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ANOTACE

Bakalarska prace je zaméfena na nanomaterialy, které jsou aktualné horkymi
kandidaty pfi hledani novych material pro kultivace bunék, nebo se pro tento ucel jiz
pouzivaji. Nejprve jsou popsany obecné principy tkanoveho inzenyrstvi a jeho mozné
uziti v blizké dobé. V dalSi Casti se prace zabyva scaffoldem, jeho vlastnostmi a
zpusoby, jakymi |ze scaffold vyrobit. Poté jsou popsany vybrané nanomaterialy, které
jsou doposud nejvétSimi kandidaty v tomto oboru. U kazdého nanomaterialu jsou
uvedeny jeho vlastnosti, vyhody a nevyhody a moznosti jeho vyroby. Nakonec se
prace zminuje o kmenovych burikach, které se zdaji byt pro obor tkanového inzenyrstvi

nejvhodnéjsi a o kokultivacich bunék, jakozto zpusobu vytvareni in vivo tkani.

KLICOVA SLOVA

Tkanové inzenyrstvi, scaffold, nanomaterialy, grafen, uhlikové nanotrubice,

nanodiamant, nano-hydroxyapatit, oxid kiemicity, zlaté nanocCastice, kmenové bunky

TITLE

Nanomaterials for cell cultivation

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on nanomaterials that are currently hot candidates
in search new materials for cell cultivation or have been used for this purpose. First,
the general principles of tissue engineering and their possible use in near future are
described. In the next part, the thesis deals with scaffolds, their properties and the
ways in which the scaffold can be made. Then, selected nanomaterials are described.
The properties, advantages, disadvantages and possibilities of production are noted
for each nanomaterial. Finally, the paper mentions stem cells that seem to be the most

suitable model for the field of tissue engineering and co-cultivations.

KEYWORDS

Tissue engineering, scaffold, nanomaterials, graphene, carbon nanotubes,

nanodiamond, nano-hydroxyapatite, silica, gold nanoparticles, stem cells
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uvoD

V nékolika poslednich letech dochazi k rozvoji tzv. regenerativni mediciny,
kde za pomoci biologickych, chemickych, Iékafskych a dalSich principi dochazi
k obnoveni, restaurovani a regeneraci tkani.

Nékteré tradiCni implantaty mohou byt télem odmitany, a tak se moderni
tkanové inzenyrstvi snazi vyvijet nové materialy, které budou organismem lépe
pfijimany. Tento postup, by v budoucnu mohl zcela nahradit transplantace
organdu, €i pouzivani umélych implantatu.

Cilem je vytvofit takovy material, ktery ma na rozdil od téch tradicné
pouzivanych pozménénou strukturu tak, aby jeho fyzikalné-chemické vlastnosti
vedly k vétsi adhezi, rastu, diferenciaci a zivotaschopnosti bunék riznych druhu,
a ktery zaroven samovolné degraduje, ¢imz dochazi k jeho plnému nahrazeni

tkani télu vlastni.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 Tkanové inzenyrstvi

Transplantace organu a tkani patfi jizZ dnes mezi bézné zakroky. Vhodnych
transplantatl vSak neni dostate¢né mnozstvi, a ne vSechny tradi¢ni implantaty
jsou télem dobfe pfijimany. Tkarfiové inzenyrstvi (TE) je pomérné nova
interdisciplinarni oblast, ktera sjednocuje principy biologickych véd, materialové
chemie a prislusnych technickych pfedmétl, a mifi tak k vyvoji biologickych
nahrad, které obnovuji, udrzuji nebo zlepsuji funkci tkani (Jain K. K., 2008).

Tato oblast se zabyva tfemi hlavnimi odvétvimi a to: zakladnimi materialy
pro vyrobu tzv. scaffoldu (2D filmy, 3D sité, nanovlakna, hydrogely, nanocastice,
mikrokapsle, biogel pro 3D tisk atd.), bunfkami (pfedevS§im kmenovymi a
progenitorovymi) a doprovodnymi bioaktivnimi molekulami (ristové hormony,
signalizacni latky a Iéky), které umoznuji/urychluji regeneraci tkani (Aramwit P.,
2017).

Koncept byl formalizovan v roce 1993, kdy Langer a Vacanti publikovali
historicky milnikovy dokument ve védé, ve kterém byly poprvé podrobné popsany
charakteristiky a aplikace biologicky rozloZitelnych 3D leSeni (Vacanti J. P. et
Langer R., 1993).

= Y
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Injectable hydrogel
solution containing cells D Cell separation

Q Cartilage or
\ ™\ bone defects )
/ a Stem cells
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g A
P
h,
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Obrazek 1. Schéma postupu v tkanovém inzenyrstvi (s pfikladem na kmenovych
bunkach za pouziti hydrogelu) (Pfevzato z Liu M. et al., 2017).
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Vlasti postup v TE je odbér bunék, jejich izolace, vsazeni bunék na nosic a
nasledna kultivace a kone¢na implantace narostlych bunék do téla pacienta
(podrobnéji znazornéno na obr. 1) (Liu M. et al., 2017).

Ukolem je napodobit to, co se dé&je v pfirod&. Jsou provadény pokusy
vytvofit in vitro prakticky kazdou tkan v téle. Horkymi kandidaty pro oblast TE jsou
predev§im klze, cévy, nervy, ledviny, jatra, srdce, chrupavka a kost. Produkce
nahrazek kize hrala dalezitou roli pfi zlepSovani uspésnosti operaci kozniho
Stépu, zejména u komplexnich ran, jako jsou popaleniny. Nahradni tkané
ledvinového systému, v€éetné mocovych méchyfll a mocovych cest, byly takeé
uspésné upraveny a transplantovany, C¢imz se rozSifily terapeutické moznosti
komplikovanych renalnich poruch. Scaffoldy a umélé biologické tkané jsou
zkoumany pro jejich pouziti pfi vyvoji funkénich umélych koncetin (prvni takova
bioarteficialni koncCetina, ktera byla uspésné vyvinuta byla noha potkana s

fungujicimi svaly a Zilami - hlaSena v roce 2015) (Rogers K., 2018).

Obrazek 2: Bioarteficialni uméla krysi kon€etina - suspendovana v bioreaktoru, ktery
obsahuje nutriéni roztok a elektrickou stimulaci pro podporu a podporu ristu nové tkané
(Prevzato z Rogers K., 2018).
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Obrazek 3: Cévni stép (Prevzato a upraveno z Rogers K., 2018).

1.2 Scaffold

Scaffold je zakladni kdmen tkafiového inzenyrstvi. V obecném vyznamu to
muze byt jakakoli struktura poskytujici podporu. V biologii se jedna o 2D ¢&i 3D
struktury, slouzici jako matrice pro tvorbu tkani. Jejich povrch se typicky naockuje
burfikami, poté se pfrilezitostné pfidaji rustové faktory, nebo se podrobi
biofyzikalnim podnétim ve formé& bioreaktoru (zafizeni nebo systém, ktery
aplikuje razné typy mechanickych nebo chemickych podnétl na buriky) (Martin
[., 2004). Tyto struktury jsou bud kultivovany in vitro, aby syntetizovaly tkang,
které pak mohou byt implantovany do poskozeného mista, nebo jsou
implantovany pfimo do poranéného mista za pouziti vlastnich systém téla, kde
je in vivo indukovana regenerace tkani ¢i organa. Tato kombinace bunék, signall
a scaffoldu je Casto oznaCovana jako triada TE (O'Brien F. J., 2011).

Dulezité vlastnosti, které musi kazdy scaffold splfiovat, aby bylo mozné jej
spolehlivé vyuZzit, jsou: biokompatibilita (imunitni odpovéd), biodegradabilita
(rychlost degradace umérna rychlosti formovani tkané), mechanicka podpora
(do€asna), porézni struktura, 2D a 3D struktura a pfirozené prostfedi (O'Brien F.
J., 2011).

Klasické materialy vyuzivané v TE Ize podle jejich pavodu rozdélit do tFi
typu: pfirozené a jejich modifikované materialy, umélé a kompozitni (Gao Q.
et al., 2016). Dale je mozné materialy rozdélit na mikro a nano v zavislosti na
tom, z jak velkych Castic je material sestaven.

Mezi pfirodni materialy, které mohou byt vyuzivany v TE patfi pfedevSim
kolagen, rlizné proteoglykany a substraty na bazi alginatu a chitosanu. Pfirodni
polymery jsou biologicky aktivni a podporuji vynikajici buné€nou adhezi a rust.
Kromé toho jsou také biologicky rozlozitelné, a tak umoznuji hostitelskym
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bunkam v pribéhu ¢&asu vytvaret vlastni extracelularni matrici a nahradit
degradovany skelet. Vyrobeni leSeni z biologickych materiali s homogennimi a
reprodukovatelnymi strukturami vSak predstavuje vyzvu. Kromé toho maji tyto
scaffoldy obecné Spatné mechanické vlastnosti, coz omezuje jejich pouziti
napfiklad v nosnych ortopedickych aplikacich (O'Brien F. J., 2011).

Na rozhrani pfirodniho a syntetického materialu se nachazi biokeramika.
Keramickeé leSeni se typicky vyznacuji vysokou mechanickou tuhosti (Younguv
modul), velmi nizkou elasticitou a tvrdym kifehkym povrchem z ¢ehoz vyplyva, ze
neni vhodnym kandidatem pro reparaci mékkych tkani, existuje vSak mnozstvi
keramickych scaffoldl, tvofené napf. hydroxyapatitem, nebo tri-fosfore€nanem
vapenatym, které maji Siroké pouziti pro opravu a rekonstrukci nemocnych nebo
poskozenych €asti muskuloskeletalniho systému. Aplikace zahrnuji nahrady za
kyCle, kolena, zuby, Slachy, vazy atd. (Hench L. L., 1998; Ambrosio A. M. A,
2001).

Mezi bézné pouzivané syntetické materialy v TE patfi napfiklad polymery
jako jsou: polystyren, kyselina poly-L-mlé¢na, polyethylenglycol, kyselina
polyglykolova a kyselina poly-DL-mlé&na-ko-glykolova. | kdyz tyto latky vykazuji
velky uspéch, protoze mohou byt vyrobeny s pfizpldsobenou architekturou a
slibnymi vlastnostmi, mohou mit ale i mnoho nevyhod, v€etné rizika odmitnuti v
disledku snizeni biologické aktivity (O'Brien F. J., 2011). Kromé toho existuji
obavy o procesu degradace kyseliny poly-L-mlé¢né a kyseliny polyglykolova,
protoZze se degraduji hydrolyzou, produkuji oxid uhli€ity a tim snizuji lokalni pH,
coz mUze mit za nasledek nekrézu bunék a tkani (Liu H. L., 2016). Dale mezi
syntetické materialy patfi: materialy z uhliku, kovu, kfemiku a atd.

Jak jiz bylo popsano, vySe uvedené materialy vétSinou nespliuji vSechny
vySe uvedené podminky. Védci se proto nadale snazi vyvinout nové alternativy
za pouziti modernich technik, které v poslednich letech udélaly velky krok vpred
a otevrely tak nové okno nejen oboru TE.

Jednim z novodobych zpusobl, jak ziskat scaffold spliujici vypsané
pozadavky je tzv. decelularizace. Jedna se o metodu, ktera odstraruje rezidentni
buriky a velkou €ast hlavniho histokompatibilniho komplexu z tkané nebo celého
organu prostfednictvim optimalizovanych protokol(, které vyznamné spoléhaji na
perfuzi s detergenty (Macchiarini P. et al., 2008). U takto vzniklé extracelularni

matrice muze byt kompletné zachovan tvar i pfirozené anatomické vlastnosti a
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da tak vzniku pfirodniho scaffoldu, ktery je vyuzit k opétovnému naockovani
burfikami coz vede ke znovuobnoveni tkané €i organu (obr. 4,5) (Yu Y. et al.,
2016).

Obrazek 4: Priklad decelularizace: A) ¢aste¢na resekce na jednom jaternim laloku, B)

poSkozena Cast je nahrazena decelularizovanym scaffoldem, C) jaterni buriky pfechazeji skrz
steh a regeneruji se na jaternim skeletu (Pfevzato z Yu Y. et al., 2016).

Obrazek 5: Decelularizace: A — zdravé praseci srdce, B — decelularizovné prasedi srdce
(Pfevzato z Hodgson M. J. et al.,2018).

DalSi metodu, kterou vyzkumnici navrhli pro tvorbu materiall pouzitelnych
v TE, je pouziti 3D tisku. Cilem je, syntéza materialu splfujici uvedené vilastnosti
a zaroven podminku, aby mohl byt material pfeveden z kapalné formy do pevné
bez zmény onéch pozadovanych vlastnosti. Vysledkem by poté mél byt scaffold
s Ffizenou velikosti a strukturou pérd (Yeong W. Y. et al., 2004). Vzhledem ke
slibnym vizim se ve druhé dekadé oboru TE (2003—2012) pocet studii v oblasti
3D tisku pro TE rychle zvysil. Tyto studie se tykaly konstrukce leSeni, modelovani
a optimalizace procesu, porovnavani metod 3D tisku, nasledného zpracovani a
charakterizace 3D tiSténych scaffoldu, in vitro a in vivo aplikaci atd. To v8e dalo
vzniknout i novému odvétvi tzv. 3D-biotisk nebo také organovy tisk, ktery je nyni

aktualnim a budoucim tématem vyzkumu (An J. et al., 2015).
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1.3 Nanomaterialy

Pojem ,nanomaterialy“ definuje materialy a chemické latky, které se skladaji
z Castic (nanocastic), jejichz velikost se minimalné v jednom rozméru pohybuje
od 1 do 100 nanometru (Buzea C., 2007).

Water Glucose Antibody Virus Bacteria Cancer cell A Period Tennis ball
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Obrazek 6: Porovnani velikosti nanoéastic s velikosti jinych objekt: od molekuly vody
po tenisovy micek (Pfevzato z Chakraborty A. et al., 2016).

Vzhledem k tomu, zZe velikosti funkénich prvkd v biologii jsou v rozsahu
nanometrového meéfitka, neni prekvapujici, Ze nanomaterialy interaguji s
biologickymi systémy na molekularni urovni (Bogunia-Kubik K.; Sugisaka M.,
2002). Kromé toho maji nanomaterialy nové elektronické, optické, magnetické a
strukturni vlastnosti, které nelze ziskat ani z jednotlivych molekul, ani na Urovni
mikro a vySSi (napf. u 4nm nanocastice je az 50% atomu na povrchu Castice; s
klesajicim rozmérem roste plocha povrchu ku objemu, atd.) Tyto jedinecné
vlastnosti mohou byt snadno funkcionalizovany pomoci biomolekul pres
kombinované metodologie z bioorganicke, bioanorganické a povrchové chemie
(Emerich D. F.; Thanos Ch. G., 2003) Nicméné, pfi aplikaci nanotechnologii na
biologii musi byt zvazeno nékolik dalSich podminek: nanomaterialy musi byt
navrzeny tak, aby spolupracovaly s burikami bez ru$eni jejich biologickych aktivit,
musi po upravé povrchu zachovat své fyzikalni vlastnosti, nesmi byt toxické
(Solanki A. et al.: 2008). Jestlize nanomaterialy tyto vlastnosti a podminky spliuiji,
stava se z nich dokonaly nastroj pro mnoho podoborl v regenerativni mediciné
(obr. 7).
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Obrazek 7: Schéma vyuziti nanomateriall v regenerativni mediciné: TE, Delivery of
Therapeutics (or Drug Delivery Systém, DDS), bioimaging (Pfevzato z Whitlow J. et al., 2017).

V biomedicinské oblasti jsou nanocastice pouzivany pro cilenou a
kontrolovanou dopravu 1éCiv do nitra bunék (DDS), v oblasti bioimagingu
(k zobrazovani specifickych mist v burfikach, sondovani DNA struktur, k
biomolekularnimu snimani atd.) a v posledni dobé v oblasti TE. Navic mnoho
terapii vyuziva nanocastice pro Ié€bu rakoviny, diabetu, alergii, infekci a zanétu
(Hasan A. et al., 2018).

Nanomaterialy mohou byt pouzity v TE pfimo jako scaffold, nebo jako
soucast kompozitnich skeletl, kde upravuji vlastnosti jiného materialu (napf.
zvySuji mechanické vlastnosti, upravuji rychlost biologického rozkladu atd.)
Nanoporézni materidly poskytuji zvySeny povrch, ktery zlepSuje bunécnou
integraci, adhezi protein a dalSich organickych latek a méni difuzni vlastnosti,
které jsou zavislé na velikosti pérG. Nanocasticové potahy obsahuji struktury,
jako jsou sloupy, hiebeny a dalSi topografické znaky s laditelnymi mechanickymi
vlastnostmi. Ukazalo se, ze tyto povrchy vyvolavaji rozsahlé bunécné odpovédi
od diferenciace kmenovych bunék po prevenci tkanové fibrézy (Padmanabhan
J.; Kyriakides T. R., 2015).

Nanomaterialy mohou byt ve formé polymerl, dendrimerd, hydrogelu,
nanovlaken, nanoprasku, nanotrubic atd. (Verma S. et al., 2001). Mezi tyto

nanomaterialy fadime napf. ¢astice na bazi uhliku, biokeramiku, nékteré kovy a
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jejich oxidy, magnetické nanocastice, biodegradabilni nanokompozity na bazi
kolagenu, sklo pokryté poly-lysinem a/nebo silanem, nanocastice fosfore¢nanu
vapenatého, polystyren, polyethylenglycol, kyselina poly-L-mlé¢na, kyselina
polyglykolova, kyselina poly-DL-mlécna-ko-glykolova a dalSi. V nasledujicich

podkapitolach jsou nékteré z uvedenych nanomateriall podrobnéji rozebrany.
1.3.1 Grafen

Velkou skupinou zkoumanych materiald vhodnych pro TE jsou
nanomaterialy slozené z molekul uhliku. Jejich riznorodé uspofadani poskytuje
Sirokou Skalu vlastnosti, které v poslednich letech nasly upotfebeni v mnoha
védnich oblastech.

Grafen je jednou z krystalickych forem uhliku. Jedna se o jedinou vrstvu sp2
hybridizovanych orbitalt t€ésné zabalenych do 2D hexagonové mfizky (obr. 8).
Kazdy atom uhliku ma tfi o-vazby a jednu 1T-vazbu mimo rovinu, ktera se maze
vazat na sousedni atomy. Navic, chemickymi a fyzikalnimi modifikacemi, mohou
byt grafenové platy transformovany do jinych konformaci, jako je napfiklad
vicevrstvy grafen (FLG), oxid grafenu (GO) (obr. 9) a redukovany GO (rGO). Dale
muUze byt grafen zabalen tak, aby vytvofil nanomaterial s nulovou dimenzi (0D),
jako jsou fullereny, nebo valcovany do nanotrubic (1D), nebo mize byt upraveny
do 3D grafitu (obr. 8). Kazda z téchto modifikaci ma své jedineCné laditelné
vlastnosti (Shin S. R. et al., 2017; Geim A. K.; Novoselov K. S., 2009).

(3D) Diamond

(3D) Graphite (2D) Graphene

Obrazek 8: Grafen a jeho modifikace: Fullerene (Fulleren), SWCNT (single-wall carbon
nanotube — jednovrstva uhlikova nanotrubice), MWCNT (multi-wall carbon nanotube —
vicevrstva uhlikova nanotrubice), diamond (diamant), graphite (grafit), graphene (grafen)
(Pfevzato z Atta N. F.; et al., 2015).
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Obrazek 9: Prehled dalSich modifikaci grafenu: A) FLG, B) jednovrstevny grafen C) GO a
D) rGO. (Pfevzato z Jastrzebska A. M. et al., 2012)

Jiz zminéna unikatni atomova struktura grafenu, kombinovana s
elektronovou distribuci, ma za nasledek vysokou tepelnou elektrickou vodivost
(témér tfinactkrat vy3$Si nez méd), vynikajici mechanické vlastnosti (tvrdost vyssi
nez diamant, modul pruznosti az 1 TPa), extrémni chemickou stabilitu, velkou
plochu povrchu a dobrou optickou transparentnost s propustnosti ~ 97,7 %. Aby
se mechanické a elektrické vlastnosti grafenu jesté vice posilily, muze byt smisen
s jinymi materialy, jako jsou syntetické nebo pfirodni polymery. Stejné tak muze
byt grafen pfidavan k jinym materialim, aby zlepSil pravé jejich vlastnosti
(Balandin A. A. et al.: 2008; Sheehy D. E.; Schmalian J.: 2009).

Zatimco vynikajici optické vlastnosti jsou vhodné pro bioimaging, velka
plocha povrchu grafenu (cca 2630 m?/g) a dostupnost volnych 1 elektront Gini
grafen dobrym materialem pro DDS. Plocha totiz poskytuje vhodné podminky
pro navazani velkého mnozstvi bioaktivnich slou€enin a zaroven muze byt
vyladéna tak, aby uvolfiovala bioaktivni slou¢eniny fizenym zpisobem chemicko-
fyzikalni modifikaci. Kromé& toho vynikajici mechanicka pevnost, tuhost a
elektricka vodivost &ini materialy na bazi grafenu dobrym kandidatem pro
inzenyrstvi kostni, nervové a srdecni tkané (Paul A. et al., 2014; Shin S. R. et

al.,2017). Napfiklad byl grafen za¢lenén do jinych materiald, jako je poly-L-lysin,
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aby vyznamné snizil jejich elektricky odpor a stimuloval adhezi a rast neuritl
neurond (Zhou K. et al., 2012). Dale je znamo, Ze povrchové vlastnosti
biomaterialu, jako je topografie a tuhost, mohou regulovat bunécné chovani,
vCetné adheze nebo diferenciace. Bylo prokazano, ze kdyz je vrstva grafenu
potaZzena na povrchu oxidem kfemicitym, podporuje natahovani a proliferaci
lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék (Kalbacova M. et al., 2010).
Obecné jsou nanomaterialy na bazi grafenu aplikovany pfedevsim v srdeénim,
nervovém, kostnim, chrupavkovém, muskuloskeletalnim a koznim/tukovém TE.
Ackoli v této oblasti existuje velké nadSeni pfi pouzivani téchto materialu, stale
existuji mezi védeckymi a vefejnymi komunitami obavy ohledné potencialni
toxicity a biokompatibility téchto material( (Shin S. R. et al.,2017).

Problémy tykajici se bezpecnosti a toxicity materiald na bazi grafenu (a
celkové i na bazi uhliku) nebyly zatim ddkladné vyreSeny, proto je tfeba vénovat
velkou pozornost hodnoceni jejich biokompatibility a toxicity. Pro vyhodnoceni
toxicity byly studovany interakce mezi grafenem nebo listy oxidu grafenu a
cilovymi bunkami v€etné plicnich epitelialnich bunék, fibroblastli a nervovych
bunék. Bylo zjisténo, ze u€inky GO na buriky jsou zavislé pfedevsim na velikosti
davky (Chang Y. et al., 2011). Vysledky in vitro ukazaly, Zze jednovrstvé vrstvy
GO mohou vyvolat toxicitu, jestlize davky po 24 hodinach byly vy$Si nez 20 yg/ml
(Li X. et al., 2011). V jiné studii, Zhang et al. uvadi, ze FLG indukuje
mitochondrialni poskozeni a zvySuje intracelularni tvorbu reaktivnich forem
kysliku v nervovych bunkach po 4 a 24 hodinach pfi davce 10 pg/ml (Zhang Y.;
et al., 2010). Dale bylo zjisténo, Zze kromé velikosti davky, je také toxicita zavisla
na velikosti ¢astic, ze kterych je material sloZzen. Napfiklad Yue et al. zkoumali
uCinek velikosti GO v reakci na rizné typy bunék. Vysledky ukazaly, Ze
mikro€astice GO indukovaly mnohem siln&jSi odezvy zanétu ve srovnani s nano
velikosti GO (Yue H. et al., 2012). DalSi testy provedli Makharza et al., ktefi zjistili,
ze GO vzorky s priimérnou Sifkou 200 a 300 nm vykazovaly cytotoxicky ucinek
na mezenchymalni kmenové buriky a Hela buriky, zatimco GO vzorky s
prumérnou Siftkou 100 nm nevykazovala Zadnou vyznamnou cytotoxicitu
(Makharza S. et al., 2013). DalSim faktorem, ktery vyznamné ovliviuje toxicitu
grafenu, je jeho povrchova modifikace, napf. rGO a karboxylovany grafen jsou

méné toxické nez GO nebo Cisty grafen (Ding X. et al., 2015).
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Dulezitym faktorem, ktery udava vlastnosti grafenu je vyroba. Mnoho
vyzkumnikud pouzilo pro vyrobu jednovrstvého grafenového scaffoldu ruzné
metody jako je potahovani, michani hydrogelu, mokré/suché zvlaknovani a 3D
tisk. MUze byt syntetizovan opakovanym mechanickym odlupovanim grafitovych
félii, nebo kontrolovanym rustem na substratech chemickou depozici par. Grafen
v jeho plvodni, Cisté, neoxidované formé ma lepsi vlastnosti nez jeho oxidovany
protéjSek, ale je obtizné ho syntetizovat. Navic je vzhledem k jeho reaktivnimu
povrchu velmi obtizné ho suspendovat v rozpoustédlech. Tato negativa brzdila
vyvoj grafickych funk&nich zafizeni, a tak byla velka pozornost v biologickych
aplikacich vénovana FLG a GO. AvSak v posledni dobé byla pro konstrukci 2D
grafenu navrZzena metoda 3D tisku, diky niZz lze dosahnout velmi pfesné
konstrukce 3D leSeni a poskytuje tak novy rozvoj tohoto materialu (Ding X. et al.,
2015; Jakus A. E.; Shah R. N., 2017).

Vicevrstvy grafen je definovan jako vloCkovity utvar slozeny z 2-10
grafenovych vrstev, ktery je na pocatku vyroben jako vedlejSi produkt pfi vyrobé
jednovrstvého grafenu. Mezi vrstvami grafitu se zavadéji dusi¢nanové, sulfatove
nebo jiné ionty, které se pak zpracovavaji rychlym tepelnym ohfevem, coz vede
k obrovskému roztazeni a narastu vnitiniho tlaku vrstvené struktury grafitu. Tato
tepelna exfoliace vytvofi suché prasky, které mohou byt rozptyleny do FLG
vzorku nebo dale zpracovany do grafenu nebo GO (Novoselov K. S. et al., 2004;
Sanchez V. C. et al., 2012).

GO je generovan silnou oxidaci grafitu nasledovanou sonikaci za vzniku
jednovrstvého materialu. GO se sklada z jedné atomové vrstvy grafenovych
vrstev s karboxylatovymi skupinami na periferii. Karboxylatové skupiny poskytuji
koloidni stabilitu a pH zavisly negativni povrchovy naboj (Park S. et al., 2009).
Hydroxylové a epoxidové funkéni skupiny pfitomné v bazalni roviné jsou bez
naboje, ale polarni. Nemodifikované grafitové domény jsou také obsazeny v
bazalnich rovinach a jsou hydrofobni a schopné interakce 1 — 11, které mohou
adsorbovat nékteré léky a suché molekuly. GO je tedy amfifilni plasticka
makromolekula a muze pusobit jako povrchové aktivni latka napf. pro stabilizaci
hydrofobnich molekul v roztoku (Ding X. et al., 2015). Vysoka hustota defektu je
zpusobena pfitomnosti funkénich skupin v GO, coz vede ke snizeni jeho

mechanickych, elektrickych a tepelnych vlastnosti (Karlicky F. et al., 2013).
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rGO se mulze ziskat zpracovanim GO za redukénich podminek, které
zahrnuji vysokoteplotni tepelné zpracovani a chemicka zpracovani s hydrazinem
nebo jinymi redukénimi €inidly (Park S. et al., 2009). Cilem redukce GO je obnovit
elektrickou vodivost. ZvySuje v8ak hydrofobnost a snizuje obsah kysliku v
dusledku uvolfiovani oxidu uhelnatého €i uhliCitého. Navic snizuje schopnost

dispergovat vodu a povrchovy naboj (Ding X. et al., 2015).
1.3.2 Uhlikové nanotrubice

Uhlikové nanotrubice (CNT) jsou nanomateridly odvozené od grafenu.
Atomy uhliku v CNT jsou uspofadany tak, aby tvofily valec z grafitovych vrstev.
Existuji dva typy CNT: jednosténné nanotrubice, které jsou tvofeny jednou
vrstvou grafenu a vicevrstvé nanotrubice, které jsou tvofené vice vrstvami
grafenu, jak je znazornéno na obr. 8. Jejich prumér je pfiblizné 1 nm (u
jednosténnych nanotrubic, u vicevrstvych muze byt mnohonasobné vétsi) a jejich
délka se pohybuje od 1 do 100 um. Mezi jejich jedineéné vlastnosti patfi, stejné
jako u grafenu, jejich jedine€na struktura, ktera vede k mimofadné kombinaci
mechanickych, elektrickych a optickych vlastnosti (Kuzmann A. et al., 2011;
Dresselhaus, M. S. et al., 1996).

Problémem CNT je, ze na rozdil od mnoha z jejich protéjSki chemického
¢inidla nemusi vzdy pfijit s dobfe definovanou strukturou a Cistotou. CNT se
mohou vyznamné liSit ve velikosti, morfologii, struktufe a Cistoté na zakladé
metody pfipravy, purifikace a funkcionalizace pouzité k jejich syntéze. Interakce
mezi CNT a biologickym prostfedim je proto velmi slozita a nékdy
nepfedvidatelna. DalSi prekazkou je, Ze jsou hydrofobni. Pravé jejich Spatna
rozpustnost predstavuje velké omezeni pro jejich biomedicinské aplikace.
Vyrobené CNT jsou téméF zcela nerozpustné v jakémkoliv vodném roztoku nebo
organickém rozpoustédle. Vyzkumnici navic zjistili, Zze CNT mohou vykazovat
rlizné urovné toxicity v zavislosti na zpusobu jejich vyroby, poméru povrchu k
objemu, tvaru, koncentraci, poméru stran, rozsahu oxidace, slozeni, funkéni
skupiné (skupinach) a aplikované davce. CNT také maiji schopnost poskodit DNA
a bunécnou membranu (Alshehri R. et al., 2016). Mezi nejbézné&jSi mechanismy
CNT, které vedou k cytotoxicité, patfi také nekrdéza a apoptoéza (Singh S. et al.,
2012). Aby se minimalizovala vypsana negativa, je dulezité do CNT zavést

funkcionaliza€ni skupiny. Ty specificky interaguji s receptory na povrchu bunék

23



a mohou vést jejich internalizaci. Funkcionalizace CNT vede k tomu, aby byly
rozpustnéjSi, a aby umoznily jejich integraci do mnoha organickych,
anorganickych a biologickych systém a aplikaci (Bianco A. et al., 2005; Tasis D.
et al., 2006). Avsak i tyto funkcionalizace pravé nékdy mohou pfispivat k dalSi
toxicité.

CNT se vyrabi tfemi ruznymi technikami: technikou uhlikového
obloukového vyboje, technikou laserové ablace; a technika chemické depozice
par (Alshehri R. et al., 2016). Dale existuji tfi hlavni pfistupy pro modifikaci CNT,
konkrétné: kovalentni funkcionalizace tr-konjugované kostry CNT s pouzitim
riznych chemickych skupin a reakci; nekovalentni adsorpce mnoha funkcénich
bio/molekul; a endohedralni vyplnéni jejich vnitfni prazdné dutiny. Napfiklad 1,3-
dipolarni cykloadice azomethinylidd na CNT je jednim z jednoduchych, silnych a
vysoce vyuzivanych funkcionaliza€nich pfistupu, které vedou k rozpustnym CNT,
které mohou byt pouzity pro dalSi reakce a Fadu funkénich skupin a
biomedicinskych aplikaci (Bianco A. et al., 2005; Tasis D. et al., 2006).
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Obrazek 10: Priklad funkcionalizace uhlikové nanotrubice: Chemické schéma tvorby
CNT-alginatu (CNT se vaze na alginat prostfednictvim kovalentni vazby) (Pfevzato z Joddar B.
et al., 2016).

Uspéch nékterych studii pfi pouziti CNT pro rdst nervil in vitro otevielo novy
horizont v neuralnim TE. Bylo popsano, Ze pouziti scaffoldu zalozenych na CNT
zlepSuje neuralni rust, rast kosti a rust srde¢ni tkané (Alshehri R. et al., 2016).
Zatimco v rastu nervové a srde¢ni tkané jsou CNT obecné pouzivany jako

zesilovaC elektrickych vlastnosti skeletd, rast kosti muze byt dosazen
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funkcionalizaci CNT se skupinami pfitahujicimi kationty vapniku. Dal8i mozné
aplikace CNT v TE je inzenyrstvi biohybridnich tkarfovych ovladacll, nebo
napfiklad pouziti elektrospunovych Zelatinovych MWCNT vlaken jako leSeni pro
rist myoblastt (Zhao B. et al.: 2005).

1.3.3 Nanodiamanty

Nanodiamanty (ND) byly poprvé objeveny v roce 1963 védci v SSSR, ktefi
provadéli detonacni testy s vybusSninami na bazi uhliku. Pfi odpaleni smési
2,4,6 - trinitrotoluenu a 1,3,5-trinitroperhydro-1,3,5-triazinu ve vybusné komore
védci zjistili, Ze saze obsahuji 4-5 nanometri diamantové ¢astice doprovazené
grafitem a jinymi ne-diamantovymi ¢asticemi uhliku (Danilenko V. V., 2004).
Navzdory jejich ¢asnému objevu nebyly vlastnosti ND v kombinaci
s biomedicinskymi aplikacemi zkoumany az do pocCatku 21. stoleti.

ND oznacCované také jako ultra-disperzni diamanty jsou Castice o velikosti
1-10 nm. Jsou Casto popsany jako krystalické diamantové jadro (obr. 11,a) s
perfektni diamantovou sp® mfizkou obklopené amorfni skofapkou sloZenou z
kombinaci sp? a sp® vazeb i ze skorapky grafitové a rtznymi okyslicenymi
funkénimi skupinami (El-Say K. M., 2011). Tuto strukturu tzv. bucky-diamantu
(obr. 11,b) zaujima ND z nasledujicich duvodl. Grafit je termodynamicky
stabilnéjSi pfi vysokych hodnotach a mize za normalnich podminek existovat
pouze v metastabilnim stavu. Rozdily ve stabilité téchto alotropickych forem jsou
dusledkem vysokoenergetické bariéry, ktera oddéluje grafitickou sp? a

diamantovou sp?® konfiguraci (obr. 12) (Aversa R. et al. 2018).

Obrazek 11: Struktury nanodiamatu: (a) ND o rozmérech 1,4 nanometru s 275 atomy; (b)
bucky-diamant (druh fulerenu), do kterého spontanné preskupuje na ND asi pfi 300 kelvinech
(tyto uhlikové klastry maji diamantové jadro (Zluta) a plnohodnotny rekonstruovany povrch
(Cervena) (Prevzato z Wlater K., 2003).
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Obrazek 12: Alotropické formy uhliku (grafit vievo, ND vpravo): pfechod vazby sp? v sp?
a opacné (Prevzato z Aversa R. et al. 2018).

Vazby grafitové a diamantové jsou vzajemné zaménitelné a mohou za
specifickych podminek pfechazet jedna v druhou. Tato zaménitelnost umozriuje,
aby castice ND byly flexibilni Sablony, zejména kolem zakfiveného povrchu, kde
jsou elektrony nestabilni (EI-Say K. M., 2011).

Objev zlepSenych purifikaCnich metod a strategii povrchové modifikace
také usnadnil produkci ND s pfesnymi a pfizplsobitelnymi vlastnostmi
(lakubovskii K. et al., 2000). Inherentni fyzikalni a chemické vlastnosti ND z nich
¢ini vhodné kandidaty ve vSech oblastech regenerativni mediciny. Napfiklad
jejich vysoky pomeér povrchu ku objemu a laditelna povrchova chemie umoznuje
absorbovat vysokou kapacitu malych molekul obsahujicich aminoskupiny nebo
jiné polarni skupiny. Po této reverzibilni zatéZové technice mohou byt Spatné
rozpustné léky, jako jsou antracykliny, nekovalentné vazany na ND, které maji na
svém povrchu hydroxylové nebo karboxylové skupiny (Wang X. et al., 2014).
Kromé toho ND prokazaly, Ze zlepSuji terapeutickou ucinnost mnoha
chemoterapeutickych Cinidel zvySenim jejich dispergace ve vodé, coz usnadnuje
jejich trvalé uvolfiovani, stinéni |éCiva prfed inaktivaci a obchazeni mechanismi
chemorezistence (Whitlow J. et al., 2017). Tato vyznamna zlepSeni v dodavani
chemoterapeutickych Cinidel inspirovala vyzkumné pracovniky ke studiu ND pro
trvalé uvolfiovani jinych terapeutickych molekul, jako jsou rastové faktory, peptidy
a geny (Zhang X.-Q. et al., 2009). Kromé toho pfitomnost polarnich skupin na

povrchu ND umoziiuje nanocCastice adsorbovat pozitivné nabité polymery, jako je

26



polyethylenimin nebo polylysin, které slouzi jako intermedialni kationtové vrstvy
pro podporu adsorpce DNA a RNA (Kaur R. et al., 2012).

Pfi vyuziti v TE se béhem pfipravy scaffoldu z ND zavadéji kovalentni Ci
iontové vazby pro tvorbu polymernich fetézcu a tim se upravi mechanické
vlastnosti tak, aby mély vhodnou strukturu pro rast mékkych i tvrdych tkani
lidského téla. Vysoka biokompatibilita ND ve srovnani s jinymi uhlikovymi
nanomaterialy, jako je GO nebo CNT, predstavuje vyznamnou vyhodu a
naznacuje vysokou pravdépodobnost klinického uziti (Zhu Y. et al., 2012). ND
byly navrzeny jako nanovyplné pro zesileni mechanickych vlastnosti
kompozitnich skeletlu a jako bioaktivni povlaky ke zlepSeni vlastnosti a snizeni
mechanického opotfebeni ortopedickych implantatd (Whitlow J. et al., 2017;
Catledge S. A. et al., 2013).

Velikost diamantoveého jadra, distribuce oblasti sp2 ve vnéjSim obalu, stejné
jako rtiznorodost reaktivnich funkénich skupin na povrchu ND, jsou podstatné
ovlivnény cestou syntézy a slozenim reaktantl. Kromé toho mohou byt fyzikalné-
chemické vlastnosti také ovlivnény Cisticimi kroky, které jsou nezbytné pro
odstranéni nezadoucich necistot, které se zavadéji béhem syntézy. Pro vyrobu
ND je k dispozici nékolik metod, v€etné detonacni syntézy, chemické depozice
par (CVD), vysokotlaké vysokoteplotni syntézy (HPHT) a laserovych technik
(Whitlow J. et al., 2017).
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Tabulka I: Prehled dostupnych strategii syntézy ND (Prevzato a upraveno z Whitlow J. et

al., 2017).
Technika Primérna | Morfologie Chemicky Vyhody Limitace
syntézy velkost ND povrch
Detonac¢ni | 4-5nm Zkracena Heterogennis | Vyrobav Jsou
syntéza oktaedricka sp? primyslovém | pozadovany
morfologie hybridizovanym | méfFitku. razné kroky
uhlikem a Gisténi.
jinymi kovovymi Vysoké
necistotami. naklady.
Kyslikové Nebezpecéna,
funkéni znedistujici
skupiny. technologie
CVvD 5-100 nm Filmy z ND Hydrogenovany | Absence Strategie
povrch kovovych omezena na
necistot. produkci
Uzite¢né pro | filma.
vyrobu filma. | Vysoké
naklady.
HPHT >20 nm NDs s Absence sp? Jednotna Vysoké
ostrohrannymi | defektd na velikost. naklady.
vngjSimi povrchu Vy3Si obsah
povrchy dusiku
vhodného
pro imaging.
LHDP 4-5 nm NDs s Kontrolovana Technologie | PfedCasna
nebo 250- | podobnou chemie Setrna k technologie s
300 nm morfologii povrcha Zivotnimu omezenym
detonacnich prostiedi. pfechodem
NDs Kontrola nad | na sériovou
velikosti. vyrobu.
Produkce ND
s vysokou
Cistotou s
vysokou
homogenitou.

1.3.4 Nano-Hydroxyapatit

Hydroxyapatit (HA) jehoz chemicky vzorec je Ca10(POa4)s(OH)2, je synteticky
biomaterial spadajici do skupiny resorbovatelnych biokeramik. Jedna se o
material, ktery ziskal rozsahlé uplatnéni v pokrocilém inZenyrstvi tvrdych tkani,
jelikoz je jeho chemické sloZeni srovnatelné s mineralni sloZzkou pfirodni kosti
(Kim H.-W.; et al.,, 2005). V podstaté 70% pfirodni kosti se sklada z
nanokrystalického HA (nHA), ktery je 20—-80 nm dlouhy a 2-5 nm S$iroky (Zhang
L. et Webster T. J., 2009). Synteticky HA, ktery je komer¢né vyrabén v prascich,
sypkych materialech a viaknech, vSak vykazuje vétSi velikost, nez je velikost
prirodniho nHA, a pravé diky své velikosti neni zcela vhodny pro medicinské uziti.

Vykazuje totiz Spatnou biologickou vstfebatelnost a je velmi kfehky. Vytvofeni
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nanofazového HA vedlo k potlaCeni negativnich vlastnosti a pfiblizeni se
struktufe pfirodni kosti. Obr. 13 ukazuje fotografie z rastrovaciho elektronového

mikroskopu, kde jsou zachyceny pfirodni nHA a nHA vyrobené rdznymi

Obrazek 13: Prostorové usporadani hydroxyapatitu (HA): (a) pfirodni HA, (b) syntetické
nanocastice HA vyrobené elektrospinningem, (c) HA ,nanovousy“ vyrobené hydrotermalni
metodou a (d) agregaty nanocastic HA ziskanych mokrym chemickym srazenim. (Pfevzato z
Zakaria S. M. et al., 2013).

V ruznych studiich bylo zjisténo, Zze nHA poskytuji vysokou povrchovou
plochu ku objem, coz ma za nasledek zvySenou bunécnou adherenci, proliferaci
a adhezi osteoblastd (tyto vlastnosti nebyly u HA s vétSimi casticemi
pozorovany). Aplikace nHA muze vést k rychlé tvorbé kosti a pevné biologické
fixaci na kostni tkan diky jejimu povzbudivému osteokonduktivnimu a
bioaktivnimu chovani (Suchanek W.; Yoshimura M., 1998). Jak jiZ bylo fe€eno,
nHA patfi do skupiny resorbovatelnych biokeramik, u kterych na rozdil od keramik
bioaktivnich &i bioinertnich, dochazi k neustalé degradaci a jsou postupné
nahrazeny pfirodnimi tkanémi. Vysledek tedy nepfinaSi nahradu kosti, ale
dochazi k postupné obnové funkéni tkané, Cimz se odstrani dlouhodobé
problémy s biokompatibilitou. Navic nHA nevykazuje Zadné cytotoxické viastnosti
(Zakaria S. M. et al., 2013).

Stejné jako je tomu u ostatnich materiald, je i u nHA dudlezitd modifikace

povrchu vedouci k vylepSeni jeho dosavadnich vlastnosti. Povrchova modifikace
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pfispiva ke zvysSeni bioaktivity nHA, zlepSeni stability koloidl a dobré tvorbé
mezifazovych vazeb. Kromé toho muzZe povrchova modifikace také ovlivnit
fyzikalni vlastnosti HA regulovanim délkového méfitka, drsnosti povrchu,
topografie a krystalického fadu HA (Liu Y.; Nancollas G. H., 1997). Modifikace
mohou byt provedeny za pomoci nejriiznéjSich kyselin, alkoholu, bazi, polymeru
atd. Mezi nej¢astéjSi vSak patfi upravy pomoci laserového zareni, vazby se
silanem a vazby s vodnimi polyelektrolyty. Laserové zarfeni vytvafi hrubou
sloupcovitou topografii povrchu, ktera vede ke zvySeni plochy povrchu. Vazba se
silanem zabranuje aglomeraci, ktera zlepSuje mezifazové vazebné vlastnosti
rekonstituovanych materiall. Vazbou s vodnimi polyelektrolyty je zlepSena
mezifazova vazba a také schopnost nHA byt velmi dobfe snaseny s vodou.
(Zakaria S. M. et al., 2013).

Vyroba nHA neni nijak zvlast slozita, u vdech metod je ale velmi dulezita
presnost. Peclivé Fizeni parametrt, jako je pH, reakni doba, teplota a
koncentrace reaktantl, spolu se spravnym vybérem prekurzorovych materiall
jsou béhem syntézy mimoradné dllezité, protoze tyto parametry a materialy
mohou ovlivnit sloZeni a vlastnosti kone¢ného produktu (Kim H.-M. et al., 2000).
Bylo identifikovano nékolik postupl pripravy HA, které zahrnuji metodu
hydrotermalni; sol-gel; mokré chemické metody a metody biomimetické

depozice, jak je uvedeno v tabulce Il (Zakaria S. M. et al., 2013).
Tabulka II: Metody syntézy HA (pfevzato a upraveno z Zakaria S. M. et al., 2013)

Metoda Reakce Specifikace Charakteristika HA

Hydrotermalni Za pfitomnosti vody | Teplota 80 °C — HA vousy s 20 —
a relativné vysokého | 400 °C, tlak 100 MPa | 30 um délkou a 0,1—
tlaku 1 um Sifkou

Sol-gel Zahrnuje michani Teplota 65 °C — HA o praméru 20 —
vapniku a fosforu na | 600 °C 50 nm.

molekularni drovni a
umoznuje tvorbu
krystalG apatitu s
vysokou reaktivitou

Mokra chemicka Zahrnuje jednoduché | Teplota 140 °C, tlak | HA s dvoufazovou
nastaveni, nizkou 0,3 MPa strukturou ve tvaru
provozni teplotu a tyCe.
vysoky vytéZek
Cistého produktu

biomimeticka Nukleace a riist HA Teplota 37 °C Vznik apatitové

depozice podporovany vrstvy podobné
simulovanou télni kostni tkani.
tekutinou
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Jak jiz z textu vyplyva, nHA je tedy uzivan hlavné v kostnim TE pfedevSim
diky jeho tvrdosti. Je Casto primarni volbou pro konstrukci kostnich vyplni nebo
jako povlak na protetickych implantatech pro zlepSeni inkorporace implantatu s
hostitelem. Mimo to je ale také pouzivan napfiklad pro fizené uvolfiovani léCiv,

jako aditivum zubnich past a zubnich implantatd. (Zakaria S. M. et al., 2013).

1.3.5 Oxid kiemicity

Vyzkum mezoporéznich nanocastic oxidu kiemicitého (MSN) (obr. 14) v
biomedicinskych aplikacich béhem posledniho desetileti doslova explodoval.
Schopnost vytvaret porézni a dispergovatelné nanocastice s jednotnou velikosti
vedla MSN k mnoha aplikacim v mediciné. Velikost a tvar €astic jsou snadno
laditelné, vysoky objem péri a povrchova plocha umoziuji moznost navazani
mnoha ucinnych slozek. Diky flexibilité platformy a Sirokym mozZnostem dalSi
funkcionalizace nabizeji schopnost cileného dodavani a fizeného uvolfiovani
riznych molekul, obchazeni nezadoucich biologickych interakci a podporu
interakci poZadovanych. Tyto vlastnosti se daji vyuzit pro cilené, ¢asové a
prostorové fizené dodavani [éCiv a pfizpusobeny terapeuticky ucinek pfi

regeneraci tkani (Rosenholm J. M. et al., 2016).

Hydrophobic
Hydrophilic

Obrazek 14: Struktura mezoporéznich nanocastic oxidu kiemicitého — znazornéni
hydrofilni a hydrofobni vrstvy (Pfevzato z Jadhav S. A.,2014)

Lékarské aplikace MSN se dosud zaméfovaly prevazné na terapii a

diagnostiku rakoviny a pouziti MSN v regenerativni mediciné je stale rozvijejici
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se oblasti. Znalosti o biologickém chovani a vyvoji chemického designu
vytvafeného vyzkumnymi €innostmi v nanoterapii rakoviny vSak maji zasadni
vyznam pro pouziti MSN v TE (Wicki A. et al., 2015).

Mezoporézni Castice oxidu kiemicitého mohou byt vyuzity pro: kontrolovany
DDS; morfologickou, mechanickou a chemickou kontrolu bunék; zvySovani
citlivosti né&kterych molekul; imaging kmenovych bunék. Casové a prostorové
podavani podnéti je zlatym standardem pro ziskani ucinné tvorby tkané
z kmenovych bunék (SC). Mezoporézni nanoCastice oxidu kfemicitého byvaji
v tkanovém inZenyrstvi vyuzivany pfedevS§im pro funkcionalizaci jinych
nanomateriald (obr. 14,15). Jejich slou€enim tedy vznika novy kompozitni
nanomaterial s novymi vlastnostmi. MSN mohou regulovat uvolfiovani

biologickych podnétli, které pak pusobi na prekurzorové/kmenové bunky v

trojrozmérném rustovém prostfedi (Rosenholm J. M. et al., 2016).

—

~y

Obrazek 15: Viaknity scaffold posety nano¢asticemi oxidu kiemicitého (Pfevzato z
Rosenholm J. M. et al., 2016)

Obrazek 16: Buriky rostouci na scaffoldu posetym oxidem kifemicitym (Pfevzato z
Rosenholm J. M. et al., 2016).
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Vétsina vyzkumu MSN v TE se zaméfila na osteogenni diferenciaci a tvorbu
kostni tkané. Jednou z prvnich demonstraci mezoporéznich c¢astic oxidu
kfemicitého ve tkanovém inzenyrstvi bylo jejich vrstveni na titanové substraty
s cilem vyuziti pro implantacni technologie (Hu I. et al., 2010). Modifikovany
povrch poté zlepsil biologické chovani osteoklastu. Dale bylo prokazano, ze MSN
ZlepSuji mechanické vlastnosti PLGA v hydrogelech, coz je dulezité pro
regeneraci tvrdych tkani, jako jsou kosti (Mehrsa M. et al., 2015). Dale byl vyvinut
nanovlaknity hybridni skelet polykaprolaktonu pokrytého MSN nebo skelet z CNT
s navrstvenymi MSN, za cilem, aby se zlepSily profily uvolfovani IéCiva. Bylo
prokazano, ze aminované MSN s velkymi péry a pozitivné nabitym povrchem
funguiji jako ucinné nosice genu v mesenchymalnich KB s naslednym pouzitim v
kostnim TE (Rosenholm J. M. et al., 2016; Kim T.-H. et al., 2013). Bocking a kol.
vyvinuly bunééné substraty zalozené na filmech z MSN naloZenych
y - sekretazovymi inhibitory, pro podporu diferenciace svalovych kmenovych
bunék, nebo bylo prokazano, ze dodavani kyseliny askorbové pomoci MSN
stimuluje tvorbu kardiomyocyt z kmenovych bunék. Studie tedy ukazuji, Zze MSN
maji SirSi pouziti nez inZzenyrstvi kostni tkané a mohou byt vyuzity pro zlepseni
diferenciace stfevnich, svalovych a srdecnich tkani (Bécking D. et al., 2014; Paul
A. etal., 2014).

Vramci toxicity byly studovana Zivotaschopnost bunék, disrupce
membrany, oxidacni stres a bunécna absorpce. Bylo zjisténo, Ze rozsah a
mechanismus MSN cytotoxicity jsou nejen zavislé na velikosti a davce, ale také
vysoce zavislé na typu bunék (podobné jako u grafitu).

Pro mezoporézni syntézu nanocastic oxidu kiemicitého se pouziva nékolik
rlznych pfistupli, coz ma za nasledek rtizné velikosti ¢astic a pér. Napfriklad
MSN se syntetizuji na zakladé modifikované Stdberovy syntézy nebo pouzitim
triblokovych kopolymert jako templatd pro dobfe uspofadané hexagonalni
mezoporézni struktury oxidu kiemicitého s péry az 30 nm (Watermann A.; Brieger
J., 2017).

1.3.6 Zlaté nanocastice

Zlaté nanocastice (GNP) jsou, spolu s dalSimi kovy (napf. titan, stfibro aj.)
a jejich oxidy, dal8im kandidatem v oblasti TE a mnoha dalSich medicinskych

oborech. Tyto nanocastice mohou mit rzné tvary, s riznym pocétem atomu,
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zavisejicich predevsim na zpUsobu vyroby (obr. 17). Divodem vyuziti GNP jsou
predevSim jejich povrchové konjugace, pevnost, vodivost, biokompatibilita nebo
napﬁ'klad antimikrobialni vlastnosti. Navic u nich Ize pomérné shadno provadét
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Obrazek 17: Struktury nanoéastic zlata — oznaceni N(X) oznacduje velikost a tvar, kde N je
pocet atomd, | = ikosaedr (dvacetistén), O = oktaedr (osmistén), TO = zkraceny oktaedr, CO =
kubicky oktaedr, TC = zkracena kostka, C = krychle a D = dekaedr (desetistén) (Pfevzato z
Barnard A. S., 2012).

Zlaté nanocastice byly pouZity pro zvyseni rychlosti bunééné proliferace pfi
regeneraci kostni a srde¢ni tkané. Bylo pozorovano, Zze podporuji osteogenni
diferenciaci bunécné linie prekurzorli osteoblastll (MC3T3-E1), ovliviuji tvorbu
osteoklastll z hematopoetickych bunék a zaroven poskytuji ochranné ucinky
mitochondrialni dysfunkce v osteoblastickych burikach. DalSi zprava ukazala, ze
GNP mohou podporovat osteogenni a adipogenni diferenciaci mezenchymalnich
kmenovych bunék. Bylo vSak zjisténo, Ze tato osteogenni diferenciace zavisi na
velikosti GNP. Jedna studie prokazala, ze GNP s priiméry 30-50 nm jsou pfiznivé
a ucinnéjsi pro funkci kmenovych bunék odvozenych z lidské tukové tkané
(ADSC), zatimco dalSi studie ukazala, ze pro burfiku podobnou osteoblastim typu
MC3T3-E1 je vyhodna velikost GNP 20 a 40 nm (Hasan A. et al., 2018). Dalsi
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uplatnéni GNP, by mohlo byt nahrazeni kostnich morfogenetickych proteinu.
Ackoliv maji tyto proteiny pfiznivé ucinky na regeneraci a opravu kosti, maji také
mnoho nevyhod. Jejich vysoké naklady a nachylnost vést k nezadouci tvorbé
kosti a lokalnim zanétlivym reakcim jsou jednim z hlavnich davodu, které vedly
vyzkumniky k hledani alternativnich materialt pro rist kosti, pfi¢emz jsou GNP
slibnym kandidatem (Benglis D. et al., 2008). Mnoho dokumentu poskytuje slibné
in vitro experimentalni vysledky s pouzitim GNP. Pfi pokusech na zvifatech vSak
byly v téchto experimentalnich vysledcich pozorovany znaéné rozdily (Lin Z. et
al., 2013). K pfekonani tohoto problému byly (pro jejich ucinnost) studovany
hybridni skelety slozené z GNP a zelatiny, za podminek in vivo, pfi zahajeni
osteogenni diferenciace v disledku lidskych ADSC. Hydrogely byly umistény do
parietalni kosti kralika, kde byly pfed aplikaci hydrogelu provedeny kostni
defekty. Studie ukazala zvySenou proliferaci osteoblastl, spolu se vzrlstajicim
obsahem GNP v hydrogelech (Heo D. N. etal., 2014). V jinych studiich mély GNP
a zlaté nanodraty umisténé v leSeni vyznamny vliv na bunécnou proliferaci a
tvorbu synapse, ktera je klicem k funkénimu transplantaci organu. Navic tyto
materialy mohou takeé fidit diferenciaci kmenovych bunék, bez pouziti ristovych
faktord, ¢imz se minimalizuji/vyhybaji Cetnym vedlejSim ucCinkim aplikace
ristovych faktor( v téle (Subbiah R. et al., 2010). GNP se také Uspésné pouzivaji
v srde€nim TE. Nanovlakna zatizena GNP vedla ke zvySeni kardiomyogenni

diferenciace, a tak pomohla regeneraci myokardu (Hasan A. et al., 2018).

1.4 Kmenové bunky

Kmenové bunky (SC) jsou samoobnovujici se bunky, které se mohou
diferencovat na specializované typy bunék. U savcu se nachazi dva typy SC, a
to embryonalni kmenové buriky (ESC - v blastocysté) a dospélé kmenové buriky
(ve tkanich dospélych organismu — kostni dfen, tukova tkan, krev). Dale je mozné
SC rozdélit, podle schopnosti jejich diferenciace. Pluripotentni SC, tj. ESC se
diferencuji na buriky v8ech tfi embryonalnich linii (ektoderm, endoderm,
mesoderm). Multipotentni SC, jako jsou napf. buriky hematopoetické, se mohou
vyvinout do vice specializovanych bunék ve specifické tkani. Progenitorové
(Unipotentni) SC se diferencuji pouze do jednoho bunééného typu, napf. satelitni

buriky kosterniho svalu. Multipotentni a progenitorové patii mezi dospélé SC,
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zatimco dospélé pluripotentni buriky se nachazi v téle jen velmi vzacné (mohou
byt nalezeny napf. v pupecnikové krvi) (Dulak J. et al., 2015).

Jiz dlouhou dobu se dospélé kmenové buriky vyuzivaji v mnoha
medicinskych oblastech napf. pro 1éEbu leukémii, anémii nebo imunodeficienci,
které vychazi z transplantace kostni dfené. Kmenové bunky ziskané z kiize se
pouzivaji k léCeni tézkych popalenin, limbalni kmenové bunky mohou
regenerovat poskozenou rohovku atd. (Dulak J. et al., 2015).

Bunky jako takové mohou byt v tkdhovém inZenyrsvi pouZity pro rizné
funkce; mezi né patfi syntéza vétsiny tkanovych matric, integrace s existujicimi
nativnimi tkanémi, udrzovani tkaniové homeostazy obecné a poskytovani riznych
metabolickych sluZzeb ostatnim tkanim a organim (Paschos N. K. et al., 2015).
Ackoli terminalné diferencované bunky jsou bézné pouZzivany pro syntézu matric,
které skladaji objem tkani, kmenové bunky, konkrétné dospélé kmenové bunky,
ziskavaji diky svym pfiznivym vlastnostem na popularité (Paschos N. K. et al.,
2014).

Metody, které se v TE vyuZivaji pro rust bunék jsou tzv. kokultivace. Jedna
se o kultivace vice, odliSnych buné&nych typud, pfimo nebo nepfimo, ve stejném
kultivaCnim prostfedi. V pfimych kokultivacich se bunky smisi v kultivaCnim
prostfedi a umozni pfimému kontaktu. V nepfimych kokultivacich jsou bunécné
typy oddéleny v kultivacnim prostfedi a dochazi k interakci bunék prostfednictvim
rozpustnych faktor. Kokultivace se pouzivaji pro dva ucely. Prvni a nejbéznéjsi
ucel je fidit tvorbu tkané s pfimou nebo nepfimou interakci vice typu bunék.
Druhym je zachovani ucinnosti kmenovych bunék bé&hem jejich expanze.
Principem je implementovani vyZivujici vrstvy, ve které je jedna bunécna
populace, obvykle diferencovanych bunék. Tato populace vyluCuje signalni
faktory a cytokiny pro kondicionovani média vedouci k expanzi SC. Spole¢na
kultura muze ucinné rekapitulovat vztahy mezi typy bunék uvnitf nativni tkané,
procesy, které jsou Casto neucinné, kdyz se spoléhaji pouze na leSeni a
rozpustné faktory (Paschos N. K. et al., 2014).

Typy bunék v kokultufe jsou oznacCovany jako bunky cilové a buriky
pomocné. Obecné jsou cilové buriky ty, které budou nakonec skladat upravenou
tkan a jsou odpovédné za funkci tkané (napf. Metabolické, mechanické). Kdyz se
kultivuje vice typl cilovych bunék, mize kazdy také slouzit jako pomocné bunky

druhé. Pomocné buriky vedou cilové buriky k dosazeni pozadovaného chovani.
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Mezi né patfi proliferace nebo diferenciace, produkce matrice nebo organizace
pfimy kontakt bunka-bunka, adheze bunék k extracelularnim matricim
(produkovanym pomocnymi bufikami) a / nebo sekrece signalnich molekul.
Intimni interakce mezi pomocnymi a cilovymi burikami jsou Casto pfilis slozité na
to, aby mohly byt provadény prostfednictvim exogenni kontroly. Pomocné buriky
neustale monitoruji a reaguji na potreby cilovych bunék a uc€inné slouzi jako
kontrolni systém zpétné vazby, ktery je neustale zapnut a okamzité reaguje a
vytvari tak idealni prostfedi pro fizeni kultury (Paschos N. K. et al., 2014).

V tradicni monokultufe je pouziti SC Zadouci vzhledem k jejich schopnosti
podrobit se expanzi pfi zachovani nediferencovaného stavu, schopnosti
diferencovat se do bunék riznych typu tkani a jejich imunomodulacnich
vlastnosti. Pouziti SC muze omezit nebo eliminovat problémy spojené se
ziskavanim bunék, jako je morbidita darcovského mista a omezena dostupnost
primarnich bunék, protoze mohou byt izolovany z embryonalnich a mnoha typu
dospélych tkani. Casto v kokulturnich systémech jsou SC cilové buriky, které
diferencuji, a nakonec syntetizuji extracelularni matrici (ECM) nebo jejich
metabolity umoznuji funkci tkani. Pokud pusobi jako pomocné buriky, mohou
kmenové buriky také vytvofit vhodné prostfedi pro homeostazu upravenych tkani
(obr. 18) (Paschos N. K. et al., 2014). Napfiklad SC maji schopnost podporovat
obnovu tkani, a to nejen pfimo, ale také nepfimo. Jejich nepfima role spociva v
lokalnim potlaceni imunitniho systému, inhibici apoptézy a podpofe proliferace a
diferenciace, ktera je v sou¢asné dobé popsana jako trofické mediatorové ucinky.
At uz slouzi v cilovych nebo asisten¢nich rolich, SC jsou kliové pro rast tkani,

metabolismus, zrani a opravu (Scadden D. T., 2006).
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Obrazek 18: Schéma uloh kmenovych bunék (Pfevzato z Paschos N. K. et al., 2014).

V poslednich letech byly vytvofeny rizné tkané vcetné chrupavky, Slachy,
kosti, kardiovaskularni tkani, jater a ledvin VSechny tyto pfiklady vyuZzivaji pro
dosazeni tohoto cile pravé ko-kultury SC a terminalné diferencovanych bunék
(Paschos N. K. et al., 2014).

1.5 Hodnoceni kultivace bunék na nanomaterialech

Hodnoceni in vitro vytvofenych tkani je nutno testovat. Jsou provadény testy
bunécné adheze, proliferace a diferenciace bunék, a testy na cytotoxicitu a
hemokompatibilitu materialu. K t€mto testim se vyuzivaji pfedevsim mikroskopy,
a to jak optické (obr. 20), tak elektronové &i fluorescencni, a to vétSinou za pouziti
specifického barveni (imunofluorescence, imunohistochemie) (obr. 21). Dale se
provadi nejriznéjSi metabolické testy a v poslednich letech se vyuziva i
molekularné biologickych metod. Vyroba ortopedickych materialll je navic
obohacena o testy biomechanické. Mezi in vivo testy, které mohou nasledovat po
implantaci a uchyceni nové tkané, patfi histologie a imunohistologie (Guvendiren
M.et al.,2017).
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Obrazek 19: Mikroskopicky obraz - hodnoceni kompozitniho nosi¢e osazeného
chondrocyty (Dostupné z Amler E. et Kolaéna L.).

Obrazek 20: Imunofluorescenéni barveni proti kolagenu typu Il (Dostupné z Amler E. et
Kolaéna L.).
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2. ZAVER

Tkanove inzenyrstvi je inovativni obor, ktery by v budoucnu mohl usnadnit,
a dokonce i nahradit klasické transplantace tkani a vyhnout se tak problémum
s nimi  spojenymi. Pravé nedostatek vhodnych transplantatl a 3$patna
biokompatibilita s mnohymi umélymi implantaty posouva védu dal ve vyvoji
matric, pomoci kterych by mohly vznikat tkané télu vlastni. ,Nanosféra“ otevrela
velké okno mnoha védnim oborim od klasického inZenyrstvi, pfes vypocetni
techniku az po medicinu, a umozniuje tak vyrobu nespoctu materialt se zcela
jedine¢nymi vlastnostmi. Velkou skupinou nanomaterialll vhodnych pro kultivaci
bunék byly zvoleny ¢astice na bazi uhliku jako je grafen a jeho modifikace, nebo
napfiklad nanodiamant. Grafen a uhlikové nanotrubice maji vynikajici vodivost a
také tvrdost a diky témto vlastnostem mohou byt pouzivany pro tkanove
inzenyrstvi s nervovou, srdecni a kostni tkani. AvSak u téchto materiall byvaji
problémy s biokompatibilitou, proto je predevSim nutna jejich spravna
funkcionalizace, ktera vede k omezeni negativnich vlastnosti. Nanodiamant ma
zase vynikajici mechanické vlastnosti, které se vyuzivaji napfiklad v ortopedii.
Vzhledem k tomu, Ze je jeho biokompatibilita na vysoké urovni, pfedstavuje
vysokou pravdépodobnost klinického uziti. DalSimi zkoumanymi materialy jsou
nano-hydroxyapatit a kovové nanocastice, v€etné zlatych, jez jsou pro svou
tvrdost vyuzivany hlavné v kostnim inzenyrstvi. Stejné tak mezoporézni
nanocastice oxidu kfemicitého se vyuzivaji jak v inzenyrstvi kostni, tak ale i
svalové tkané. Mnohé z téchto materialli, a to pfedevsim zlaté nanocastice a
Castice oxidu kfemicitého, dokonce podporuji bunécnou proliferaci a diferenciaci,
coz jsou velmi zadané ucCinky. Naopak vétSina materiali ma problémy
s biokompatibilitou az toxicitou, a to jsou doposud nejvétsi problémy, které brani
nanomaterialim v jejich plném vyuziti. Prozkoumani a pochopeni vlastnosti a
funkci kmenovych bunék bylo v minulosti také zasadni véci pro rozvoj mediciny
a jejich nynéjSi aplikace v kombinaci s vhodnym nanomaterialem dava velkou
nadeéji, Ze by mohly v blizké dobé zcela zménit pohled na regenerativni medicinu

a usnadnit tak zivot mnohym z nas.
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