaloviny se lisi i jeji regenerace. Hladkd svalovina je schopna
regenerace diky myocytdm, které sizachovavaji schopnost mitotického déleni. Pricné
pruhovand svalovina ma také urcitou schopnost regenerace. Zdrojem pro regeneraci
jsou vretenovite satelitni bunky, ktere lezi mezi svalovymi viagkny. Srdecni svalovina
neni schopna zadné regenerace. Defekty (napr. pri infarktu) se hoji pouze proliferaci
vazivove tkane za vzniku vazivove jizvy.

Skeletdlni svaly mohou byt poskozeny pri nékterych onemocnenich, jako je napr.
svalova dystrofie ¢i po rakoving, endokrinnich a metabolickych nemocech nebo pri
nervosvalove atrofii. Je treba si uvedomit, ze poskozeny sval se hoji vazivovou jizvou,
kterd se nemuze kontrahovat a sval je vétsSinou defektni. Existuje vice moznosti,
jak nahradit nebo rekonstruovat skeletdalni svaly. Mohou byt nahrazeny vyuzitim
svalovych graftd ziskanych z lokdlnich nebo jinych mist. Prikladem je ndhrada svald
Celisti po jejich chirurgickem odstranéni v souvislosti s rakovinou - jako ndhrada slouzi
prsni sval. Tato metoda nese s sebou take radu komplikaci, predevsim mudze nastat
problem s adaptaci transplantovaného svalu v novem miste.

Lidsky kosternisval je za urcitych okolnosti schopen regenerace. Rozsah regenerace
seznacnézvysipripouzitisvaloveho transplantdtu kvyplnénidefektu. Cilemje pripravit
3D scaffold s vhodnymi mechanickymi viastnostmi pro nadhradu nativni tkane. Vybeér
biomateridalu tvorici strukturu scaffoldu je dulezity pro podporu bunecneé proliferace
a diferenciace a musi mit elasticke vlastnosti imitujici svalovou mezibunecnou hmotu
(vhodné vlastnosti v tahu). Za timto ucelem se napr. vyuzivaji vidkenné scaffoldy
na bazi kyseliny polyglykolove (PGA) &i kopolymer kyseliny mlécné a polyglykolove
PLGA. Take synteticke materidly jako je napriklad Dacron a polytetrafluoroetylen byly
vyuzivany k regeneraci vrozenych vad svald. Velmi ddlezité je také spravné zvoleni
typu a pdvodu bunék. Jednou z moznosti je vyuziti kombinace fibroblastd, myoblastd
nebo kmenovych bunék spolu s vybranymi rdstovymi faktory. Pozitivni efekt na buriky
ma pritomnost proteinu IGF-1 (insulin-like growth factor 1). Po zabudovani bunék do
scaffoldu probihd kultivace in vitro v bioreaktorech, kde jsou scaffoldy mechanicky
stlacovany a napindny, aby dochdzelo ke stimulaci bunék a produkovaly spravnou
mezibunecnou hmotu. V optimdlnim pripadé po implantaci dochazi k vytvoreni site

krevnich cev a regeneraci svalu.
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43 KOZNI SYSTEM

KdZe je nejvétsim orgdnem téla s plosnym rozsahem priblizné 1,7-2 m# a je zasadni
pro preziti organismu - slouzi jako bariéra proti vlivam okolniho prostredi ¢i k udrzeni
hydratace a take sizachovava funkce recepcni, termoregulacni, imunitni a metabolicke.
V zdjmu dosazeni téchto dulezitych funkci se kdze neustdle obnovuje a ma kapacitu pro
opravu ran, ktere jsou zavislé na rdznem typu bunék obsazenych v kdzi. Pro pacienty
srozsahlymipopdleninami maji koznindhrady kriticky vyznam. Bohuzel u mnoha koznich
ndahrad nedochazi k obnove pdvodni anatomie kdze, zahrnujici viasove folikuly, mazove
a potni zldzy a také mechanické vlastnosti kdze nedosahuji stejnych kvalit. Pokrok
v biologii kmenovych bunék a dalsich oborech by mohl vyrazné zlepsit kozni ndhrady,
ktere by videdinim pripade byly nerozpoznatelne od normalni pdvodnikdze. Dosdhnout
tohoto cile neni jednoduché - klze neni ve véech mistech stejnd, napr. tloustka kolisd
od 0,5-4 mm. Hmotnost samotné kdze je asi 3 kg, s tukovou tkani az 20 kg. Kdze take
neni stejnd na povrchu a v hlubsich vrstvach. Obecné se skldda ze dvou vrstev: pokozky
(epidermis) a skary (dermis) (Obr. 46). Pod témito vrstvami se nachdzi subcutis - tedy
vrstva podkozniho tuku. Epidermis je slozena prevazné z keratinocytd (priblizné 95 %)
a zbytek tvori Langerhansovy bunky, melanocyty produkujici melanin a Merkelovy
bunky. Epidermis je slozena ze 4-5 vrstev plochych bunék ulozenych tésné na sobe.
Schopnost déleni si zachovavaji pouze hlubsi vrstvy a doplnuji olupujici se odumrele

bunky povrchoveé vrstvy. Hranice mezi pokozkou (epidermis) a skarou (dermis) neni

epidermis
dermis
potni Zlaza
g T A s .
vlasovy vacek ] B - ! - \ 'iul 7]
------------------------- 1 X | 3 § W A sr"!"
cévy, nervy N WA= | \ N A vAfA‘v )
: N VEIVAESSA W
hypodermis
adipozni tkani .

Obr. 46 Struktura klze (na zdkladé zdroje: http://rsif.royalsocietypublishing.org/
content/4/14/413)
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ostrd, tyto dvé vrstvy jsou spojeny pomoci bazdlni membrany. Skdra tvori vazivovou
tkan, ve které se nachdzi nervova zakonceni, termoreceptory, hmatovad teliska a dalsi.
Pod dermis se nachdzi podkozni vazivo, které se skladd ze sité kolagennich a elastickych

vlidken, mezi kterymi se nachdzi vazivove bunky.

431  KOZNIiNAHRADY

Jednou zmoznostiregenerace klze je vyuzitikoznich autolognich transplantatd. Ty jsou
vyuzivany v traumatologii pri kozni ztraté a prindhraddch jizevnaté tkané po pourazovych
stavech, ddle pak pri chronickych koznich defektech, jako jsou bércove vredy, nehojici se
rany i po rozsahlejsim odstranovani koznich nadord. Pri popdlenindch vyssiho stupné je
zasazena velkd castlidske kdze a nemuize byt tedy odebrdana z neposkozeneho mista kdze
pacienta. Z tohoto ddvodu, se vyuzivaji doc¢asne alotransplantaty ¢i xenotransplantdty

a v pozdgjsim stadiu pacient podstoupi autotransplantaci.

Obr. 47 Kozni autologni transplantat (na zdkladeé zdroje: http://www.nlm.nih.gov/

medlineplus/ency/imagepages/19083.htm)

Mezi ndhrady kdze v ramci tkanoveho inzenyrstvi mdzeme zaradit transplantaty
obsahuijici kultivované autologni ¢i alogenni keratinocyty, ddle pak autologni/alogenni
kompozity, bezbunélné biologické matrice a bunécné matrice obsahuijici biologicke
substance jako je fibrin, rdzné typy kolagenu, elastin, HA, polykaprolakton + fibroblasty
(vazivove bunky) a mnoho dalsich. Ddle jsou pro rekonstrukci kdze vhodné scaffoldy na

bdzi chitosanu, ktere vykazuji adhezi fibroblastd a jejich proliferaci. K hojeni kdze a ran
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PO popdleni by mohla byt vhodnd antibakteridlni nanovidkna pripravend z oxidovane
celuldzy a zelatiny. Dle pozadovane aplikace a délce setrvani materidlu v daném misté
delime materidly na docasne, semi-permanentni a permanentni.

Doposud bylo provedeno mnoho studii zabyvajicich se regeneraci kize a vytvarenim
koznich transplantatd v oblasti tkdnoveho inzenyrstvi, ale pouze nekolik z nich vedlo

k vyvoji vhodnych komercnich produktd, viz ndsledujici tabulka (Obr. 48).

Collagen gel + cult. Allog. Apligraf™ Organogenesis,
HuK + allog. HuFi (earlier name: Graftskin™) Canton, MA
2 Genzyme Biosurgery,
cult. Autol HuK Epicell™ Cambridge, MA
Advanced Tissue
PGA/PLA + ECMP DAHF Transcyte™ LaJolla, CA
Co!l'agen G.ATG- Integra™ Imtgn LifeScience,
silicone foil Plainsborough, NJ
: Lifecell Corporation,
Acellular dermis AlloDerm™ Branchberg, NJ
: Fidia Advanced
HAM Laserskin™
HELli - Biopolymers, Padua, Italy
- Advanced Tissue Sciences
™ L}
PGA/PLA + allog. HuFi Dermagraft LaJolla, CA
Collagen + allog HuF1 + Orcel™ Ortec Intemational, Inc., New
allog HuK York, NY
Fibrin sealant + cult. autol Bioseed T™ BioTissue Technologies,
HuK Freiburg, Germany
PEO/PBT + autol. HuF1 + .
cult autol HukK Polyactive ™ HC Implants
. Fidia Advanced
HAM + HuFi Hyalograft 3D™ Biopolymers, Padua, Htaly
Silicone + nylon mesh + BiobraneT™ Dow Hickham/Bertek
collagen Pharmac., Sugar Land, Tx

ECMP = extracellular matrixproteins, DAHF= denved from allog. HuFi, GAG=glycosaminoglycan, PGA = polyglycolic acid
(Dexon™), PLA = polylactic acid(Vicryl™), PEO = polyethylen oxide, PBT = polybutyliterephthalate, cult. = cultured:autol.

= autologous, allog. = allogeneic, HuFi = human fibroblasts, HuK= human keratinocytes, HAM = microperforated Hyaluronic
Acxd Membrane (benzlic esters of hyaluronic acid =HYAFF-11®)

Qbr. 48 Komercne vyuzivane ¢i proddvane matrice a produkty v oblasti tkanoveho

inzenyrstvi koznich nahrad a doplnkd®

SHorch, R. E., Kopp, J., Kneser, U., Beier, J., Bach, A. D. Tissue engineering of cultured skin substitutes.
Journal of Cellular and Molecular Medicine [online]. 2005, vol. 9, issue 3, s. 592-608 [cit. 2014-11-18].
DOI: 10.1111/j.1582-4934.2005.tb00491.x. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1582-4934.2005.
tb00491.x
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= Relativné novou metodou

zfsig::ujic,’ o zabyvajici se mimo  jiné ndahradou
bunky . . kize je tzv. 3D bioprinting (Obr. 49).
S Jak jiz napovidd nazev, tato technika

je zaloZzena na 3D technologii tisku.

Objekty jsou vytvareny pomoci
aditivniho procesu, pri kterém jsou po
sobe jdouci vrstvy materidlu kladeny
na vhodnou podlozku, dokud neni
dokonceny cely predmeét. Proces
probihd podle predem pripravene
sablony a objekty mohou byt temer
jakéhokoliv tvaru nebo geometrie. Pri
Joio"printingu jsou vytvareny struktury
s obsahem bunék, pricemz jejich

zivotaschopnost a funkce by méla byt

zachovana. Pri vytvareni kozni tkané

Ize pouzit keratinocyty a fibroblasty

Obr. 48 Ukdzka 3D bioprintingu predstavujici epidermis a dermis
(na z&klade zdroje: http://www.bbc.com/ a kolagen jako slozku dermadlni matrix
news/technology-20872018) pokozky. Rozsifeni téchto produktd

do bézné praxe v ramci mediciny je
prozatim hudbou budoucnosti, presto se skryvad v této technologii velky potencidl nejen

v oblasti ndhrad kdze, ale takeé pri pripravé organd.

4.4 KARDIOVASKULARNI SYSTEM

Obéhovd soustava (kardiovaskularni systém, cévni soustava) je orgdnova soustava
slouzici predevsim k transportu zivin, plynd a odpadnich Iatek z tkani nebo do tkani.
Jednim z ddvodu velkého zdjmu o regeneraci této soustavy i jejich Casti je vysoka
mortalita pacientd, kteri trpi kardiovaskuldrnim onemocnénim, predevsim ve vyspélych
zemich. Onemocnéni jsou velmi casto spojovdna s rozvojem civilizacnich chorob napr.
obezity. V nasledujicich kapitolach si priblizime strukturu, viastnosti a funkci cév, srdce

a srdecnich chlopni a moznosti jejich regenerace.
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441 CEVY

Mezi krevni cevy jsou razeny tepny, vidsecnice a zily. Obecné maji krevni cévy trubicovity
tvar a slouzi k transportu télnich tekutin. Lze je rozdélit do 3 hlavnich skupin: tepny
(artérie), vidsecnice (kapilary) a Zzily (vény). Sténa nativnich krevnich cév mad trilamelarni
strukturu (Obr. 50), kde kazdd vrstva mad urcitou dulezitou roli pro spravnou funkci
cév. Vrstvy v poradi od stredu cevy se nazyvaji: tunica intima, tunica media a tunica
adventitia. Ve zdrave krevni ceve je vrstva intima tvorena monovrstvou endotelidinich
bunek (ECs). Hlavni funkci teto vrstvy je kontrolovatelny transport pres cevni sténu. ECs
take reguluji strukturu cev — produkuji Iatky ovlivaujici tloustku cev. Endoteliaini bunecnd
vrstva takeé zabranuje tvorbe trombu. Vicevrstvd tunica media zajistuje mechanickou
pevnost a odolnost cév. Je tvorena bunkami hladkého svalstva (SMCs - smooth muscle
cells), elastinem, kolagenem typu |, Il a V a proteoglykany. Elastin propdjcuje cévam
jejich elasticitu pri expanzi, kdezto kolagen zabranuje nadmeérneé dilataci. Posledni
vrstva adventitia obsahuje fibroblasty, nervy, kolagen | a vidgkna elastinu. Prispiva takeé

k mechanické odolnosti a to predevsim ukotvenim cev k okolni tkani.

tunika adventitia

... vnitfni elasticka vrstva .-

Obr. 50 Struktura nativni krevni cevy’

4.411 CEVNINAHRADY

VySe popsand charakteristika nativnich cev musi byt vzata v potaz pri priprave

ceévnich ndhrad. Idedini cévni nadhrada by méela strukturne i funkéne odpovidat nativni

’Na zakladé zdroje: Edited by Pallua, N., Christoph, V. Tissue engineering from lab to clinic [online]. Berlin:
Springer, 2010, [cit. 2014-11-18]. ISBN 3642028241.
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céve. Méla by byt netoxickd, neantigenni, nekarcinogenni, inertni a také si zachovavat
stejné viastnosti. Pro umoznéni a usnadnéni chirurgického zdkroku je dulezitd snadnd
mManipulace a moznost vhodne upravy. Pruznost podelnd by meéla byt od 7-10 %. Pricna
pruznost by neméla presahovat pruznost vlastni tepny. Materialy by mély vykazovat,
vliadénost a prilnavost okrajd, hemokoagulacni inertnost a sterilizovatelnost. Take je
dulezita nulova implantacni porozita, kterd je spojena napr. s velmi hustym Upletem
cévni nahrady, ¢cimz se stavd ndhrada neprodysnou a tim nedochdzi ke krvaceni pres
sténu cévy. Na druhou stranu je nutnd optimalni biologickd porozita, kterd je nezbytnd
pri vhojovani implantdtu - je nutnd pro fixaci a vyzivu neointimy (nova vrstva, kterd
se vytvari na povrchu implantatu). Optimalni biologickd porozita je kolem 6000~
7000 ml/cm2. Mezi technické parametry, které by mély cévni ndhrady splfiovat, patri
moznost pramyslove vyroby se standartni jakosti, dostupnost rdznych tvard a velikosti
a primerene dlouhd doba exspirace sterility.

Obecné Ize cevni ndhrady rozdeélit do dvou hlavnich skupin: biologické a umele. Mezi
biologické ndahrady patri autotransplantaty, alotransplantaty a xenotransplantdty.
Biologicke ndhrady mohou byttepenné CiZiini. Umele ndhrady Ize vytvaret zneporéznich
(sklo, kov, guma, uméld hmota a jiné) ¢i poréznich materiald, které mohou byt textilniho
(pletene, tkaneé) ¢i netextilniho typu (lite).

Autotransplantaty jsou cévni ndhradou, kterd je odebirdna a implantovana stejnéemu
organismu (pacientu). Nahrazovany mohou byt tepny i zily. U tepen se pri jejich Setrnem
odbéru autotransplantat chovd jako pdvodni tepna. Nevyhodou je vSak omezend
moznost ziskani tepny v potrebnych rozmeérech. Take pokud jsou tepny pacienta zasazeny
aterosklerézou, jsou postizeny vsechny tepny a neni vhodne odebirat v tomto pripadeé
tepnu z jiné casti tela. V minulosti dostavaly prednost tepenné autotransplantaty pred
zilnimi, ale se vzrdstajicim poctem pacientd s komplikacemi tepennych alotransplantatd
se zacaly castéji pouzivat autotransplantdaty zilni. Predevsim je pouzivana dobre
pristupna zila - vena saphena magma nachdzejici se v podkozi.

Ziskani alogennich transplantdtd neni jednoduché - jednd se o transplantaty
ziskané odebrdanim cévniho materidlu od jiného organismu stejného biologického
druhu. Jsou vyuzivany tepenné alotransplantaty a to predevsim joko ndhrada
infikovanych cevnich protéz. Pri transplantaci se obecné odebird cely hlavni tepenny
kmen, pote se odebrand tepna konzervuje a uchovava v transplantacnich bankach.
V minulosti byly pouzivany take zilni alotransplantaty. Nicmnénée diky rozsirujicim
se moznostem vyuziti umelych ndhrad se od toho ustupuje a pouzivaji se pouze
jako docasné reseni za urgentni situace napr. pri infekci cévni protézy, ale ne pri

pldnovanych standardnich vykonech.
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Drive se také vyuzivalo xenotransplantatd tedy tkané odebrane z jiného zivocisneho
druhu. Tento zpdsob je vzhledem k rozdilnym velikostem cév a anatomickemu
usporadani pomerné omezeny. Zakladnim problémem je imunologickd zména, které
xenotransplantdaty podlehaji, a tak po urcite dobée zanikaji.

Dalsi moznosti je vyuziti umélych ndhrad. Neporézni umelé ndhrady jsou biologicky
neporezni. Bohuzel tato vliastnost je velmi ddlezitd pri vhojovdni a s rozvojem poréznich
ndhrad se prestaly pouzivat. Porézni materidly nékdy nazyvane cevni protezy jsou tedy
vhodnymi nahradami. Dle zpUsobu vyroby je Ize rozdélit do tri skupin: tkane, pletené
nebo lite. Vyhodou tkanych cévnich protéz je moznost vytvoreni husteho Upletu (nulova
implantacni porozita), coz md za nasledek vytvoreni protézy témer neprodysné, tudiz
u ni nedochdzi ke krvaceni stenou. Jejich nespornd vyhoda nulove implantacni porozity
je v dnesni dobé nahrazena pletenymi impregnovanymi protézami a jiz se v dnesni
dobé nevyuzivaji, predevsim protoze se po prestrizeni vidkna trepi. DalSim typem
jsou pletené protezy, jejichz vyhodou je, ze nedochadzi k jejich trepeni. Pred pouzitim
musi byt predsrazeny krvi pacienta, aby se docasné zrusila porozita stény. Samotne
pletené protézy se vyuzivaiji dnes velmiomezené. Casto jsou tyto protézy impregnovany
kolagenem, Zelatinou Ci albuminem. DalSi moznosti je pripravit materidl litim, kdy
pusobenim kombinace vice faktord predevsim vysoke teploty a tlaku dochazi k lisovani
do formy. Obecné je pri pripravé poréznich ndhrad cilem nalézt vhodnou syntetickou
|atku, ze které by bylo mozné vytvorit scaffold odolny télesnym tekutindm. Za timto
ucelem bylo vyvinuto velké mnozstvi materidld, pouze vsak nékolik je vhodnych pro
klinické pouziti, napr. Dacron (komercni ndzev pro polyetylentereftalat PET) a Teflon
(polytetrafluoretylen PTFE). PET je velmi pevny, hydrofobni a odolny vaci slabym
kyselindm a zasaddm. Organismem je dobre sndsen a nemd karcinogenni vliastnosti.
Pro cevni ndhrady jsou vyuzivany pletene nebo tkaneé scaffoldy a to zejmena pro
ndahradu velkych cév jako je aorta. Dalsi zmineny ndazev prislusi polytetrafluoretylenu
(PTFE). Ve srovndni s Dacronem je PTFE méné trombogenni a velmi mdlo porézni,
jelikoz se vyrabi litim.

Prestoze je transplantace cév za vyuziti cévnich protéz ¢i autolognich ndhrad v mnoha
ohledech vhodnou alternativou, vyuziti napriklad autolognich Zil neni mozné az u 40 %
pacientd at uz z ddvodu nedostatku darcd ¢i stavu pacienta. V nekterych pripadech by
mohlo byt resenim vytvorenindhrady krevnich cév tzv. TEVG (tissue enineering vascular
grafts). Idedini TEVG by méla byt vytvorend z biodegradabilniho a biokompatibilniho
materidlu. Pripraveny konstrukt musi byt netrombogenni a neimunogenni a zdroven
dostatecné silny a elasticky (podobny nativni céve) schopny odolavat vysokemu tlaku

krevniho reciste in vivo. Viskoelasticke chovani cevnich tkdnovych ndhrad by mohla
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znatelné zlepsit pritomnost elastinu. Dulezitym aspektem pri tvorbe umelych cev je
dlouhodobd prichodnost konstruktd. TE cévni ndhrady casto vykazuji patologické
zvyseni extracelularni matrix, coz ma casto za ddsledek zhorseni prdchodnosti cev.
Tento jev je pravdeépodobneé zplUsoben nadmernou proliferaci a sekreci cévnich bunék.

Pri tvorbé TEVG lze vyuzit polymernich scaffoldd. Idediné by vytvoreny scaffold
podléhal pomalé biodegradaci. Ve studiich bylo jiz pouzito mnoho materidld
pro tvorbu 3D scaffoldd zahrnujici prirodni proteiny, syntetické biodegradabilni
polymery ci decelularizovane cévy. Mezi pouzivane materidly patri scaffoldy na
bdzi elastinu, poly(ether)uretanu, polyglykoloveé kyseliny (PGA), kopolymeru PGA,
polyhydroxyalkanodtu (PHA), kopolymeru na bdzi kolagenu a polyuretanu a dalsi. 3D
struktura scaffoldu muize slouzit k podpore bunécného rdstu, migraci, diferenciaci
a sekreci proteind extraceluldarni matrix (ECM).

Prvni volbou vhodnych bunék pro implementaci do scaffoldu jsou neimunogenni
autologni burky cévniho endotelu (ECs) a bunky hladkého svalstva (SMCs - smooth
muscle cells) izolované od samotného pacienta. Mezi dalsi moznosti patri dospélé
kmenove bunky. Endotelidini progenitorove bunky (EPCs) jsou jednim z typd dospélych
kmenovych bunék, které maji kapacitu proliferovat, migrovat a diferenciovat se do
,dospéelych” ECs. Na obrdzku (Obr. 51) je zndzornéna uméle pripravend krevni céva,

u které byly kultivovany endotelove bunky pacienta.

Obr. 51 Uméle pripravend céva®

8Edited by Pallua, N., Christoph, V. Tissue engineering from lab to clinic [online]. Berlin: Springer, 2010,
[cit. 2014-11-18]. ISBN 3642028241.
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Diky dynamickemu prostredi kardiovaskularniho systému, musi byt vytvorene cevy

funkéni a vhodneé jiz pred transplantaci — netromboidni povrch, dobré mechanické

vlastnosti a mnoho dalsich. Z téchto ddvodd jsou pro vytvareni vhodnych nahrad

pouzivany bioreaktory simulujici prostredi cév.

Zajimavou alternativou regenerace cev je vyuziti ,self-assembly” technologie

s bunkami. Vrstvy lidskych cévnich bunék rostou a vytvari jakoby desticky bunék tvorene

predevsim SMCs nebo fibroblasty. Po kultivaci jsou tzv. listy srolovany, ¢imz se vytvari

tubuldrni konfigurace.

442  SRDCE

Jak jiz bylo zminéno, kardiovaskularni onemocnéeni postihuje na sveté ¢im ddl

vice pacientd. Regenerace srdecniho svalu neni jednoduchou zdlezitosti, jelikoz

leva sin
mitralni
(dvojcipa)
B *.. Chlopen
L A aortalni
chlopen
trojcipa |

chlopen __.
polomésigita “ leva komora
chlopeit S TTTTmEmTmTeee

Obr. 52 Stavba lidskeho srdce (Cervené cdasti -
okyslicend krev, modre casti — odkyslicend krev) (na
z&kladézdroje:http://www tlukotsrdce.cz/clanek/539/

plicni-hypertenze-kdyz-onemocni-plicni-cevy/)

96

si nezachovava kapacitu

k regeneraci a jednd se
o slozity orgdn. Tento duty

orgdn svym tvarem pripomind

kuzel (Obr. 52). Hmotnost
a velikost srdce je individudlni,
vazi  priblizne 270-320 g

a velikost odpovida priblizné
pesti Cloveka, jemuz ndlezi.
Srdce je obaleno vazivovym
vakem - osrdecnikem, jehoz
dolni ¢ast nasedd na branici
a horni cdast vrudstd do sten
velkych tepen. Na povrchu
srdce se nachdzi dve melké
ryhy — podeélna a cirkularni, jenz
tvori hranice mezi srdecnimi
sinemi

dutinami - dvéma

a dvéma komorami. Sinova
a komorovd prepdzka oddeluje
pravostranne a levostranne

dutiny.
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Z leve komory vystupuje srdecnice neboli aorta a z prave komory vychdzi kmen
plicnice. Horni a doIni dutd zila vstupuji do prave sine a plicni zily vedou do leve sine.
Srdecni svalovina je specializovanym typem svalove tkang, kterd se skladd z bunék

vietenovitého tvaru - kardiomyocytud.

4421 ONEMOCNENI, LECBA, REGENERACE A TRANSPLANTACE SRDCE

Mezi nejcastejsi onemocneni srdce patri infarkt myokardu a selhani srdce (Obr. 53).
Infarkt myokardu je zpUsoben blokaci ¢i uzavienim koronarni arterie. Nasledné dochazi
knevratnemu poskozenisrdecnitkane -
nekroze kardiomyocytd a pote k fibroze
myokardu. Proces nepriznivych zmeén
se nazyva remodelace leve komory,
behem niz se ztencuje srdecni sténa
a dochdzi k snizeni funkce srdce,
coz muze veést k jeho selhdani a umrti
pacienta.
nevyzivované Poskozene kardiomyocyty nelze zcela
Cast srdce

................ regenerovat  klasickymi  metodami

a pomoci farmakologické terapie je

mozno ovlivnit pouze funkeni srdecni

tkan. Prozatim je jedinou moznou

Obr. 53 Infarkt myokardu leCbou srdecniho selhdni v pokrocilem

(na zdkladé zdroje: https://eforms.zpmvcr. stadiu- transplantace  srdce, bohuzel

cz/jforum/posts/list/75.page) vhodnych darcu je velmi mdlo.

Jednouzmoznostiléecbyposkozeného

myokardu je vyuziti celuldrni terapie -

kmenovych bunék, ale prozatim nejsou vysledky presvedcive natolik, aby se metody
vyuzivaly v klinickych aplikacich.

Z tohoto divodu se rozviji vyzkum zaméreny na regeneraci myokardu vyuzivajici
poznatky z oblasti tkdnového inzenyrstvi a regenerativni mediciny. Cilem je vyvinout
vhodny material (scaffold), jenz by po aplikacislouzil jako strukturni podporaischemického
srdce, a takeé jako nosi¢ bunék i rdstovych faktord pro regeneraci myokardu.

V- mnoha ohledech by mohlo byt vhodné vyuzit hydrogely situjicich in vivo. Po

naddavkovani materidlu do srdecni stény by mélo dojit ihned k tvorbé hydrogelu, jenz by
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tak vytvarel strukturni podporu, a ddle by slouzil jako scaffold pro bunécnou infiltraci.
Doposud bylo testovano velké mnozstvi syntetickych i prirodnich materiald in vivo na
malych zvifecich modelech a o pozndni mene bylo provedeno pokusd u veétsich zvirat.
Mezi materidly studované pro tento ucel patri algindt, chitosan, kolagen, decelurizované
tkang, fibrin, hyaluronova kyselina, keratin, Matrigel a syntetické polymery jako jsou napr.
polyethylenglykol (PEG) nebo termoresponsivni poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAM).

Velmi ddlezitym aspektem je take zplsob aplikace daného materidlu do tkané.
Cilem je nalezt metodu, kterd by byla minimalné invazivni. Pro tento zdmer muze
byt vhodnd metoda aplikace injekéné. Proto se vyvoj zameril predevsim na vyvinuti
hydrogeld gelujicich in vivo az po aplikaci do mista defektu. Pro injekci biomateridld do
srdecni stény existuje vicero moznych metod (Obr. 54). Jednou z nich je intrakoronarni
aplikace za pouziti katetru. Dalsi metodou je transendokardidlni injekce do oblasti (leve
komory) zasazeneé po infarktu myokardu pomoci katetru. Posledni uvedenou aplikaci
materidalu do srdce je primad epikardidlni injekce do srdce. Tato metoda mda vyhodu
v kontrolovatelne aplikaci na pozadovane misto, na druhou stranu vyzaduje invazivni

chirurgicky zdkrok.

a)|

N

Obr. 54 Metody aplikace hydrogell situjicich in situ do srdce: a) intrakoronarni

aplikace b) transendokardidini injekce c¢) primda epikardidini injekce?

9Na zdkladé zdroje: Johnson, T., Christman, K. L. Injectable hydrogel therapies and their delivery
strategies for treating myocardial infarction. Expert Opinion on Drug Delivery [online]. 2013, vol. 10,
issue 1, s. 59-72 [cit. 2014-11-18]. DOI: 10.1517/17425247.2013.739156.
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443  SRDECNI CHLOPNE

Posledni uvedenou casti kardiovaskularnino systemu jsou srdecni chlopné. Jednd
se o parové vidknité struktury v srdci, které vznikaji z endokardu (nitrobldna srdecni)
a napomahaji jednosmernemu toku krve. V lidskéem srdci se nachdzi 4 chlopné: dve
polomeésicite a dve atrioventrikuldrni (cipate). Polomésicite chlopneé zahrnuji strukturné
podobné aortdlini a pulmoralni (plicni) chlopné, pricemz mezi atrioventrikularni chlopné
patri prava trojcipd a leva dvojcipd (mitralni). Cipaté chlopné se nachdzi mezi sinémi
a komorami, kdezto polomesicite u vystupu z aorty a plicnice ze srdce, odkud pochdzi take
jejich ndzev. Pri systole je chlopen otevrend, kdezto pri diastole uzavrend.

Pokud neni chlopen vdzne poskozenad, je mozne ji upravit plastikou. Zuzenou chlopen
Ize rozsirit nebo posilit pomoci uméleho materidlu. Bohuzel pri vazném poskozeni musi
byt chlopen nahrazena.

Doposud Ize srdecni chlopné nahradit dvema zpUsoby: implantaci chlopné
mechanické ¢&i biologické tvorené biologickou tkani (Obr. 55), kterd je odebirdna
nejCastéji z jiného Zivocisneho druhu (xenograft implantovany joko tzv. bioprotéza),

ddle pak z lidskeho téla (homograft, alograft) a velmi zridka z téla pacienta (autograft).

Obr. 55 Nahrady srdecnich chlopni: A mechanickd chlopen - dvoulista St. Jude Medical

B alograft (homograft) pripraveny k implantaci jako koren'® C prasedi aortdalni chloper *

°Dominik, J., Zacek, P. Chirurgie srdecnich chlopni: (..nejen pro kardiochirurgy) ve 200 vyobrazenich
[online]. Praha: Grada Publishing a.s., 20089, s. 42-79 [cit. 2014-11-26]. ISBN 8024763868.

IDominik, J. Mechanické srdecni chlopné. Interni medicina pro praxi [online]. 2008, ¢. 12, s. 531-533 [cit.
2014-11-26]. Dostupné z: www.internimedicina.cz

2Dominik, J. Mechanické srdecni chlopné. Interni medicina pro praxi [online]. 2006, ¢. 12, s. 531-533 [cit.

2014-11-26]. Dostupné z: www.internimedicing.cz

99



KAPITOLA 4 APLIKACE TKANOVEHO INZENYRSTVI

Chlopen z biologického materidlu byva vsita do kostry bioprotézy, kterd je opletena
teflonem nebo polypropylenem, jak je videt na obrdzku Obr. 55 ¢). Viastni biologickd
chlopen v bioprotézdach je tvorena praseci aortdalni chlopni nebo chlopni ziskanou z hovéziho
perikardu Také se pripravuji xenografty bez kostry a nasivaciho prstence tzv. stentless

bioprotezy (Obr. 56), ktere Ize implantovat do acortdinich Usti.

Obr. 56 Stentless bioprotézal®

Volba typu srdecni chlopné zdvisi na veku a stavu pacienta a jeho reakci na
antikoagulacni lécbu. Vyhodou biologickych srdecnich chlopni je minimalni riziko vzniku
krevni srazeniny Ci krvaceni. Bioprotézy jsou doporucovany pacientdm starsich 65 let
bez rizikovych faktord tromboembolizace, pro nemocné s kontraindikaci antikoagulacni
lecby. Bohuzel tyto chlopne nemaiji dostatecnou stabilitu v zavislosti na véku pacienta
- u déti a mladsich dospélych degradace probihd velmi rychle v radu nékolika
let, a proto je po case nutnd dalsi narocnd operace. U pacientd starsich 60 let je
degradace pomalejsi (do 15 let) a u pacientd nad 70 let je tato metoda preferovana.
Tyto transplantdty jsou také vhodné pro pacienty s kratsi Zivotni prognézou. Naproti
tomu chlopné mechanicke jsou trvalé s neomezené dlouhou funkci bez poruch.
Nevyhodou je vsak nutnost antikoagulacni [éCby.

Jednou z alternativ do budoucna je zamereni se na vyvoj nove generace umelych
biologickych srdecnich chlopni. Cilem by bylo vytvorit bioprotézu s listy biologicke

chlopné, u které by nedochdzelo k rozvoji degenerativnich zmen.
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45 VYLUCOVACI SYSTEM

VyluCovaci systém je dulezitou orgdnovou soustavou, kterd zajistuje vylucovani

odpadnich latek z téla. Jeho primdrni Ulohou je udrzeni homeostdzy organismu. Skladd se
z ledvin a vyvodnych mocovych cest, kde patrii mocovy mechyr,
V soucasneé dobeé cekd na transplantaci ledvin mnoho lidi, kterijsou odkazani na hemodialyzu.
Hemodialyzajejednouze trimoznych ndhradfunkce ledvin. DalsSimidvémajsou transplantace
ledvin a peritonedini dialyza. Bohuzel vhodnych ddrcd ledvin je malo. Obvykle je pacientem
dobre sndasena ledvina ziskand od geneticky pribuzného clena rodiny. Tento zdkrok je ale
ohuzel ndrocny i pro ddrce orgdnu a plynou z n&j omezeni na cely Zivot.

Regenim by mohla byt pfiprava umélé néhrady ledvin. Cil neni jednoduchy, pfipraveny
graft musi mit podobnou strukturu jako ledviny, coz neni jednoduché, protoze tento pdrovy
orgdn ulozeny pri zadni brisni sténé je velmi slozity. Jeho zdkladni anatomickou a funkeni
jednotkou je nefron, ktery se skliadda z ledvinoveho téliska, proximalniho kandlku, Henleovy
klicky, distdalniho a sbéraciho kandlku. Velmi problematickd pri tvorbe umele ndhrady je
zachovani funkce ledvin, ddlezitd je perfuze, filtrace, sekrece, absorpce a odvod modi.

V jedne ze studii byly odebrdny ledviny u pokusnych zvirat krys a decelurizovany. Vznikly
scaffold byl osazen epitelidinimi a endotelidinimi bunkami v bioreaktoru. Vysledne stepy
vyrdabely moc in vitro. Po transplantaci u potkand byla moc vytvarena a vedena pres
mocovod take in vivo. V jiné studii byly jako pokusné zvirata zvoleny opice. Byly pripraveny
decelurizovane ledviny se strukturou a funkénimi viastnostmi nezbytnymi pro vyuziti jako
3D scaffold pro nasledne osazeni bunkami. Bohuzel je doposud vytvoreni téchto materiald
vetsinou pouze ve fazi preklinickeho testovani. Dalsi moznosti je opét vyuziti metody 3D
tisku, kterou by mohl byt pripraven biomateridl obsahujici ledvinove bunky.

Co se tykd mocoveho meéchyre, tak ndhrada tohoto orgdnu neni jednoduchd - jednad
se o duty tenkostenny orgdn, jehoz svalova vrstva je velmi silnd, dokdze se obdivuhodneé
roztahnout, pritom béhem tohoto procesu nevznikne v jeho vnitrni vystelce misto, kterou
by agresivni moc pronikla do stéeny mechyre. Obecne funguje mocovy mechyr jako
rezervodr moci privadene stahy mocovodu.

Pro zajisteni obnovy funkce mocoveho meéechyre existuji dve metody: prvni moznosti je
presmerovanitoku modi, druhouje ndhradamocoveho mechyre umeéle pripravenymorgdanem.

Pacienti s onemocnenim mocoveho méchyre mohou byt leCeni metodou cystoplastiky
pormoci segmentd travici soustavy. Bohuzel pritomnost téchto segmentd v mocovermn méchyri
zplisobuje Fadu komplikaci. Regenim by mohl byt uméle pripraveny mocovy méchyr (Obr.
57). Z&kladem je scaffold na bdzi kolagenu a polyglykolove kyseliny osazeny burkami hladke

svaloviny a bunkami vystelky mocoveho mechyre.
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Obr. 57 Mocovy méchyr pripraveny in vitro®

4.6 REGENERACE A TRANSPLANTACE JATER

Jatra jsou zndmd svou vysokou regeneracni schopnosti a jsou schopna se pri
akutnim poskozeni zhojit plné a bez nasledkd. Bohuzel pri chronickem, dlouhotrvajicim
poskozovani jater mdze dojit ke zmnozeni vaziva, fibroze a k nevratné nahrade jaterni
tkané tuhou vazivovou tkani — onemocnéni je nazyvano cirhoza jater. Nejlepsi metodou
lecby tohoto onemocnéni je prevence, jelikoz ve vetsine pripadud je cirhdza zplsobena
nadmeérnou konzumacialkoholu. Prozatim existuje pouze jedind leécba tohoto onemocnéni
a to transplantace jater. Obdobné jako u transplantace jinych orgdand, je velmi mdlo
vhodnych ddrcld. Z tohoto ddvodu se rozviji dalsi moznosti regenerace a priprava
nove funkeni jaterni tkané. Cilem je pripravit vhodny scaffold osazeny bunkami napr.
lidskymi jaternimi bunkami. Jako mozny materidl pro pripravu scaffoldu mohou slouzit
biodegradabilni polymery. Z materidld prirodniho pdvodu Ize vyuzit kolagen, filbronektin,
zelatinu & matrigel. Tyto prirodni polymery jsou vhodné pro proliferaci bunék, na druhou

stranu scaffoldy pripravené pouze z téchto materidld se vyznacuji nedostatecnymi

BAtala, A. et al. Tissue-engineered autologous bladders for patients needing cystoplasty. The Lancet
[online]. 20086, vol. 367, issue 9518, s. 1241-1246 [cit. 2014-11-18]. DOI: 10.1016/50140-6736(06)68438-
9. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673606684389
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mechanickymi vlastnostmi. Ty lze Iépe regulovat vyuzitim syntetickych polymerd,
u nichz lIze ridit take porozitu vznikleho scaffoldu a rychlost degradace. Mezi
vyuzivané syntetické polymery patri predevsim polyestery — polyglykolova (PGA)
a polymlécna kyselina (PLA) a jejich kopolymery (PLGA) a polykaprolakton (PCL).
V optimdlnim pripadé by se pri postupné degradaci scaffoldu vytvarela novd
tkan. V neddvnem vyzkumu byla uspésné vyvinuta miniaturni jatra, jejichz funkce
odpovidala lidskym, prozatim za laboratornich podminek. Pro jejich pripravu byly
take pouzity lidske jaterni bunky. Dalsim duilezitym krokem je vyzkouseni jejich
funkénosti po transplantaci u zvirecich modeld. Pripravend jatra by mohla byt take

pouzita pro testovani bezpeclnosti novych lecCiv.

4.7 DYCHACI SYSTEM

Dychaci system se podili na plicni ventilaci a difuzi plynd mezi plicnimi vacky
a krvi. Respiracni cyklus jesté zahrnuje transport plynd, pri kterem probihd vymeéna
mezi krvi a tkdnemi. Cely respiracni cyklus je vysledkem soucinnosti predevsim dvou
systemu - obéhoveho a dychaciho. K dychaci soustave patri take dychaci cesty
(dutina nosni, nosohltan, hrtan, prddusnice, pradusky, plice a pradusinky). Dychaci
systém mad velkou schopnost reagovat na poranéni a regenerovat poskozené
bunky, ale samozrejme jen do jisté miry, napr. regenerace plic a jejich ndhrada je

problematickd, jelikoz se jednd o velmi slozity komplexni organ.

471 PLICE A TKANOVE INZENYRSTVIi PLIC

U tohoto pdrového orgdnu je prava plice vetsinez leva a celkova velikost plic zavisi
na velikosti hrudniku. Plice (Obr. 58) se skladaji z laloku, ktereé se ddle ¢leni na mensi
useky - plicni segmenty, které jsou zdkladnimi stavebnimi i funkénimi jednotkami
plic. Plice jsou tvoreny vetvicimi se prdduskami, které vytvari tzv. bronchidlni kmen,
jenz se postupneé vetvi. Difuze plynd probihd mezi plicnimi vacky a krvi. Sténa alveolud
je tvorena respiracnim epitelem, jehoz bunky se nazyvaji pneumocyty — jejich pocet
v plici je priblizné 1,28.10%. Vazivovd tkdn obsazend v plicich spojuje jednotlive vétve
bronchidlniho kmene a vytvari pruzny a elasticky plicni skelet. Dychani je rizeno

z dychaciho centra v prodlouzené mise.
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Obr. 58 Struktura plic

(na zdkladé zdroje: http://www.newworldencyclopedia.org/entry/Lung)

Tkanove inzenyrstvi ma velky potencidl pri vyvoji novych moznosti pro regeneraci plic
postizenych napr. chronickym obstruktivnim plicnim onemocnénim (¢asto nazyvanym
Jkuracke astma”), plicni fibrozou, cystickou fibrozou ¢i plicni hypertenzi. Doposud jsou
leécCeny tyto nemoci medikamenty ¢i transplantaci plic. Bohuzel darcd plic vhodnych
pro transplantaci je velmi malo. Regenim je vytvoreni TE plic - na obrézku (Obr. 59)
je zndzornéno schéma mozne pripravy plic in vitro. V prvnim kroku se u plic ddrce
provede decelurizace. ZUstane pouze tkanovy scaffold, ktery mdze byt osazen bunkami.
Kultivace probihd v bioreaktoru, kde dochdzik vpravenibunék pres pradusku pro obnovu
epitelu plicnich sklipkd. Vhodnym typem bunék jsou indukované pluripotentni bunky
(iPS) odvozene z vliastnich bunék pacienta. V jedné ze studii bylo testovani provedeno
na zvirecich modelech potkanud, kdy se po 8 dnech nové osazeneé plice bunkami
transplantovaly prijemci. Na obrdzku 53 vpravo je zndzornéna zrekonstruovanad plicni

tkan (levy lalok) — snimek porizen 30 minut po implantaci dospélému potkanovi.

104



KAPITOLA 4 APLIKACE TKANOVEHO INZENYRSTVI
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Obr. 59 Zndzornéno schéma pripravy ndhrady plic pro ndslednou implantaci.
Vpravo je ukdzand zrekonstruovana plicni tkan dospeléeho potkana, snimek porizeny

po 30 minutdch po implantaci4

472 PRUDUSNICE, PRUDUSKY

Na rozdil od TE plic je ndhrada prddusnice (trachey) jiz v klinické praxi. Tato 12-
13 cm dlouhd trubice je soucdsti dolnich dychacich cest, navazuje na chrupavku
hrtanu a konci vetvenim na pravou a levou prddusku (bronchus). Sténa prddusnice

je tvorend hyalinni chrupavkou.

4721 BIOLOGICKE A UMELE NAHRADY

Vetsi trachedlni defekty je nutno resit transplantaci. Jsou vyuzivany prddusnice
od darcld jako alotransplantaty &i Ize vyuzit umélych ndhrad. Prvni alogenni
transplantace prddusnice byla provedena v roce 1879. Dalsim milnikem byla
transplantace kompletniprddusnice od mrtvého ddrce ditéti postizeneho rozsahlym

vrozenym zuzenim.

4] ung regeneration [online]. [cit. 2014-12-18]. Dostupné z: http://www.mayo.edu/research/centers-
g reg P P y

programs/center-regenerative-medicine/focus-areas/lung-regeneration
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Alotransplantace trachediniho segmentu muze prinést reSeni pacientdm s patologickym
zuzenim Ci zhorsenim prachodnosti pradusnice. Jako scaffold Ize pouzit decelularizovand
trachea darce (kadaverdzni). Opétovne osazeni bunkami obvykle probind v bioreaktoru, ale
take je mozne vyuzit jinou moteodu, kdy je decelurizovand trachea vsita pod kdzi pacienta,
kde tak dochdzi k jejimu osazeni bunkami pacienta a az pote je transplantovdna pacientovi
jako ndhrada pradusnice. V jednom z pripadd byla decelurizovand trachea vsita pacientce
prvne do predlokti, kde asi po 4 mesicich doslo k plInému pokryti trachey sliznici pacientky. Po
transplantaci byla nova trachea prakticky neodlisitelnd od pdvodnitkdne a doslo k rehabilitaci
dychacich cest. Dalsim prikladem transplantace trachey pomoci tkanoveho inzenyrstvi
je pripad z roku 2008, kdy byla ziskand trachea pouzita k ndhradé leve hlavni pradusky.
Scaffold byl osazen epitelovymi bunkami a chondrocyty, pricemz kultivace probihala
v bioreaktoru. Transplantace byla Uspésna, kdy nenastala imunitni reakce systemu, doslo
take k obnoveé jemné cévni pletené a funkce plic se vratila k normadlu. Po 12 meésicich po
transplantaci bylo zjisténo, ze transplantovand trachea zdstala oteviend po celé jeji délce,
byla dobre vaskularizovand a osazend bunkami epitelu.

Vyuziti alotransplantatd vsak neni vzdy mozne, tato metoda se potykd s problemem
nedostatku ddrcl a to predevaim u déti. Redenim by mohla byt transplantace za poufiti
umeélych ndhrad (Obr. B80). Vyhodou téchto
transplantatd je jejich moznd priprava na miru
pacientovy pdvodni pradusnice béhem néekolika
dni. Prvni transplantace umele pripravene
nahrady probéhla v roce 2011 u muze s trachedlni
rakovinou. 3D strukturascaffoldubylavytvorenado
tvaru pacientovy prddusnice z nanokompozitniho

pbiomateridlu, jenz byl povrchove upraven

biokompatibilni vrstvou pro zlepseni integrace

o o implantatu do okolni tkdné. Poté byl tento
Obr.60 Umeéle vytvorend pradusnice o _ o
. o ) ~ konstrukt umistén do bioreaktoru s kmenovymi
VySe zminéné metody a moznosti 5 o o . L
S bunkami ziskanymi z pacientovy kostni drené,

transplantace maji své vyhody a ) .
) _ o ktere byly upraveny tak, aby se diferencovaly

nevyhody. Jejich pouziti v klinick& . oL
o S do fenotypu bunék tkdneé prddusnice. Po dvou
praxi zalezi na konkrétnim pripadu. 5 o
dnech byla struktura pokryta nove obrostlou tkani

a pripravena k transplantaci.

®In Medical First Doctors Implant Lab Grown Synthetic Trachea Into Patient. Singularity HUB [online].
2011 [cit. 2014-11-26]. Dostupné z: http://singularityhub.com/2011/07/039/in-medical-first-doctors-

implant-lab-grown-synthetic-trachea-into-patient/

106



KAPITOLA 4 APLIKACE TKANOVEHO INZENYRSTVI

4.8 NERVOVY SYSTEM

Nervovy system u savcu Ize rozdélit do dvou hlavnich casti: periferni nervovy system
(PNS) a centrdlni nervovy system (CNS). PNS, skladaijici se z kranidalnich a spindlnich
nervy ajejich asociovanych ganglii, ma velkou schopnost opravy a regenerace. Periferni
nervy jsou svazky nervovych vigken - vybezky bunék michy, mozkoveho kmene a bunek
spindlnich ganglii. Periferni nerv poskytuje funkéni a anatomické spojeni michy resp.
mozku s perifernimi tkan&mi. Ridici &dsti nervového systému je mozek a micha, které
tvori centrdini nervovy systém. Regenerace centrdlniho nervoveho systému je vsak
znacneé omezena.

Zakladni anatomickou funkéni jednotkou nervove tkané je neuron, jehoz stavba je
zndzornéna na obrazku (Obr. B1). Skladd se z bunécného téla, z néhoz vystupuji dlouhée
(axony) a kratkeé vybézky (dendrity). Na povrchu axond se nachdzi dvojitd pochva -
vnitrni (myelinovad) a vngjsi (Schwannova) pochva. Vedeni vzruchd je ovlivnéno silou

vidken a myelinovych pochev - silnéjsi vidkna vedou vzruchy rychleji.

dendrity

............ )

Ranvierové

AN U

S nervova
. zakonceni

Obr. 61 Stavba neuronu
(na zdkladé zdroje: http://hubpages.com/hub/Structure-of-a-Neuron)
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481 REGENERACE PERIFERNIHO A CENTRALNIHO NERVOVEHO SYSTEMU

Z obecného hlediska jsou periferni nervy schopny znacnych regeneracnich
procesu. Na druhou stranu regenerace nervu po strance anatomické neznamend
obnovu funkéni a u rozsdhlejsich poranéni neni nikdy Uplnd. Take je ddlezité si
uvedomit, Ze nervovd vidkna v CNS neregeneruiji.

Poranénim perifernich nervd rozumime poruchu funkce (motorické, senzitivni
Ci autonomni) v inervacni oblasti periferniho nervu, vzniklou ndsledkem drazu.
Nervoveé bunky s prerusenym axonem jsou schopny regenerovat, jen pokud neni
prerusena kontinuita Schwannovy pochvy nervu. V opacnéem pripadée se béhem 24
hodin distalni (krajni) Usek viakna rozpadd na drobné useky, které jsou postupné
fagocytovany. Vidkno (vybézek neuronu) pripadné cely nerv jsou pro vedeni
vzruchu ztraceny. Pokud je to mozné, je vhodné nerv spojit - sesit. Ddlezita je
bezjizvd regenerace kvuli vedeni vzruchd (elektrickd konektivita). Periferni nervy
Ize rekonstruovat pomoci graftd, které mohou byt autologniho, alogenniho ci
xenogenniho pdvodu. Autologni nervovy segment je odebrdn z jiné casti a vpraven
do poskozeného mista (vytvorend mezera mezi Castmi axonu), kde tvori kandlek pro
regeneraci axonu. Alografty a xenografty jsou ziskavany od darcd Ci jsou zvireciho
puvodu. Tento pdvod je jejich nevyhodou, jelikoz po implantaci dochdzi vetsinou
k imunitni reakci pacienta a je nutnd imunosupresivni leécba.

Metodou regenerace nervd pomoci alogennich, autolognich i xenogennich
graftd bohuzel neni obvykle dosazena Uplnd obnova funkce nervid a ziskani vhodné
nahrady je znacne komplikovane. Z techto ddvodu se v posledni dobé vyzkum a vyvoj
zameéruje na moznost pripravy umelého graftu. Vhodné je vyuziti 3D poréznich
nebo vidkennych scaffoldd pro rdst bunék. Orientace pord, popr. vidken, nesmi
byt ndhodnd, ale velmi specificky orientovand, jelikoz neurony rostou v danem
smeéru. Pro pripravu scaffoldd jsou vyuZivany syntetické a biologické materidly.
Mezi pouZivane syntetickeé materidly patri polymlécnd a polyglykolova kyselina
a jejich kopolymery, vstrebatelne poly(a-hydroxy) kyseliny a polyfosfoestery,
ddle dextran, a polyetylenglykol. Jsou zkoumadny take materidly na bdzi kyseliny
sialové a biodegradabilni elastomer polyglycerol sebakdt. Z prirodnich materiald
je vyuZivan kolagen, ddle kyselina hyaluronovd, algindt nebo napr. pavouci
hedvabi, které podporuje bunécnou adhezi a proliferaci. Takeé je vyuzivan chitosan
a scaffoldy na bdzi aragonitu, které dle poslednich studii také podporuji rust
neurond. Vybéer vhodneho bunécneho typu je ddlezity. Nervovy system obsahuje

mnoho bunécnych typu, které podporuji rdst neurond. Tyto bunky jsou souhrnné
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nazyvany gliové bunky. Je u nich zkoumdn mechanismus jejich schopnosti
podporovat regeneraci neurond. Predevsim je vyzkum zameéren na Schwannovy
bunky, astrocyty a cCichové bunky. Kromeé gliovych bunék se v oblasti vyzkumu
vyuzivaji kmenove bunky, které jsou schopny se diferenciovat do neuronud ci
gangliovych bunék.

V ramciin vitro studii jsou pripravovany porezni polymerni nanovldkenne scaffoldy
za pouziti biodegradabilni kyseliny polymlecné pro in vitro kultivace nervovych
kmenovych bunék (NSCs). Ddale mohou ovliviovat rdst nervovych vidken nebo
rychlost jejich rdstu hydrogely na bdzi poly(2-hydroxyethyl metakryldtu) Ve
studiich in vitro je zkoumdn vliv tohoto materidlu na adhezi a elongaci axonu
neuronu.

Pro regeneraci perifernich nervd je mozné napr. pouzit scaffoldy pripravené
z biodegradabilniho polymeru na bdzi kolagenu zlepsujici adhezi a viabilitu
neurond. Scaffold obsahuje multikandlky s vétsi plochou, jez umoznuje rozpinajicim
se axonum léepe adherovat a usnadnuje jejich prodluzovani. V preklinicke studii
byl materidl osazen dospéelymi kmenovymi bunkami a po jeho implantaci doslo
u zkoumanych krys k ¢astecné regeneraci mobility zadnich nohou.

Mnoho dalsSich studii se zabyvd vytvorenim nervovych vodicich trubicek
napr. na bdzi chitinu ¢i chitosanu. Bylo zjisteno, Zze chitosanove trubicky jsou
mechanicky pevneéjsi v porovnani s chitinovymi. Dle studie chitin i chitosan
podporuji adhezi a diferenciaci primdrnich gangliovych neurond in vitro
ziskanych od kurat. Adheze bunék a rozsifovdani neuritd Ize upravit obsahem
aminu. Nervove vodici trubicky Ize takeé pripravit na bazi chitosanu a polyesteru.
Hybridni vidkna kombinuji dobrou biologickou kvalitu materidlu a mechanickou

pevnost syntetického polymeru.

482 MICHA

Hrbetni micha je predozadné zplostely valcovity provazec o celkove deélce 40—
50 cm. Je ulozena v durdlnim misnim vaku uvnitr paterniho kandlu. Hrbetni micha
je ¢lenéna na misni segmenty. Bilou hmotu misni tvori vidkna nervovych bunék
a Sedou hmotu misni tvori tela nervovych bunek. Micha je tvorena axony prvniho
neuronu bez schopnosti regenerace, misni koreny jsou tvoreny axony druhého
neuronu, jenz ma schopnost regenerace. Na zadnich misnich korenech se nachdzi

spindlni ganglion. Zakladem arteridiniho zdsobeni michy jsou tri misni tepny.
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4821 DEGENERACE A REGENERACE MICHY

Poraneéni pdtere zahrnuje rdzne typy uUrazd, od nekomplikovanych distorzi
pres relativne nezavazne zlomeniny az po tezkd poranéni s postizenim obratld,
meziobratlovych diskd a vazivoveho apardatu. NejcastéjSim poranénim pdtere je
distorze kréni patere. V dusledku omezené schopnosti regenerace prerusenych axond
v oblasti léze dochdzi k nevratne ztraté motorickych a senzorickych funkci.

V soucasne dobé neexistuje ucinna lécba terapie misnino poranéni, proto se mnoho
vedeckych pracovist zabyva vyzkumem v teto oblasti. Jednou z moznosti je vyuziti
kmenovych bunék. V posledni dobé se rozviji take vyzkum souvisejici s pluripotentnimi
kmenovymi bunkami a vyuziti bunécné terapie, kterd by mohla pomoci pacientdm
treba po mozkove mrtvici.

Tkanove inzenyrstvi by mohlo byt vhodnym resenim regenerace michy, kde by
biomateridly slouzily jako nosice knenovych bunéek. Mezi materidly by se mohly uplatnit
hydrogely Ci vidkenné scaffoldy. Vyhodou téchto materidld je jejich biokompatibilita,
mechanicke vlastnosti podobné prirozene mezibunécne hmote, strukturni variabilita
auhydrogellschopnostzcelavyplnitdefekt. Mezislibnémateridly pro pripravuscaffoldd
v této oblasti tkdnoveého inzenyrstvi patri napr. kyselina polymlécnd, polyglykolova
a jejich kopolymery, ddle silikon, polyakrylonitril, polyvinylchlorid, polyfosfazany nebo

kolagen a mnoho dalsich.

4.9 TKANOVE INZENYRSTVIi VE VETERINARNI PRAXI

Ve vétsine pripadd jsou pouzivany zvireci modely pri preklinickych studiich, pricemz
vysledky hraji ddlezitou roli pro ndslednou klinickou studii. V posledni dobé se s rdstem
zajmu o ochranu zivocisnych druhd a prohloubenim vztahu mezi zviretem a Clovekem
rozviji take vyzkum lécby defektd a nemoci u zvirat pomoci tkanoveho inzenyrstvi.
Predevsim je zamerena leCba na vystavni ¢i zavodni zvirata nebo ohrozené druhy.

V soucasnosti je regenerativni medicina orientovdna na onemocnéni pohyboveho
apardtu predevsim koni a psd. Predmeétem studia jsou degenerativni onemocnéni
kloubd, slach a kosterni vady (zlomeniny, implantaty Ci vyvojove poruchy) (Obr. 62).
V nejpokrocilejsim stadiu je lécba poranéni slach koni, ktere se vyskytuje predevsim
u zavodnich koni spojené s celkovym zatizenim kloubd, Slach a vazd behem ndarocneho
vycviku a zavodud a take souvisi se starnutim zvirete. Vétsina terapii nevede k uplne

regeneraci slach, vytvari se jizvy, které vyrazné snizuji jejich pruznost. Klinické studie

110



KAPITOLA 4 APLIKACE TKANOVEHO INZENYRSTVI

ukazuji slibné vysledky regenerace za vyuziti mezenchymadalnich stromalnich bunek (MSC).
Jejich aplikace vede k vytvoreni tkané vice podobné te plvodni, fibrozni jizva oslabujici
slachu je ménée znatelnd v porovndni's prirozenou regeneraci bez MSC. Jednou z moznosti
regenerace vazy ¢i slach u lidi ale i koni je vyuziti scaffoldd napr. na bdzi biopolymeru
elastinu, jelikoz je prirozenou soucdsti ECM a vyskytuje se prevazne v elastickych tkanich,

jako jsou prave cevy, vazy, kdze a slachy.

artritida

Obr. 62 Nejcastéjsi oblasti poranéni u zavodnich koni (artritida, vyron vazd a poranéni

slach) (na zakladé zdroje: http://www.vetmed.vt.edu/emc/clinicalservices/regenmed.asp)

Dalsi technikou bezné pouzivanou ve veterindrni regenerativni medicine je aplikace PRP

(Plazma bohatd na desticky). Je vyuzivana k hojeni ran ¢i pri regeneraci kostnich defektd.
K'lécbé degenerativnino onemocnéni kloubd u koni a psu Ize vyuzit také autologni sérum
s analgetickym a protizanetlivym ucinkem.
Ddle se rozviji vyzkum v oblasti nadhrady kloubni chrupavky u koni. K regeneraci se pouZivaji
scaffoldy pripravené napr. z polyglaktinu a polydioxanonu a mnoho dalsich. Prvné se
provadi biopsie s odbérem autologni chrupavky kolenniho kloubu koné v miste, které neni
prilis zatizeno pohybem. Pote je vytvoren defektv kloubnichrupavce a ndsledné provedena
transplantace pripraveného scaffoldu s autolognimi chondrocyty.

Kromé zdavodnich koni a psd bylo v jednom z vyzkumU vyuzito nejnovejSich pokrokd
regenerativni mediciny ve snaze regenerovat poskozenou hrbetni ploutev u delfina
skakaveho. Hrbetni ploutev delfina se skiddd z mékke chrupavdite tkadneé a v tomto pripade
byla nahrazena scaffoldem obsahujici rdstove faktory a dalsi biologicky aktivni latky. Do
implantovaného scaffoldu casem namigrovaly bunky, coz dalo zdklad vytvoreni nove

tkané. Jednalo se o vibec prvnino morskeho savce, u kterého byla regenerovana tkan.
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Pouzité zkratky

ECM
HA
OA
PLA
PGA
PLGA
GAGs
TGF
FGF
BMP
IGFI
MSCs
HAP
TCP
ECs
SMCs
PET
PTFE
TEVG
PHA
EPCs
PEG
BMSCs
PNIPAAM
PCI
PNS
CNS
NSCs
PRP
TGF
IGF
TEVG

Extraceluldrni matrix

Kyselina hyaluronova

Osteoartroza

Polymlecnad kyselina

Polyglykolovd kyselina

Kopolymer polymlécné a polyglykoloveé kyseliny
Sulfatovaneé glukosaminoglykany

Transforming growth factor

Fibroblast growth factor - fibroblastovy rdstovy faktor
Bone morphogenic protein - kostni morfogeneticky protein
nsulin-like growth factor - inzulinu podobné rustove faktory
Mesenchymadlni kmmenove bunky

Hydroxyapatit

Trikalcium fosfat

Endothelial cells — endotelialni bunky

Smooth muscle cells — bunky hladkého svalstva
Polyetylentereftaldt

Polytetrafluoroetylen

Tissue enginnering vascular graft - ndhrady krevnich cév
Polyhydroxyalkanodt

Endoteolidini progenitorove bunky

Polyethylenglykol

Bone morrow stromal cells — stromadlni bunky kostni drene
Poly(N-isopropylacrylamide)

Polykaprolakton

Periferni nervovy system

Centrdini nervovy system

Neural stem cells — nervové kmenove bunky

Platelet-rich plazma, plazma bohatd na desticky
Transforming growth factor - transformuijici rdstovy faktor
Insuline....

Tissue engineering..
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KAPITOLAS
OD VYZKUMU DO PRAXE

Lucie Jureckova

Tak jak jiz bylo uvedeno, cilem tkanoveho inzenyrstvi je vytvorit produkt, ktery by
byl vhodnym spojenim optimalniho nosice a bunék pro zvolenou aplikaci urcenou pro
regeneraci nebo opravu orgdnu a tkani (kozni defekty — popdleniny, ndhrada trachedini
trubice, kloubni chondraini defekty, ocni rohovkovy epitel).

Nalezeni vhodne kombinace nosiCe a bunék je klicove pro dosazeni efektivnich
vysledkd pri regeneraci. Pro aplikaci jsou vétsinou vybirany biokompatibilni nosice,
ktere poskytuji vhodne prostredi pro proliferaci bunék. Tyto nosice mohou byt uméle
pripravené z rdznych polymerd vcetné nanovldkennych nosicd, ale mohou byt take
pripraveny decelularizaci tkané. Slozeni a viastnosti scaffoldd jsou velmi ddlezite.
Jejich vliastnosti by mely byt modelovany podle toho, k jakemu ucelu mdiji slouzit - jine
vlastnosti bude mit scaffold uréeny pro regeneraci kosti, chrupavky nebo trachey a jiny
k leécbé koznich defektd nebo orgdnu.

Regenerace rdznych typu tkani a orgdnd za pomoci , zivych graftd” je v rdznych stadiich
vyvoje nebo klinickeho pouziti pro rdzne tkane.

Vyzkum a vyvoj a testovani spojeny s novym produktem tkanoveho inzenyrstvi je do urcite
miry podobny vyvoji noveho leku. Ve srovnani s vyvojem leku do procesu ale vstupuje vice
neznamychfaktord, spojenych svliastnostmimateridlu, scaffolduabunékajejich pdsobenim
v organismu, které je vhodné a zadouci overit, nez je pristoupeno k preklinickemu testovani.
Vzhledem k tomu, Ze tkanove inzenyrstvi je stdle relativné mladym oborem dostavajicim
se pomalu do klinickeé praxe, je klinické hodnoceni realizovano stejnym zpdsobem jako pro

rezim leciva.
5.1 VYZKUM AVYVOJ

Celkovy vyvoj a vyzkum noveho produktu tkdnoveho inzenyrstvi je rozdélen na dve casti.
Na jedné strane je zadouci najit vhodny scaffold, na strane druhé je ziva slozka produktu,

kterou jsou bunky. Obé slozky by nasledné meély byt vhodné skloubeny, tak aby byly overeny

jejich regenerativni a reparativni viastnosti a tim i zabezpecena efektivni léCba.
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. Jaky typ bunék pouzit?

O

Typ bunék: by mél byt vybran dle typu tkdné, kterd by meéla byt
regenerovand (chrupavka - chondrocyty, klze - epidermis-keratinocyty,
dermis - fibroblasty, atd.). Pripadné, pouziti kmenovych bunék s nutnosti
diferencovat do daného bunecného typu.

Pouziti autolognich nebo alogennich bunék? Cilovd aplikace bude klinickd,
je tedy zdadouci, aby byly pouzity bunky, které jsou pacientovi vliastni
(autologni). MUze se stat, ze pouziti autolognich bunék nebude mozné
(zdravotni stav pacienta, prilis vysokd ndrocnost odbéru vysokeho poctu
bunék, dlouhd kultivace atd.). Je proto mozné pouzit alogenni burky, ale
jenutnemitnapameti,zemusejibytvysetrene, podrobné charakterizovane
a po aplikaci hrozi riziko odmitnuti Stépu organismem (alogenni bunky je
mozné aplikovat napr. u regenerace popdlené kize, kde i aplikace
alogennich bunék na nosici vytvori kryt rany a vhodné mikroprostredi pro
regeneraci, ale nasledné dochdzi k odhojeni).

Liniové/ primokultivované bunky - pri Uvodnich testech je provadéno
Siroké spektrum testd, tedy jsou kladeny zvySeneé ndroky na kvalitu
(vlastnosti) bunék a samozrejmeé jejich mnozstvi. Proto je vhodné zvdzit,
zda je mozné, alespon pro Uvodni testovani pouzit liniove bunky, ktere
maji stabilni vliastnosti a jsou dostupne. Pri pouziti primokultivovanych
bunék je dobré zhodnotit dostupnost kultury — zda primokultivovand
bude dlouhodobé dostupnd, v jake kvalité? Je nutne vzit v uvahu, ze mezi
jednotlivymi primokulturami je urcitd variabilita, kterou neni mozne
predem eliminovat a miru variability neni mozné predem predpokladat. V
obou pripadech, je ale vhodne zajistit bunky v primeérenem poctu.
Adherentni/ suspenzni kultury - Pri vysokych ndrocich na pocet bunék je
takeé ke zvdzeni pouziti (alespon v Uvodnich testech) suspenzni kultury.
Je vhodngjsi pro prdci ve vyssich objemech, je u ni sndze udrzitelnd log-
faze, je jednodussi manipulace, kdy nejsou potreba Iatky pro uvolneni
kultury z kultivacni lahve. Nevyhodou je, ze neni moznée stanovit okamzity

stav kultury mikroskopickym posouzenim morfologie bunék.

. Pri pouziti primokultivovanych bunék v kteremkoli stadiu vyvoje, je velmi dulezita

optimalizace procesu izolace bunek. Izolace by méla byt co nejefektivngjsi s maximalni

vyteznosti bunék, aby zdakrok, kdy je odebirana tkdn pacientovi byl co nejmené invazivni

a nepredstavoval pro pacienta vyraznou zdatez.
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Ndaslednd kultivace bunék by mela byt co nejrychlejsi, pokud jsou kultivovany
zmenam ve fenotypu bunék kultivovanych v in vitro podminkdach. U buneék kmenovych
je nutné zagjistit udrzeni jejich fenotypu pripadné diferenciaci urciteho typu bunék
s konec¢nym overenim efektivity diferenciace pomoci povrchovych znakd a funkenich
testd (produkce ECM).

Z hlediska vybéru vhodneho scaffoldu pro bunky a naslednou aplikaci, je zddouci zvazit
aspekty, jako jsou:
Vybér vhodného materidlu, ktery bude pourzit jako scaffold pro osazeni
bunkami je alfou a omegou uspesnosti celého produktu tkanoveho inzenyrstuvi.
Tento materidl a cely scaffold musi:
o splnovat pozadavky na biokompatibilitu
o mitoptimalni porozitu tak, aby bunky mohly osidlit scaffold v celem objemu
a takeé aby poskytl vhodné prostredi pro jejich rdst, ale také k migraci
bunék z okolni tkané defektu a jejich rdst tak, aby doslo k integraci stépu
do organismu. Je vhodne, aby zvoleny nosic byl certifikovany jako

zdravotnicky materidl.

o} mit vhodné chemicke viastnosti (pH, slozeni)
o mit vyhovujici mechanicke viastnosti
o mit dobre vlastnosti pro manipulaci jak behem osazeni bunkami, tak i

ndsledné priimplantaci celého produktu tkadnoveho inzenyrstvi pacientovi

o splnovat pozadavky na stabilitu a degradabilitu

Pokud se jednd o nove vyvijeny nosic, ktery neni dostupny komercné na trhu, je nutna
jeho certifikace (pred uvedenim do klinicke praxe by mél byt pouzity nosic certifikovan
jako zdravotnicky prostredek v kategorii, kterd zohlednuje jeho zamyslené pouZiti
v klinickeé praxi).

Jakmile je k dispozici vhodny dobre ocharakterizovany materidl, scaffold a bunky, je
mozne zahdjit proces osazovani.

Osazeni scaffoldu by mélo byt provedeno co nejefektivngji, ve vétsiné pripadu je
zadouci, aby bylo osidleno co moznd nejvetsi procento plochy nosice.

Pri osidleni scaffoldu bunkami je cilemn homogenni (rovnomeérné) rozlozeni bunék
vV NosIci.

Scaffold by mél svymi viastnostmi poskytnout optimalni podminky pro bunky,

jejich proliferaci, udrzeni optimalniho fenotypu a produkci ECM.
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Vzhledem k tomu Ze bunky mohou na 3D kultivaci reagovat odlisne, je
nezbytne, aby byly stanoveny kontrolni mechanismy pro overeni, ze nedochadzi
k nezddouci diferenciaci nebo dediferenciaci bunék. Toto by meélo byt
overeno pokud mozno jednoduchymifunkénimitesty. Samozrejmostije prabeznd
kontrola sterility a zdverecné overeni toho, ze produkt neobsahuje zddne

nezddouci mikroorganismy pred implantaci pacientovi.

5.2 PREKLINICKE TESTOVANI

Na zdkladé uspésné provedenych zdkladnich testd je prikroceno k pokusim na
zviratech. Cilem je urcit miru rizika po poddni latky pri specifikovanych podminkdch.
Mély by byt testovdany nasledujici parametry:

Akutni toxicita - dosazeni letalniho Ucinku po podani jedne davky
Subakutni a chronickd toxicita - Ucinek opakovanych davek leciva, dulezite
predevsim u leciv pro dlouhodobé podavani

Ucinky na reprodukéni funkce véetné teratogenity

Kancerogenita

Mutagenita

Specidini toxikologicke testy (do této kategorie spadaji napr. testy na mistni
drazdivost)

Pro realizaci nékterych testd se stdle Castégji, tam, kde je to mozne vyuzivaji tkanove
kultury a pocitacove modely.

Je také nutné brat v Uvahu, Ze prenos toxikologickych udaju ze zvifat na clovéka neni
zcela spolehlivy.

Kromé uvedenych testd je také vhodnée ziskavat informace (predevsim u produktd
tkdRMového inZenyrstvi), které se tykaji vhodnosti zvolené aplika¢ni formy, prijmuti /
odvrzeni pripraveného stepu, funkCnost steépu v prostredi organismu nebo overeni

pripadné degradability/ stability scaffoldu.

5.3 KLINICKE HODNOCENI
Jakmile jsou Uspésné dokoncena vsechna preklinickda testovani (vzhledem k povaze

neékterych testd mohou dosahovat 2 az Sti let), je mozné prikrocit ke klinickym testdm

provadénym na pacientech. S ohledem na charakter testd a pocet pacientd zahrnutych
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v jednotlivych fdzich testovani, jsou rozliSovany 4 faze klinického testovani/hodnoceni:

531 FAZE | KLINICKEHO HODNOCEN

Zahrnuje prvni podani zdravym dobrovolnikdm (vétsinou se pocet pohybuje
v desitkéch). U&elem této faze testovdni je:

Zjisteni tolerance lidskym organismem
Testovani reakce a osudu podaného prepardtu v organismu (farmakokinetika
a farmakodynamika a primdrni sndasenlivosti hodnocenéeho prepardtu. Z
farmakokinetickeho hlediska se ovéruje napr. vstrebdavani aplikovane |atky
(ovlivnéni prijatou potravou apod.), kinetiku dosazené koncentrace latky v
plazmeé, jeji eliminaci atd. Z farmakodynamického hlediska je sledovano napr.
ovlivnéni vitalnich funkci (tlak, puls apod.).

Jsou sledovany pripadneé nezadouci ucinky

532 FAZE Il KLINICKEHO HODNOCEN

Lecivo nebo zdravotnicky prostredek je poddavdan malemu poctu vybranych, presne
definovanych nemocnych. Pocet pacientd je v radech desitek az stovek. Cilem je
ovéreni [éCebnych UcCinkd na lidsky organismus a shromazdovani dalsich udajd, napr.

o chovani v organismu a snasenlivosti, zjistuji se pripadné nezddouci Ucinky.

53.3 FAZE Il KLINICKEHO HODNOCENI (ROZSIRENA KLINICKA STUDIE)

V této fazi se studie Ucastni nekolik set az tisic pacientd. Na velkem souboru jedincu
se prokazuje terapeutickd ucinnost a bezpecnost hodnoceneho pripravku, srovndanim
s jinymi, jiz zavedenymi leky, povazovanymi za standardni a nejucinngjsi pro danou
terapeutickou indikaci (srovnavaci lecivo, kompardator).

Statisticky zpracovane udaje ziskane ze vsech fazi klinickeho hodnoceni jsou
predkladdany kontrolnim Uraddm (u nds Stétni Ustav pro kontrolu léciv, SUKL) pro

potreby registracniho rizeni a ziskani povoleni pouzivat l€civo v siroke klinické praxi.
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534 FAZE IV KLINICKEHO HODNOCEN/ (POSTREGISTRACNI HODNOCENI)

V teto fazi klinickeho hodnoceni probihd ovéreni ucinkd leciva v siroke klinicke praxi
za normalnich terapeutickych podminek po dobu minimdlné péti let od registrace.
Nove |eCivo je vyrobcem aktivné sledovano v béznych klinickych podminkach. Sleduiji
se zejmena udaje o vyskytu a zdvaznosti nezadoucich ucinkd, moznych interakcich

s jinymi léCivy, nebo se overuje ucinnost v rdznych vekovych skupindach pacientd.
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