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ANOTACE

Tématem této bakalaiské prace jsou bunééné nosice. V tivodu jsou definovany pojmy, jako
regenerativni medicina, tkanové inzenyrstvi a jeji hlavni sméry a cile. Hlavni Cast prace je
vénovana klasifikaci bunéénych nosi¢t, moznostem jejich vyuziti, popisu jejich vlastnosti,
charakterizaci materialti vyuzivanych k jejich vyrob¢ a dale také popisu konkrétnich zptisobi
vyroby nékterych z nich. Pozornost je také vénovana procesu decelularizace se zminénymi
moznostmi pouziti v ramci tkanového inzenyrstvi. V zavére¢né casti prace jsou shrnuty
konkrétni priklady nosict, které jsou nejcastéji vyuzivany V klinické a experimentalni

mediciné a jsou uvedeny konkrétni priklady klinickych studii.

KLICOVA SLOVA

Bunéény nosic, tkanové inzenyrstvi, decelularizace, polymery, in vitro studie

ANNOTATION

The topic of this bachelor thesis is cell carriers. In the introductory part, terms such as
regenerative medicine, tissue engineering and its main directions and goals are defined. The
main part of the thesis is devoted to the classification of cell carriers, their possible
applications, description of their properties, characterization of the materials used for their
production and also description of specific methods of production of some of them. Particular
attention is paid to the process of decellularization with the mentioned possibilities of
application in tissue engineering. In the final part of the thesis, specific examples of carriers
that are most commonly used in clinical and experimental medicine are summarized and

specific examples of clinical studies are given.

KEYWORDS

Cell scaffold, tissue engineering, decellularization, polymers, in vitro studies
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
CMC karboxymethylcelul6za
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FSC kolagenovy nosi¢ vyztuzeny furfuralem
HA  hyaluronan

HEC hydroxyethylceluldza

HS  heparan sulfat

KS  keratan sulfat

MSC mezenchymalni bunky
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PGA kyselina polyglykolova

PLA kyselina polymlécna

IPSC indukovana pluripotentni kmenova burika
PEI  polyetherimid

PETIM polyethylenimin

PHBV poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
PUL pullulan

SDS dodecylsulfat sodny

SEM rastrovaci elektronova mikroskopie

TIPS tepeln¢ indukovana separace fazi



UvVOoD

Regenerativni medicina je v soucasné dobé jednim z nejintenzivnéji studovanych obord
mediciny. Jedna se o $iroky obor s potencidlem regenerovat a nahrazovat poskozené tkané
a organy. Mezi hlavni strategie regenerativni mediciny se fadi bunécna terapie, jejiz cilem je
injekce kmenovych bun€k k navozeni pifimé regenerace a obnové tkani a organu. Dale
se jedna o imunomodulaéni terapii, ktera zahrnuje vyuziti biologicky aktivnich molekul

stimulujicich regeneraci tkani, a tkafiové inzenyrstvi.

Oblast tkanového inzenyrstvi je zalozena piedevS§im na aplikaci nosi¢u pro pfipojeni a rist
bunk tim, Ze navrhuje a vyrabi trojrozmérné matrice obsahujici bunky, které mohou byt
implantovany do téla. Cilem je vytvofit funkéni biologické nahrazky poskozené tkane,
které budou slouzit k obnové a zachovani nebo zlepSeni funkce tkani ¢i organt. Vyuziva zivé
burniky, biokompatibilni materialy a vhodné biochemické a fyzikalni faktory k vytvofeni
tkanovych struktur, respektive nosi¢t. Tkanové inzenyrstvi ¢erpa odborné znalosti z riznych

obord, jako je klinicka medicina, genetika, biologie a dalsi pfibuzné obory.

V dusledku nékterych onemocnéni nebo traumat muze dochazet ke znaénému poskozeni
¢idegeneraci tkan€, nasledky mohou byt pro daného Cclovéka i fatalni. Napiiklad
pii kone¢ném stadiu onemocnéni ledvin je jedinym feSitelnym postupem |écby transplantace
ledviny, pti¢emz se ledvina od darce oznacuje jako alo§tép. Tato 1é¢ba je zivot zachranujici,
avsak ziskavani alo$tépu je velmi bolestivé a byva spojené s komplikacemi jako je infekce,
sepse, hematom a muze vést az k odmitnuti $t€pu darce. Tkanové inzenyrstvi si klade za cil
vyiesit tento problém regeneraci posSkozené tkané namisto jejiho nahrazeni, ¢ehoz lze

dosdhnout vyvojem biologickych néhrad.

Pro regeneraci poskozenych tkani pouziva tkanové inzenyrstvi porézni nosic¢e konstruované
s vyuzitim biomateriala, které plsobi jako bunécnd matrice a podpurnd struktura.
Pti navrhovani nosict je kladen diraz na napodobeni tkanég, kterou maji nahradit. Nosi¢ slouzi
jako provizorni alternativa pro extracelularni matrix pouzivanou Vv tkanovém inzenyrstvi
a poskytuje docasnou strukturalni podporu tkang, ale také fyzické prostiedi pro rust bunék.
Mechanické vlastnosti, vnitini architektura, topografie a material nosice ma velky vliv na rust

bunék, proto je teba pii vyrobé nosice vzit tyto parametry v avahu.
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1. Bunécéné nosice

Dle n¢kterych zdroji je tkanové inzenyrstvi definovano jako pochopeni principu ristu
tkani a jejich pouziti k vyrobé novych tkani pro klinické vyuziti, respektive jako obor
zahrnujici vyvoj umélého implantatu nebo podporu remodelace tkani za Gcelem opravy nebo
zlepseni funkce tkani a organd. V praxi tento termin o0znac¢uje postup, pii kterém se pouzivaji
materialy, buriky, rastové faktory nebo jiné bioaktivni molekuly k opravé a regeneraci
poskozené tkané. V souvislosti s terminem tkanové inzenyrstvi je zminovan také termin
regenerativni medicina, a to zejména Vv ptipadech, hovoti-li se 0 bunééné terapii a pouziti

kmenovych bunék.

Tkanové inzenyrstvi a regenerativni medicina vyuzivaji bunééné nosice jako zakladni
technologii, jelikoz poskytuji ,substrat“ pro bunky. Ten bunkam slouzi k navazani,

proliferaci, diferenciaci a organizaci do tkan¢ (Hasanzadeh et. al., 2022).

Tkané maji rizné struktury a vlastnosti, které by mél nové vytvoreny nosi¢ napodobovat. Lze
fict, ze by mél nahrazovat poskozenou nebo chybéjici extracelularni matrix (ECM). Produkty
tkanového inzenyrstvi jsou navrzeny tak, aby napodobovaly reakce a architekturu tkané.
Predstavuji prostor, ktery ma tkan k dispozici pro vyvoj a podporu rastu bunék (Carletti et al.,
2011).

Bunéény nosi¢ je trojrozmérny material vyrobeny do pozadovaného tvaru a velikosti,
ke kterému se pridavaji bunky. Tento porézni 3D biomaterial je vyuZzivan jako $ablona
pro tvorbu tkang. Nosice jsou osazeny bunikami, kterym jsou nasledné dany rtstové faktory
nebo biofyzikalni stimulace podporujici bunécny rust. Biofizikalni stimulace probiha
prostiednictvim bioreaktord, Coz je zafizeni nebo systém poskytujici bunkdm rizné
mechanické nebo chemické podnéty. Dale jsou nosi¢e kultivovany in vitro, a poté
implantovany do zranéného mista in vivo, kde dochazi k regeneraci tkané¢ pomoci vlastnich

biologickych a biochemickych mechanismd téla (Taneja et al., 2022).

24

pfilnout, migrovat a proliferovat bez pozitivni imunitni odpovédi a zavazné zanétlivé reakce,
ke které by mohlo dochazet vlivem ciziho materialu, ze kterého by byly nosiée tvoieny
(Hasanzadeh et. al., 2022). Pokud by material nosi¢e vyvolal zanétlivou reakci , tak dochazi
k odmitnuti implantatu (Litowczenko et al., 2021). Dalsim zakladnim kritériem je biologicka

rozlozitelnost, vzajemna propojenost, zivotnost a porovitost nosict (Hasanzadeh et. al., 2022).
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Nosice by mély podporovat normalni fungovani bunék a tkani. Nejintenzivnéji studovana je
materialova cytotoxicita, ktera je urCena lyzou bunék vedouci k apoptdéze nebo inhibici
bunééné proliferace. Nosi¢e by videalnim piipadé nemély vykazovat zadné znamky
cytotoxického pusobeni. Dalsim sledovanym parametrem je genotoxicita, zejména souvisejici
s destrukci DNA, chromozomalnimi aberacemi, genovymi mutacemi a S tim Souvisejici

karcinogenitou (Litowczenko et al., 2021).

Buné¢né nosi¢e by mély spliiovat fadu parametri a vlastnosti, mezi které patéi drsnost
povrchu, optimalni hydrofobnost nebo hydrofilita, Zadouci porézni struktura
a sterilizovatelnost (viz. obr. ¢. 1). Nosi¢e by mély mit mechanické vlastnosti a rychlost
biologického rozkladu podobnou piislusné tkani, aby napodobovaly mechanickou odezvu
arust dané tkané (Hasanzadeh et.al., 2022). Muzeme si je predstavit jako 3D sit’, ktera
napodobuje bunééné prostredi a zachovava strukturu regenerované tkané (Abbasi et.al.,
2020).

Biokompatibilita
" Velikost péri, Biologicks
porovitost rozlozitelnost
Nosi¢
Architektura : Mechanickeé
vlastnosti
Vyrobni
technologie

Obr. 1: Pozadavky na multifunkéni nosi¢ (upraveno dle Litowczenko et al., 2021).
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Nosice by mély vtéle fungovat jako zafizeni schopnd podporovat a ptipadné vyvolat
komplexni sled udalosti, jejichz koneénym cilem je oprava a obnoveni funkce tkan¢. Kromeé
toho by mély byt vyrabény pomoci reprodukovatelnych, kontrolovanych a nakladoveé
efektivnich procesu (Carletti et al., 2011).

Porovitost, jejiz priklad je znazornén na obrazku 2, je jednou z kli¢ovych vlastnosti
bunéénych nosict, protoze usnadnuje migraci bun€k do nosici, rozptyl Zivin a metabolickych
odpadnich produkti a zlepSuje interakci mezi nosiCem a okolnimi tkanémi (Hasanzadeh
et. al., 2022). Zaroven predstavuje zakladni charakteristiku pii migraci bunék a vaskularizaci
materialu. Cim v&tsi je dostupny povrch, tim vétsi mnozstvi bunék je k dispozici pii bunééné
interakci. Mikroporozita je dilezitd zejména pro kapilarni proristani a interakce mezi
bunkami a matrici, zatimco makroporozita je dulezitd pro piisun zivin a odstrafiovani
odpadnich latek z metabolickych pochodt. Optimalni porovitost je uzce spjata s typem tkang,
riznoroda architektura tkané muize byt spojena s odlisnym mikroprostiedim, ve kterém
se tkan¢ nachazeji. Rozméry bungk, jejich bunéénou aktivitu, fenotypovou expresi a produkci

ECM je tieba pti navrhovani nosice brat v potaz (Carletti et al., 2011).

Obr. 2: Porézni struktura nosiéa; A) porézni struktura nosice se zvétSenim 5000x, B) detail porézni
struktury, zvétseni 12000x (Yang et al., 2019).
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2. Materialy pro vyrobu bunéénych nosici

Existuje mnoho materiali pouzivanych k vyrobé nosicii, nejoblibenéjsimi materialy jsou v§ak
polymery. Polymery lze rozdélit do dvou skupin na piirodni a syntetické, které lze dale
rozde¢lit na biologicky odbouratelné a nerozlozitelné. Pouziti konkrétniho typu polymeru
a jeho slozeni zavisi na cilové aplikaci (Litowczenko et al., 2021). Pfirodni polymery, mezi
které patii naptiklad kolagen, chitosan, alginat a fibrin, jsou hydrofilni a maji relativné nizké
mechanické vlastnosti. Syntetické polymery (polylaktid, polyglykolid, polykaprolakton) maji
na rozdil od piirodnich polymeri vynikajici mechanické a biologické vlastnosti,
avsak pomalou rychlost degradace. Biokompatibilni a biologicky rozlozitelné polymery by
mély byt zvazeny pro aplikace, kde je biodegradace implantatu dilezitym kritériem. Rychlost
odbouravani je velmi dalezita a méla by byt v korelaci s rychlosti rastu nové tkané. Obecné
Ize ziskat lepsi vlastnosti polymerd jejich kombinaci, resp. misenim. V lidském téle takto
funguje napiiklad lidska kost, ktera je slozena z kolagenu a apatitu, ¢imz ziskava svou

pevnost (Hasanzadeh et.al., 2022).

2.1 Prirodni polymery

Jednou z hlavnich slozek nosi¢t jsou pifirodni polymery, jejichz hlavni hmotnostni slozkou

je voda (Taneja et al., 2022). Vyuzivaji se diky své biokompatibilité, biodegradaci, minimalni
imunitni reakci a z divodu lepsi provazanosti s riznymi typy bunék (Badekila et al., 2020).
Ptirodni polymery mohou byt klasifikovany jako polysacharidy (chitosan, celuloza, alginat,
chitin, kyselina hyaluronova) a proteiny (kolagen, fibrin, elastin, hedvabi, keratin, aktin,
myozin). Nejvétsi vyhodou nosi¢t vyrobenych z pfirodnich zdroji je téméf dokonalé
napodobeni ECM. Vzhledem ke svému ptirozenému ptivodu maji piirodni polymery tendenci
byt vysoce bioaktivni, coz podporuje adhezi a rust bunék. Nosice jsou Setrné k zivotnimu
prostiedi, coz je dal$i z vyhod jejich pouziti. Materialy lidského a zvifeciho pivodu vsak
predstavuji vazné riziko potencialnich onemocnéni, navic vétSina piirodnich polymert
vykazuje Spatné mechanické vlastnosti a rychlou degradaci (Litowczenko et al., 2021).
Polymery lze Klasifikovat na zaklad¢ pavodu, rozlozitelnosti, metod zesitovani a reakce
na podnéty (Taneja et al., 2022).

Polymerni materialy, jako je kolagen, fibrin, fibroin, glykosaminoglykany (GAG), chitosan,
alginaty a skrob, mohou byt pifimo extrahovany z rostlin, zvifat a lidskych tkani (Carletti
etal., 2011). Jednim z nejvyznamnéjsich ptirodnich nosi¢t je napt. chitosanovy nosi¢, ktery
se vyuziva pro aplikaci do lidské rohovky pfti 1é¢bé slepoty nebo tzv. ,.Spenatovy nosic¢™

vyrobeny z decelularizovanych listt  Spenatu, vyuzivany k regeneraci  srdce.
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Aplikace ptirodnich nosi¢t ma urcité vyhody, jejich sirokému uplatnéni vSak brani vysoké
vyrobni naklady, ¢asova naro¢nost, omezena dostupnost ptirodnich zdrojti, nizké mechanické
vlastnosti a etické kodexy. Proto je mnohem ¢astéji vyuzivana aplikace syntetickych nosi¢u
(Badekila et al., 2020).

2.1.1 Kolagen

Piikladem bézné¢ pouzivaného piirodniho materialu je kolagen, coZ je vlaknity protein
s dlouhou, pevnou Sroubovicovou strukturou, jejiz hlavni alohou je poskytovat mechanickou
podporu pojivovych tkani a zajistovat distribuci bunék a tvorbu kapilar. EXistuji tii typy
kolagenu — typ I, bézné se vyskytujici v kizi a kostech, typ Il, vyskytujici se v chrupavce
a typ 11, ktery nalezneme ve sténé cév (Carletti et al., 2011). Kolagen je nejhojnéjsi molekula

ECM, ktera se nachazi u vSech savcu a tvoii asi 30 % proteinové hmoty mnohobunéénych

organismu (Taneja et al., 2022).

Kolagenové nosice jsou vhodné pii regeneraci cévnich stén, §lach, kosti, rohovky, vazi, kozni
tkang, pro 1é¢bu popalenin a regeneraci perifernich nerva (Carletti et al., 2011). Vzhledem
k relativné slabym mechanickym vlastnostem a rychlé degradaci ma kolagen omezené pouziti
v 3D tisku (Taneja et al., 2022).

2.1.2 Celuléza

Celulozu lze najit ve stromech, rostlinach, ovoci, biologickém odpadu apod. Celuldza a jeji
derivaty, které jsou biokompatibilni a vysoce odbouratelné, maji vysoky potencial pro tvorbu
nosic¢l. Pfi vyrobé nosici je tieba vzit vavahu jeji nerozpustnost ve vodé a mnoha
organickych rozpoustédlech, proto jsou vyuzivany spiSe jeji ve vodé rozpustné derivaty, napf.
hydroxyethylcelul6za (HEC) a karboxymethylceluloza (CMC). K rozpousténi celuldézy jsou
vyuzivany napt. NaOH/mocovina, NaOH/thiomocovina a iontové kapaliny, které jsou vsak
vysoce ndkladné a neekologické. Vyzkumné tymy vSak neustdle pracuji na vyvoji
spolehlivého a ekologického rozpousténi celuldzy, aby mohla byt hojné vyuzivana (Taneja
etal., 2022).

Jednim z nejvyuzivangjsich piirodnich polymert je bakterialni celuléoza (BC) produkovana
bakterii Acetobacter Xylinum, ktera je pouzivana jako nosi¢ pro regeneraci chrupavky.
Syntéza BC se provadi fermentaci a k regeneraci chrupavky se vyuzivaji roztavené voskové
castice, nakteré se vysazuji novorozenecké bunky. Studie prokazaly, ze BC je vhodna pro

vyrobu nosict, jelikoz umoznuje ptichyceni a proliferaci eukaryotickych bunék in vitro,
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podobné jako nosi¢e z amyloidnich vldken. Ty jsou vyrobené plisobenim biofilmu, ktery je
tvoren bakterie Bacillus subtilis a Staphylococcus subtilis (Badekila et a., 2020).

2.1.3 Chitosan

Chitosan je polysacharid odvozeny z castecné deacetylace chitinu, ktery se vyskytuje
ve skeletu korysu a hmyzu (Ingle et al., 2022). Jedna se o linearni polysacharid slozeny
z B-1,4-glukosaminu a D-glukosaminu s nahodné rozptylenymi N-acetyl-glykosaminovymi
skupinami (obr. 3) (Carletti et al., 2011). Je jednim z nejhojné&jsich polysacharidi dostupnych
Vv piirod¢ a je vyuzivan diky své biokompatibilité, biologické rozlozitelnosti, antimikrobialni
aktivité, schopnosti hojit rany a hemostatické aktivité. Kromé toho ma tento polysacharid

-----

2022; Yan et al., 2022).

Chitosan mize podléhat degradaci enzymy, jako je naptiklad lysozym (Carletti et al., 2011).
Ma $iroké uplatnéni v potravinafstvi, zem&dé€lstvi, medicin¢ a upravé vody. Je nerozpustny
ve vod¢, coz omezuje jeho antibakterialni aktivitu, ktera je ovlivnéna faktory jako je pH,
povrch a koncentrace bakterii (Yan et al., 2022). Surovy chitosan je rozpustny pouze
v roztocich ztedénych kyselin, coz silné omezuje jeho pouziti, stejné jako nizka mechanicka

pevnost, nizka tepelna odolnost a nizka adsorpéni selektivita (Qu & Luo, 2020).

Chitosanové gely mohou byt vytvafeny bud’ iontovou vazbou, nebo zesitovanim za pouziti
zesitovacich latek, jako je napt. glutaraldehyd. Chitosan lze tvarovat do membran nebo 3D
struktur, byva pouzit pfi regeneraci kostni tkané a k uchyceni a ristu chondrocyti (Carletti
etal., 2011).

Chitin Chitosan

Obr. 3: Vzorec chitosanu (Ingle et al., 2022).
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2.1.4 Glykosaminoglykany

Glykosaminoglykany (GAG) jsou glykoproteiny, které jsou Siroce zastoupeny V organismu
(Carletti et al., 2011). Nekdy byvaji nazyvany jako mukopolysacharidy, vzhledem k tomu,
7e byly ptivodné nalezeny a studovany na sliznicich a slizni¢nich exsudatech. Tvofi souc¢ast
skupiny proteoglykanti a ptedstavuji heterogenni tfidu vysoce polarnich polysacharidd,
které se vazou na proteiny ptitomné v lidskych a zvifecich tkanich, lze je najit v riznych

lidskych i zvifecich tekutinach, jako je napi. synovialni tekutina (Braun et al., 2021).

GAG jsou dlouhé, nerozvétvené fetézce skladajici se z disacharidovych jednotek obsahujici
karboxylové nebo sulfatové skupiny. Tyto funkéni skupiny piemostuji a spojuji kolagen
za vzniku sité extracelularni matrix (Carletti et al., 2011). Vznikaji stiidavym navazovanim
uronovych kyselin a aminokyselin pomoci glykosidické vazby, nékteré podjednotky jsou
modifikovany sulfataci. GAG tvoii jeden z nejhojnéjsich heteropolysacharidi v téle (Braun
etal., 2021). Jsou kli¢ovymi hrac¢i v mnoha biologickych procesech v ECM, vytvateji totiz
interakce s proteinovymi cili jako jsou cytokiny, rustové faktory a kolagen. Naruseni
molekularnich mechanismi fizenych GAG ma za nasledek rakovinu, Alzheimerovu chorobu,
Parkinsonovu chorobu a abnormality regenerace tkani (Kogut et al., 2022). VVzhledem Kk jejich
vysoké polarité silné ptitahuji vodu, obvykle maji gelovitou konzistenci a ¢asto hraji
dulezitou roli v organismu jako lubrikant nebo ,,tlumi¢ narazi“, napt. u kloubni chrupavky.
Vysoka viskozita GAG je doprovazena nizkou stlacitelnosti, ¢imz se vyznacuji jako idealni
molekuly slouzici jako mazaci kapalina v kloubech. Obecné lze rozlisit pét hlavnich tiid GAG
v pojivovych tkanich — heparan sulfat (HS), chondroitin sulfat (CS), dermatan sulfat (DS),
keratan sulfat (KS) a hyaluronan (HA) (Braun et al., 2021).

Pro vétsinu GAG, s vyjimkou hyaluronanu, je pro funkci téchto strukturné extrémné
heterogennich polysacharidii nezbytna zna¢na hladina sulfatace. Dynamicky proces sulfatace
je tizen tridou specifickych enzymt znamych jako sulfotransferazy a probihda béhem a po
syntéze GAG v Golgiho aparatu, nasledovan dalsim jemnym doladénim extracelularnimi
desulfatazami. Sulfatace se vyskytuje na ruznych pozicich glykanového fetézce a vede
k zapojeni interakci burika-buiika a bunka-ECM, kdy zmény v tomto ,sulfataénim kodu®

zpusobuji sirokou skalu patologickych stavti (Ennemoser et al., 2022).

v

Mezi nejhojnéjsi GAG patii CS, ktery je Spojovan piedev§im s bilkovinami za vzniku
proteoglykand, je hlavni slozkou ECM a vtéle jej nalezneme v chrupavkach, hrudni

a kortikalni kosti a v srde¢nich chlopnich. Ztrata CS zchrupavek je hlavni pfic¢inou
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osteoartrozy. KS je obvykle spojen s proteinotvornymi proteoglykany, nalezneme jej
v chrupavkach rohovky, kosti, kloubi a meziobratlovych plotének. DS je téz znamy jako
chondroitin sulfat B, ktery je pfitomen v kuzi, cévach, erytrocytech, srde¢nich chlopnich,
Slachach a plicich. Dulezitou roli ma v procesu koagulace a jeho nadmérnd akumulace
v mitralni chlopni mize zpisobit jeji kolaps. HS, vyskytujici se v bazalnich membranach
bunék, obsahuje vice acetylovaného glukosaminu nez heparin. Vaze ¢etné ligandy, jako jsou
fibroblastové rustové faktory, vaskularni endotelialni rustovy faktor a rastovy faktor

hepatocytt a chrani vSechny ristové faktory pred degradaci (Braun et al., 2021).

Jediny nesulfatovany GAG, fungujici jako lubrikant, je HA, ktery umozZiuje sorpci
a zadrzovani vody, podili se na osteogenni diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bun¢k
a reguluje remodelaci tkani (Braun et al., 2021). HA je aniontovy glykosaminoglykan, ktery
se prirozené vyskytuje ve tkanich savcn, vaze velké mnozstvi vody a vytvaii vodikové vazby
(obr. 4) srozpoustédlem (Carletti et al., 2011). Od roku 1976 se pouziva pti Operaci o¢i,
v pozdéjsich letech se injekce kyseliny hyaluronové zacaly vyuzivat pti 16€bé osteoartrozy
kolennich kloubu, hyaluronanové gely k prevenci pooperacnich srusti. Derivaty kyseliny
hyaluronové se vyuzivaji jako nosi¢e pro rust chondrocyti, regeneraci kosti a kozni tkané.
Kyselina hyaluronova se ziskava z ptirodnich zdrojt, nebo se vyrabi mikrobialni fermentaci

a lze ji pomérn¢ snadno izolovat a modifikovat (Carletti et al., 2011).

0 OH OH
0 HO 0
_1.-0 0
HO
OH IH N
o

Obr.4: Vzorec hyaluronanu (Carletti et al., 2011).
2.1.5 Fibroin
Fibroin je nerozpustna bilkovina ze skupiny skleroproteint tj. fibrilarnich bilkovin, tvofici
chemickou podstatu vlakna pfirodniho hedvabi (Carletti et al., 2011). Hedvabi je jednim
z nejsilngjsich ptirodnich vlaken, které¢ produkuje bourec morusovy, a sklada se ze dvou
hlavnich proteint — fibroinu a sericinu (Maia et al., 2022). Vzhledem k zanétlivému procesu

a alergickym reakcim, které zpusobuji sericiny, tj. bilkoviny pokryvajici vnitini sténu vlakna,
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se vlakna promyvaji ve vodném roztoku (Carletti et al., 2011). Pfirodni hedvabi je ponotfeno
do vrouci vody a soli nebo detergentt, ¢imz dojde k odstranéni sericinu a ziskani ¢istého
fibroinu (Maia et al., 2022).

Materialy z fibroinu vykazuji dobrou biokompatibilitu a jsou schopny podporovat rast
lidskych bun¢k (Carletti et al., 2011). Kromé¢ toho tento protein vykazuje vynikajici odolnost
proti deformaci, vynikajici zlomové napéti, dostate¢nou pruznost a mechanickou pevnost, coz
z n¢j ¢ini vhodny material pro nosné aplikace, jako jsou napf. chirurgické sitky, Sici materialy
apod. V soucasné dob¢ se pracuje na vyvoji hedvabnych nosi¢tu pro aplikace v ortopedii
(Maia et al., 2022).

2.1.6 Agarodza

Agarbza je linearni polysacharid ziskavany zcervenych morfskych fas S opakujici
se jednotkou obsahujici jak a, tak i B-glykosidické vazby. Za béznych podminek (pH > 3) je
pomérné chemicky stabilni (Zucca et al., 2016). Je Siroce pouzivana v ruznych oblastech
biomedicinského vyzkumu, diky vysokému mnozstvi hydroxylovych skupin je velmi dobie
rozpustna ve vod¢é. Agaroza podléha enzymatické degradaci, ¢imz se zasadné meéni jeji
pevnost, odolnost a propustnost (Carletti et al., 2011). V kombinaci s jinymi latkami, jako je
chitosan, kolagen, fibrin apod., se pouZziva k vyrobé riznych lékatrskych biomaterialli, napt.
vysoce makroporézni kostni nosi¢ byl navrzen pomoci chitosan-agarozy vyztuzené
nanohydroxyapatitem pro podporu pfipojeni a rastu bunék (Wang et al., 2022). V tkanovém
inZenyrstvi se vyuziva zejména z divodu podpory ristu bun€k a regenerace chrupavky
(Carletti et al., 2011).

2.1.7 Alginat

Alginat je piirodni polysacharid ziskavany z bunécné stény hnédych tas, ktery je, stejné jako
agaroza, velmi dobfe rozpustny ve vode€. Jedna se 0 polyaniont slozeny ze dvou opakujicich
se monomert B-D-manuronatu a a-L-guluronatu, viz. obr. 5 (Carletti et al., 2011). Alginat je
SiroCe pouzivan pii vyrobé hydrogelovych nosi¢t, jedna se o biologicky odbouratelny
a biokompatibilni polysacharid, ktery se diky multivalentnimu kationtovému pienosu muize
pfeménit na gel. Postradda mista pfipojeni bunék, coz omezuje jeho bunécnou aktivitu
a adherenci. Adherence muze byt zvysena pfidanim peptidt, tzv. adheznich peptida, pro
rozpoznavani bunék (napt. tripeptid Arg-Gly-Asp) (Taneja et al., 2022). Alginat ma vyborné
zahust'ovaci a gelotvorné vlastnosti a je Siroce vyuzivan pro rizné pramyslové ucely. Vlakna

ziskana z alginatu jsou pouzivana pti 1é¢bé ran diky jejich biokompatibilité a schopnosti
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zadrzovat vodu. Diky jejich interakci s kovem, pektinem a dal§imi chemickymi skupinami je
vyuzivan pro tvorbu antibakteridlnich vlaken a riznych typu funkénich kompozita (Silva
etal., 2022). Je Siroce vyuzivan pro regeneraci kostni tkan¢ diky podobné struktuie jako

kostni extracelularni matrix, snadno se kiizi s Ca?* ionty (Snyder & Jana, 2022).

OH

m n

Obr. 5: Vzorec alginatu (Carletti et al., 2011).

2.1.8 Skrob

Skrob je polysacharid slozeny z glukézovych jednotek spojenych glykosidickymi vazbami,
Ize ho ziskat z ptirodnich zdroju jako je kukufice, ryze a jiné obiloviny (Carletti et al., 2011).
Regeneruje se z CO. a H>O fotosyntézou v rostlinach (Prasopdee et al., 2021). Sklada se
ze dvou typt molekul —amylozy a amylopektinu. Polymery na bazi $krobu jsou povazovany
za velmi vhodné biomaterialy, zejména diky jejich biokompatibilité a rozlozitelnosti. Kromé
toho jsou relativné levné a dostupné. Pouzivaji se v kombinaci s riznymi piisadami,
vyztuznymi materialy nebo ve smési s jinymi polymery k vyrobé kompozitnich materialt,

nebo jako hydrogely pro podavani 1éciv (Carletti et al., 2011).

2.2 Syntetické polymery

Syntetické nosice jsou vhodné navrzeny tak, aby zvySovaly biokompatibilitu a podporovaly
ptirozené funkce bunek. Vyuzivaji se Castéji nez prirodni nosic¢e diky vysoké univerzalnosti,
reprodukovatelnosti a dobré zpracovatelnosti, nebot’ je 1ze zpracovavat snadnéji nez piirodni
polymery (Carletti et al., 2011). Hlavni vyhodou syntetickych polymert jsou jejich vynikajici
mechanické vlastnosti, jako je viskozita, pevnost, rozpustnost a kontrolovatelna degradace.
Existuje mnoho ptikladd syntetickych polymera s vodivymi a piezoelektrickymi vlastnostmi,
coz je Cini velmi atraktivnimi v elektricky citlivych tkanich jako jsou nervy a srde¢ni
svalovina. Dalsi z vyhod nékterych polymert jsou termoplastické vlastnosti, diky nimz

se snadngji vyrab¢ji (Litowczenko et al., 2021). Nevyhodou je, Ze oproti pfirodnim
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materialim jsou mén¢ biokompatibilni a nejsou bioaktivni (Carletti et al., 2011). Dalsi
nevyhodou je nedostatek mist vazajicich bunky kvili jejich hydrofobicité a moznost vyvolani
dlouhodobé toxicity zpasobujici zanét vlivem polymernich degradac¢nich produktu.
Pro zlepseni biologickych vlastnosti mohou byt nosi¢e obohaceny o bioaktivni signalni
molekuly, obvykle to mohou byt adhezivni peptidy, proteiny ECM, ristové faktory, cytokiny
nebo hormony (Litowczenko et al., 2021). Syntetické nosice se pripravuji ve formé a jejich
degradac¢ni vlastnosti jsou regulovany zménou slozeni polymeri. Mezi syntetické polymery
patii PCL (polykaprolakton), PVA (polyvinylalkohol), PEG (polyethylenglykol) a PLGA
(polymlécna kyselina glykolova) (Badekila et al., 2020).

Polykyselina glykolova (PGA), a Kkyselina polymlééna (PLA) jsou §iroce znamé
bioabsorbovatelné syntetické polymery, které jsou uspé$né pouzivany ve tkanovém
inzenyrstvi k transplantaci bunék a regeneraci riznych tkani. Tyto linearni alifatické
polyestery se rozkladaji hydrolyzou, rychlost rozkladu zavisi na struktuie, pocatecni
molekulové hmotnosti, velikosti povrchu, stupni krystalinity, aplikovaného napéti a mnozstvi
zbytkového monomeru. Oznacujeme je jako termoplastické polymery, lze je totiz snadno
tvarovat pomoci standardniho zpracovani jako je lisovani, vytlacovani apod. PLA, PGA
a jejich kopolymery se casto kombinuji s keramickymi materialy, jako je napf. bioaktivni
sklo, nebo hydroxyapatitem, ¢imz vznikaji nosi¢e podporujici regeneraci kosti (Carletti et al.,
2011).

2.2.1 Polykaprolakton
PCL patii mezi biologicky odbouratelné polymery, je slozen z hexanoatovych  jednotek

avyrabi se polymeraci e-kaprolaktonu. Je velmi dualezitym materidlem pro ptipravu
biomimetickych scaffoldt, protoze umoziuje difazi zivin, likvidaci odpadnich latek a je
vysoce propustny pro ruzné povrchové agens (Badekila et al., 2020). Je snadno
modifikovatelny a vyrobitelny, ma dobrou rozpustnost v organickych rozpoustédlech,
kontrolovatelnou rychlost odbouravani, je biokompatibilni, ma dobré mechanické
a termoplastické vlastnosti a brani adhezi bunék (Litowczenko et al., 2021; Maia et al., 2022).
Ma mensi rychlost degradace (2 roky) diky hydrofobni povaze polymeru, coz omezuje jeho
pouziti v pripadech, kdy je pozadovana rychla regenerace tkan¢, na druhou stranu je vhodnym
kandidatem pro dlouhodoba implantacni zafizeni. Rychlost degradace lze katalyzovat

pusobenim enzymd, napt. lipAzami (Carletti et al., 2011).
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Pouziva se pti regeneraci Achillovy slachy nebo pfi 1écbé trachedlni stenodzy, jelikoz je
pevnost v tahu vyrobeného scaffoldu srovnatelna s lidskou pradusnici a je biokompatibilni
in vivo. Dalsi moznosti vyuziti je kombinace PCL s protinddorovym lé¢ivem doxorubicinem,
kdy dochazi k prodlouzeni aktivity uvolnovani 1éku proti epidermoidnimu karcinomu prsu

a rakoviny délozniho ¢ipku (Badekila et al., 2020).

2.2.2 Kyselina polymlééna
PLA je termoplasticky alifaticky polyester tvofeny polymeraci laktidu s kovovymi

katalyzatory (napf. oktoat cinu ve vodném roztoku). Polylaktidovy roztok je transformovan
spradanim na vlakna, ze kterych nasledné dochazi k vyrobé nosice. PLA se pouziva K vyvoji
kostniho nosice, ktery se podili na vnitini fixaci zlomenin kosti a snizuje bakterialni
kolonizaci v popaleninach (Badekila et al., 2020). Tento synteticky polymer je
biokompatibilni a biologicky odbouratelny, odvozeny od ptirodni organické kyseliny mlééné
(Maia et al., 2022). Nevyhodou je nedostatek biologické aktivity, nizka adheze bungk,
biologicka inertnost, vedlejsi produkty degradace kyseliny, riziko zanétu, nizka porovitost

a rychlost odbouravani (Litowczenko et al., 2021).

2.2.3 Kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové
PLGA je termoplasticky alifaticky polyester vytvofeny polymeraci laktidu pomoci kovovych

katalyzatort (oktoat cinicity ve vodném roztoku). Roztok polylaktidu se pievadi
zvlaknovanim do vlaken pro naslednou vyrobu scaffoldi. PLGA se vyuziva k vyvoji kostniho
klipu, ktery se zavadi pfi fixaci zlomenin nebo ke snizeni bakterialni infekce pifi popaleninach.
Polykondenzaci kyseliny glykolové vznika termoplasticky polymer PGA, ktery se vyrabi
pomoci plynové pény a je vyuzivan v dentalnich implantatech pii 1é¢bé paradentozy
(Badekila et al., 2020).

2.2.4 Ostatni syntetické polymery

Polyethylenglykol (PEG) je jeden z nejpouzivanégjSich syntetickych polymert ve tkanovém
inZzenyrstvi. Vznika polymeraci etylenoxidu nebo ethylenglykolu ve vodném roztoku, je
biologicky nerozlozitelny a ve tkanovém inzenyrstvi se pouziva jako biologicky odbouratelny
material diky schopnosti odpuzovat vodu a proteiny. PEG nosice jsou hojné pouzivany diky

svym ohybovym mechanickym vlastnostem (Badekila et al., 2020).

Polyvinylalkohol (PVA) byl siroce zkouman a je povazovan za jeden z nejvhodnéjsich
material pro biomedicinské aplikace kvili jeho netoxicité, biokompatibilit¢ a biologické

rozlozitelnosti. Za spravnych podminek se polyvinylalhoholovy nosi¢ (PVA) miuze
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autonomn¢ ,,samolécit, tedy vykazovat silnou samoregenera¢ni kapacitu i mechanickou
pevnost (Taneja et al., 2022). Na rozdil od ostatnich polymert neni PVA vyrabén polymeraci
odpovidajiciho monomeru, nebot’ je vinylakohol nestabilni. Pii vyrob¢ tedy nejprve dochazi
k polymeraci vinyacetatu, az poté k polymeraci PVA. Scaffoldy vyrabéné z PVA maji hojné
vyuziti v oblasti srde¢niho tkanového inzenyrstvi, jsou biokompatibilni pro proliferaci

lidskych iPSC a podili se na regeneraci rohovkovych bun¢k (Badekila et al., 2020).

Polyuretany zahrnuji Sirokou skupinu polymert, které v polymernim fetézci obsahuji uretan
(obr. 6). Vznikaji reakci mezi diisokyanatem a polyolem, vznika blokovy kopolymer, ve
kterém se pruzné segmenty s nizkou teplotou skelného piechodu kombinuji s tvrdymi
segmenty. V biomedicinskych aplikacich jsou velmi Zzadané hlavné diky vynikajicim
fyzikalnim vlastnostem a biokompatibilité. Poprvé byly vyuzity na pocatku 50. let 20. stoleti
v prsnich implantatech a kardiostimulatorech, vyuzivaji se v olovénych izolatorech, katétrech,
pii aplikaci umélych srde¢nich chlopni, regeneraci myokardu a cévni tkan¢ (Carletti et al.,
2011).

o) 0 D\\“‘\‘"C/OHCHS 0
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Obr.6: Vzorec polyuretanu (Carletti et al., 2011).

2.3 Degradované polymery

Degradované polymery byly poprvé vyuzity na pocatku 50. let 20. stoleti k vyrobé
chirurgickych niti, dnes jsou jiz hojné vyuzivany v mediciné. Kromé resorbovatelnych
chirurgickych steht jsou tyto polymery vyuzivany jako nosic¢e pro fizené uvolinovani 1ékd,
jako docasné protézy (napi. kostni ¢epy) a v poslednim desetileti jako materialy pro vyrobu
Sroubd. Termin ,biologickda degradace oznacuje postupny rozklad materialu, ktery je
zprostiedkovany ¢innosti bunék nebo tkani. Biologicky degradované materialy se rozkladaji
po implantaci v téle nezavisle na mechanismu rozkladu, vS§echny produkty biodegradace jsou
metabolizovany a vylouCeny ztéla. Degrada¢ni chovani biomateriald se fidi n¢kolika
mechanismy a je regulovano mnoha faktory. Pochopeni kinetiky a mechanismu degradace je

velmi dilezité k tomu, aby bylo vhodné urceno misto jejich pouziti. Zejména v aplikaci
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pro podavani 1éciv je dulezity rozklad podle presné definovaného mechanismu tak, aby se
uvolnila zapouzdiena nebo navazana 1éCiva a latky specifickou a pozadovanou rychlosti
(Carletti et al., 2011).
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3. Metody pro vyrobu bunéénych nosicu

Pro vyrobu nosi¢t je vyuzivano nékolik metod, jako je napi. elektrospinning (ELSP),
techniky separace fazi, biologické vyluhovani, rychlé prototypovani (RP) nebo technika
pénéni apod. Tyto techniky maji dialezité uplatnéni v tkanovém inzenyrstvi, biomedicinském

a biologickém vyzkumu (Badekila et al., 2020).

Biologicky odbouratelné polymerni implantaty se Casto vyrabé&ji na bazi taveniny metodou
vytlatovani nebo vstiikovani. Ptfi vyrobé byvaji tyto metody kombinovany s jinymi
technikami, aby bylo dosazeno spravné porovitosti nosi¢e. Mezi vyhody technologii na bazi
taveniny patii rychla vyroba bez pouziti rozpoustédla, vyroba nosi¢u riznych tvart a velikosti
pouhou zménou geometrie formy a vyuziti riznych piisad, jako jsou naptiklad keramické
Castice a bioaktivni molekuly slouzici ke zlepSeni mechanickych vlastnosti (Hasanzadeh

et.al., 2022).

3.1 Tepelné indukovana separace fazi

Principem této metody je naliti horkého roztoku polymeru do vhodné formy (odlitek)
anasledné ochlazeni, ¢imz vznika skelet. Touto technikou vznikaji vzajemné propojené
porézni struktury. TIPS (tepelné indukovana separace fazi) technika pti vyrobé nosic¢i neni
vsak pfili§ vhodna kvuli slozité vyrobé, nahodnému zvysSovani teploty a tim zplsobené
degradaci materialu. Nejvyznamnéj$i nosi¢ vyrobeny metodou TIPS je PEI-PETIM
(polyetherimid-polyethylenimin), ktery by v budoucnu mohl byt vhodny k hojeni ran.
Aplikace TIPS techniky vsak neni pfili§ popularni kvili ndhodnému zvySovani teploty pii
vyrobé, coz je problematické zejména z pohledu tepelné citlivosti bun¢k (Badekila et al.,
2020).

3.2 Technika elektrostatického zvlaknovani

Technika elektrostatického zvladknovani zahrnuje vyrobu ultratenkych vlaken elektrickym
nabijenim suspendované Kapicky polymerniho roztoku mezi kovovou tryskou a kolektorem,
vlakno se sestavuje na kolektoru ukladanim netkané textilie (Badekila et al., 2021). Potencial
této techniky zavisi na vnitfnich vlastnostech roztoku, jako je koncentrace polymeru,
viskozita nebo vodivost, kontrole vyrobnich parametri (tj. napéti, prutok, vzdalenost mezi
tryskou a kolektorem) a podminkach prostiedi, tj. teplota a vihkost (Polonio-Alcala et al.,
2022). Touto technikou lze vyrobit nosi¢e s optimalni poérovitosti, ktera je zadouci pro
proliferaci a rast bun¢k. Pfi hojeni ran umoznuje tato technologie snadnou povrchovou

modifikaci nanovlaken a zaclenéni biomolekul potiebnych pro spravné hojeni rany. Studie
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dokazuje, ze ptiprava methakrylatového roztoku kyseliny hyaluronové pomoci techniky
elektrostatického zvlaknovani ke generovani biochemickych podnéti je dulezita pro kultivaci
lidskych mezenchymalnich bun¢k (Badekila et al., 2021).

3.3 Technika pénéni

Vyroba polymernich nosic¢i technikou pénéni se provadi kombinaci pevné a kapalné faze
zavzniku pénové struktury, ktera umoznuje rast bunék. Pfi vysoké teploté a tlaku se plyn
(CO2, N2) rozpousti v tavening, ktera jej zachycuje a dochazi ke vzniku pény (Badekila et al.,

2021). Schéma této techniky je znazornéno na obrazku 7.

Vstrikovani
plynu
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Dvoufazova
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Obr. 7: Schéma techniky pénéni; Plyn se pii vysokém tlaku a teploté rozpousti v tavening, ktera jej
zachycuje a dochazi ke vzniku pény. Pozadovana nukleace je iniciovana poklesem tlaku v dasledku
smrsténi nebo otevieni formy, ve které je nosi¢ vyrabén (upraveno dle Hasanzadeh et al., 2022).

Plyn potiebny k pénéni je zajistén nadouvadly. Rozlisujeme dva typy nadouvadel, fyzikalni
a chemicka, kdy fyzikalni nadouvadla jsou plynné materialy (CO2, N2) pfimo vstiikované do
polymerni taveniny, chemicka nadouvadla predstavuji pevné materialy, které jsou
distribuovany v polymerni matrici. V momenté¢, kdy dojde k nartstu teploty, uvolni se plyn

potiebny pro proces pénéni (Hasanzadeh et al., 2022).
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Jednou z nejvyuzivanéjSich metod je vstiikovani pény, které je rozdéleno na nizkotlaké
a vysokotlaké. Pii nizkotlakém vstiikovani pény se do formy vsttikuje v kratkych intervalech
jednofazova smés polymeru a plynu. Pénéni nastava v momenté, kdy tavenina vstoupi do
formy a dojde k nahlému poklesu tlaku, v disledku ¢ehoz dochazi k naplnéni prazdné ¢asti
formy. Pfi vysokotlakém vsttikovani se do formy vstiikuje cely objem smési polymeru
aplynu najednou, dochazi krozpadu bublin, které se rozpousti v taveniné plsobenim
vysokého tlaku. Pozadovana nukleace je iniciovana poklesem tlaku v disledku smrsténi nebo

otevieni formy (Hasanzadeh et al., 2022).

3.4 Biotisk

Biotisk je nov¢ vznikajici obor regenerativni mediciny. Je definovan jako tisk struktur pomoci
zivotaschopnych bunék, biomaterialt a biologickych molekul. Musi vyrabét nosic¢e s vhodnou
mikroarchitekturou, ktera zajisti mechanickou stabilitu a podpofi rist bunék, zaroven zohledni
dopad vyroby na zivotaschopnost bun¢k. Produkce bunécnych trojrozmérnych struktur, které
napodobuji télesné tkan€, ma dulezitou roli nejen v tkanovém inzenyrstvi, ale také pfi
dodavani 1éku a studiich rakoviny (Kacarevi¢ et al., 2018). Jedna se 0 metodu, ktera ma
v oblasti tkanového inzenyrstvi slibnou budoucnost. Ocekava se, ze v budoucnu budou
nemocnice vybaveny pfistroji, které sestavi vicevrstvé komplexni tkané jako je chrupavka,
kost apod. (Badekila et al., 2021).

Biotisk 1ze rozdé&lit podle techniky tisku na vytlacovaci tisk, inkoustovy tisk a laserovy tisk.
napodobovat enviromentalni vlastnosti kostni tkané svysokou piesnosti, jelikoZz rtzné
biomaterialy, rustové faktory a bunky mohou byt vytistény soucasné s presnou kontrolou
jejich distribuce. Témito metodami je tedy mozné vyrobit specificky nosi¢ pro daného
pacienta za kratky cas a nizké naklady, je ale nezbytny vybér vhodného materialu
a nejvhodnéjsi metody 3D tisku (Maia et al., 2022).

Prvni pokusy o tisk zivych bunék byly provedeny pomoci specialné upravenych komercné
dostupnych inkoustovych tiskaren. Inkoustovy tisk je technika, ktera davkuje kapicky

bioinkoustu pomoci tepelnych nebo piezoelektrickych pfistupti, viz obrazek 8 (Kacarevi¢

je snadno pouzitelny a predstavuje nizsi naklady (Maia et al., 2022).

K nukleaci bubliny je vyuzivan zahtaty prvek, bublina zpusobuje nahromadéni tlaku uvniti

tiskové hlavy, coz vede k vypuzeni kapicky (Kacarevi¢ et al., 2018). Lze tisknout nékolik
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svazkl kapicek v zavislosti na teplotnim gradientu, frekvenci pulzd a viskozité bioinkoustu.
V piezoelektrickém pfistupu vznikaji kapi¢ky v dusledku pouziti akustické viny na pfitomné
piezoelektrické prvky (Maia et al., 2022). Tento mechanismus omezuje pouziti vysoce
koncentrovanych a viskoznich bioinkoustu, jelikoz jejich viskozita tlumi aplikované akustické
viny a brani vyvrzeni kapicek (Kacarevi¢ et al., 2018). Inkoustovy tisk ptedstavuje slibnou
metodu K vyrobé modeltt kostni tkané¢ s vysokym prostorovym rozliSenim, umoznuje
jednotnou a vysoce specifickou dispozici bunék, kromé toho mtize byt kombinovan s jinymi
technikami zpracovani pro vytvofeni relevantnéjsich modela (Maia et al., 2022). Poskytuje
vysoké rozliseni a pfesné polohovani bunék. Vyzaduje vsak nizkou koncentraci inkoustu,
coz muze mit za nasledek Spatnou strukturalni integritu a neefektivni zapouzdieni bunék. Tato
technika prokazala velky Gspéch pii vytvafeni nervovych a koznich tkani (Kacarevi¢ et al.,
2018).

Tepelny <+« Piezoelektricky
prvek E A prvek
Kapicky
E bioinkoustu .
g :ooiooo - h NOSice _> ooooo-ooogo e

Obr. 8: Schéma inkoustového biotisku: Termalni inkoustové tiskarny pouzivaji tepelné indukovanou
nukleaci bublin, ktera pohani bioinkoust mikrotryskou. Piezoelektricky pohon vytvaii akustické viny,
které pohanéji bioinkoust mikrotryskou (upraveno dle Kacarevi¢ et al., 2018).

Extruzni tisk se vyuziva po celém svété k vyvoji piesnych struktur diky snadnému piistupu,
flexibilité¢ a cenové dostupnosti (Maia et al., 2022). Bioinkoust je vytlatovan z kazet tryskou
pohanénou pneumatickym nebo mechanickym tlakem a ulozen v pfedem navrzené struktuie,
viz obrazek 9 (Kacarevic et al., 2018). Pokud jde o pneumatickou silu, k vytlaceni materialu
je vyuzivan stlaceny vzduch, u mechanické sily jsou vyuzivany pistové nebo Snekové srouby.
Volba mechanismu je zavisla na elastickych vlastnostech materialu, ktery ma byt vytlacovan

(Maia et al., 2022). Hlavni vyhodou extruzniho tisku je schopnost tisknout s velmi vysokou
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hustotou bun¢k (Kacarevi¢ et al., 2018). Tato technika vsak vykazuje i vyznamné nevyhody,
mezi které patii pomala rychlost tisku, nekvalitni rozliSeni a bunééna smrt vyvolana stiihem.
Navzdory témto nevyhodam je extruzni tisk Siroce pouzivan v inzenyrstvi kostni tkan¢, kde

tato technika umoznila napodobit mikrostrukturu kostni tkan¢ (Maia et al., 2022).

P Axialni pist
Proud
vzduchu I

<«—— Tok bioinkoustu ——

Obr. 9: Schéma biotisku zaloZeného na extruzi; zleva pneumaticka extruze, zprava mechanicka
extruze (upraveno dle Kacarevi¢ et al., 2018).

Laserovy tisk umoziuje tisk s vysokou ptesnosti a rozlisenim. Zakladem této techniky je
laserem indukovana depozice bunék nebo biomateriali. Soustava se sklada z pulzniho laseru
pod napétim, pasky obsahujici bioinkoust a faze, na kterou bude nosi¢ vytistén. Paska je
vyrobena z vrstvy prihledného substratu (napi. skla), ktery je potazen vrstvou kovu, ktery
absorbuje laser (napft. zlato), na vrchni vrstveé této pasky je umisténa tenka vrstva bioinkoustu.
Laserovy paprsek odpaiuje kovovou vrstvu a prenasi kapicky bioinkoustu na substrat, kterym
muze byt biopapir, polymerni list nebo nosi¢ (viz. obr. ¢. 10). Tato technika ma tu vyhodu,
7e neobsahuje trysky, coz umoznuje tisk drobnych kapicek s vysokou hustotou bunék.
Ma schopnost umistit vice typi bun€k svysokym stupném piesnosti a jedine¢nost
Vv polohovani jednotlivé buiniky na kapicku. Jedna se vSak o velmi nakladny proces s nizkou
stabilitou (Kacarevi¢ et al., 2018). Nekteré studie ukazaly, Ze laserové ozafovani muze

poskodit buiiky a snizit jejich zivotaschopnost (Maia et al., 2022).
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Obr. 10: Schéma laserového biotisku: a) prihledné sklo, b) tenka kovova vrstva, ¢) bublina
vyvolana odpatfovanim; Nukleace bublin indukovana laserovou energii pohani kapicky bioinkoustu
smérem K substratu (upraveno dle Kacarevi¢ et al., 2018).

Nov¢é vznikajici technologii, ktera je stale v pocate¢ni fazi, je 4D biotisk, ktery zahrnuje
aplikaci biomaterialti reagujicich na podnéty. Na rozdil od 3D biotisku méni konstrukce tvar
pii aplikaci podnétu jako je teplota, vlhkost, zména pH, svétlo a elektrické pole. Touto
metodou Ize v budoucnu vytesit problém pti implantaci nosice do defektni oblasti tuhé tkané
¢i organu, kdy dochéazi k nedokonalému ulozeni a zabranéni biokompatibility. V riznych
studiich byly vyrobeny nosice pro regeneraci nervi, rust nové tkané pro terapii kmenovymi
buikami apod., rozsahla aplikace této technologie vsak vyzaduje stale vice vyzkumu
a zkuSenosti (Badekila et al., 2021).

3.5 Modelovani tavené depozice

Modelovani tavené depozice, znamé také jako modelovani tavené laminace, je technologie,
ktera ohiiva a tavi vlaknité tavné materialy, kterymi trojrozmérna tryska selektivné potahuje
podpirny material. Po rychlém ochlazeni vznika vrstva, na kterou jsou skladany dalsi vrstvy
do té doby, nez je vytvoren cely tvar nosice (Obr. 11). Pro metodu tavené depozice jsou
vétSinou vyuzivany smrstitelné polymery véetné polyamidu, polyesteru, polykarbonatu,

polypropylenu apod. (Zhang et al., 2023).
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Obr. 11: Schéma metody modelovani tavené depozice; Civka s tavnym materialem je ohfivana
topnym télesem, tryska potahuje tavenym materialem podptrné téleso ¢i podptrny material
na platformé, po rychlém ochlazeni dochazi k vytvareni vrstev (upraveno dle Zhang et al., 2023).

3.6 Selektivni laserové sintrovani

Pro metodu selektivniho laserového sintrovani (SLS) jsou vyuZivany vétSinou praskové
materialy, v soucasné dobé nejvice voskovy a plastovy prasek. Béhem zpracovani se prasek
piedehieje na teplotu mirn¢ niz$i, nez je jeho teplota tani a poté se prasek zplosti ptisobenim
valecku. Pod kontrolou pocitace je laserovym paprskem prasek spékan za vzniku vrstvy,
po jejim vytvoteni se spéka dalsi vrstva. Nakonec se piebyteény prasek odstrani (Zhang et al.,
2023). Schéma metody je znazornéno na obrazku 12.

Chen et al. aplikovali technologii selektivniho laserového sintrovani k vybudovani PCL
nosi¢e s dobrymi mikroskopickymi a makroskopickymi vlastnostmi (Zhang et al., 2023).
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Tato metoda vyroby poskytuje potencial pro regeneraci oblicejovych chrupavek, kromé toho
mize takto vyrobeny nosi¢ slouzit jako patet, do které jsou zaclenény injekéni hydrogely

se zapouzdienymi buiitkami (Chen et al., 2014).

>
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Skenovaci
systém
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davkovani i .
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Obr. 12: Schéma metody selektivniho laserového sintrovani; Praskovy material je predehiat na
urcitou teplotu a poté zplostén pomoci valecku, laserovym paprskem je prasek spékan za vzniku
vrstvy (upraveno dle Zhang et al., 2023).

Ve srovnani s modelovanim tavené depozice ma technika SLS $ir$i vybér materiald a ma
vysokou rychlost zpracovani, vysokou piesnost a pevnost. Nevyhodou obou technik je, ze pfi
vysoké teploté dochazi ke zniCeni materialu nebo ristovych faktort, dalsi nevyhodou je
drsnost povrchu nosice, ktery diky tomu nelze pouzit pro tisk v kombinaci s zivymi bunkami
(Zhang et al., 2023).
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3.7 Technologie lisovani a vyluhovani ¢astic

Pii vyrob¢é metodou lisovani dochazi k ohfevu formy obsahujici pfislusny polymer do té doby,
nez teplota dosahne teploty skelného piechodu u amorfnich polymert nebo teploté tani
u polokrystalickych polymeri. Poté jsou polymerni ¢astice stlacovany do prislusného tvaru.
Vyhodami této metody je mala deformace ve srovnani s jinymi technikami a proveditelnost
vyroby slozitych geometrickych nosi¢u. Jednou z nejucinnéjsich technik je kombinovana
metoda lisovani a vyluhovani ¢astic (Obr. 13). Polymerni granula a ¢asticovy porogen jsou
V pevném stavu, pusobenim teploty dochazi Kk jejich roztaveni a zhutnéni slouceniny.
Po roztaveni kompozice se na formu aplikuje tlak, ¢imz je vyroben porézni nosi¢, ktery je
vyluhovan v porogenu, jehoz koncentrace ovliviiuje pérovitost, velikost a tvar porogenu
reguluje geometrii nosice. Tato technika je nejcastéji vyuzivana pii vyrobé nosice slouziciho

k vyztuzeni kosti nebo chrupavek (Hasanzadeh et.al., 2022).
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Obr. 13: Schéma technologie lisovani a vyluhovani ¢astic; Pisobenim teploty dochazi k roztaveni
porogennich ¢astic a polymernich granuli a ke zhutnéni slouceniny, po roztaveni je na formu
aplikovan tlak, ¢imz je vyroben nosic, ktery je vyluhovan v porogenu (upraveno dle Hasanzadeh et.al.,
2022).
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3.8 Technologie vytla¢ovani a vyluhovani ¢astic

Kombinovana technika vytlacovani a vyluhovani ¢astic je pouzitelnou metodou pro nosice
spevnym prufezem (Obr. 14). Piedstavuje typickou kombinovanou techniku
vyluhovani/extruze ¢astic, kdy se polymerni granule a porogenni ¢astice smichaji pomoci
dvousroubového nebo jednoSroubového extrudéru. Polymerni nebo porogenovy kompozit
S pevnym prufezem je nasledné vytlacen a vyluhovan v rozpoustédle, ¢imz dojde k vytvoieni
porézniho nosice slouziciho k regeneraci poskozenych cév (Hasanzadeh et.al., 2022).
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Obr. 14: Schéma technologie vytlacovani a vyluhovani ¢astic; Porogenni Castice a polymerni
granule jsou smichany pomoci extrudéru, kompozit je nasledné vytla¢en a vyluhovan v rozpoustédle,
¢imz dojde k vytvorfeni nosi¢e (upraveno dle Hasanzadeh et.al., 2022).
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3.9 Technologie vstiikovani a vyluhovani ¢astic

Nékolik studii prokazalo, ze technika vstiikovani muZe byt pouzita pro vyrobu nosi¢e
slouziciho jako ortopedické implantaty nebo k dodavce 1ékt. Proces vstiikovani v kombinaci
s vyluhovanim ¢astic je jednou z nejoblibenégjsich vyrobnich technik (Obr. 15). Polymerni
granule a porogenové Castice se smichaji pomoci dvousroubového extrudéru za vzniku
polymernich a porogenovych kompozitnich granuli, které jsou vstiikovany do formy
se specifickym tvarem. Takto lisovany kompozit se vyluhuje ve vhodném rozpoustédle (napf.

chloroform), ¢imz dojde k vytvoieni porézniho nosi¢e (Hasanzadeh et.al., 2022).
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Obr. 15: Schéma technologie vstiikovani a vyluhovani ¢astic; Porogenové ¢astice a polymerni
granula jsou smichany pomoci extrudéru za vzniku kompozitnich granul, ktera jsou vstiikovana do
formy specifického tvaru. Vylisovany kompozit je vyluhovan ve vhodném rozpoustédle, ¢imz dojde
k vytvofeni porézniho nosice (upraveno dle Hasanzadeh et.al., 2022).
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3.10 Stereolitografie

Stereolitografie je jedna z méné znamych metod slouzicich k vyrobé bunéénych nosic¢a. Diky
ni mohou byt vytvofeny piesné vnéjsi geometrie i vnitini uspofadani odpovidajici lidské tkani
(Skoog et al., 2014). Jedna se 0 rychly prototypovy proces, pii kterém je vyuzivano vytvaieni
struktur kladenim jednotlivych vrstev na sebe. Je zalozena na principu fotopolymerace, coz je
jev, pii kterém dochazi po ozafeni paprsky uréité ¢asti spektra k aktivaci odpovidajici latky
obsazené v kompozitech. Rozpadem této latky je aktivovana polymeraéni reakce, ktera
zahrnuje pocditatem ftizené ozafovani kapalné pryskyfice (Taneja et al., 2022). Vyuziva
ultrafialové nebo viditelné svétlo k vytvrzeni fotosenzitivnich polymert vrstvu po vrstve,

viz obrazek 16 (Kacarevic et al., 2018).

Zdroj UV/Vis svétla ——> !
I\

I \ Nosic

.....

"t e Nadobas

Platforma ______. . . .. ... .. bioinkoustem

\

Obr. 16: Schéma stereolitografie; Fotopolymerace probiha na povrchu nadoby, ve které je
svétlocitlivy bioinkoust vystaven svételné energii, patforma se béhem vyroby pohybuje smérem dold
(ptevzato a upraveno dle Kacarevi¢ et al., 2018).

Draha UV-svétla je definovana tzv. ,pocitacem podporovanym projektovanim* (CAD;
Computer Aided Design). Volné radikaly a dal$i reaktivni latky vznikaji excitaci molekul
fotoiniciatoru UV zafenim, coz zpusobuje polymeraci pryskytice a tvorbu pevné faze
materialu (Taneja et al., 2022). Fotoiniciatory jsou chemické molekuly, které vytvaieji
reaktivni Cinidla po vystaveni svételné energii, reaguji s monomery materialu, aby pak
iniciovaly tvorbu polymernich fetézci. Jsou citlivé na rizné rozsahy vinovych délek, nékteré

jsou spoustény UV zafenim, jiné viditelnym svétlem. Nejcastéji pouzivanymi a nejméné
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cytotoxickymi fotoiniciatory jsou Irgacure 2959 pro oblast UV svétla, pro viditelné svétlo je

pouzivan eosin Y (Kacarevi¢ et al., 2018).

Polymerace probiha v horni c¢asti nadoby s bioinkoustem, kde je biomaterial vystaven
svételné energii. Po polymeraci kazdé vrstvy je ploSina nesouci strukturu spusténa do nadrze,
coz Umozni fotopolymerizaci nové vrstvy nahoie (Kacarevi¢ et al., 2018). Proces spousténi
plosiny nesouci strukturu pokracuje az do tplného dokonceni 3D struktury (Taneja et al.,
2022).

Stereolitografie se jevi jako slibny kandidat pro vyrobu bunétnych nosict. Absence
smykového napéti z ni ¢ini atraktivni volbu pro zaclenéni bunék, omezeni vSak piedstavuje
poskozeni bunééné DNA zplsobené UV zafenim. Nektefi vyzkumnici jiz zacali hledat
alternativy, mezi které patii pouziti materialti, které absorbuji pouze viditelné svétlo, tudiz

nebude muset byt pouzito UV zafeni (Kacarevi¢ et al., 2018).

3.11 Decelularizace

Decelularizace je metoda, ktera je v poslednich 20 letech casto vyuzivana ve studiich
tkanového inzenyrstvi. Je zaméfena na odstranéni vSech bunétnych a jadernych slozek
z tkang, je vsak zachovano slozeni, biologicka aktivita a mechanicka integrita ECM (Inci,
2021). Zachovani nativni struktury ECM je nezbytné, nebot’ ECM vytvati mikroprostiedi pro
bunéénou funkci, diferenciaci a proliferaci (Choudhury et al., 2020). Decelularizované tkané
jsou znovu osidleny buitkami pochazejicimi od pacienta, jedna se o tzv. recelularizaci, ¢imz
dojde k vytvoteni ,,personalizovaného organu‘ (Obr. 17). Po recelularizaci bude tento organ
implantovan do téla pacienta bez nutnosti dlouhodobé imunosuprese (Hillebrandt et al.,
2019). Existuje mnoho decelularizovanych tkani a organt, mezi které patii klize, svaly, jatra,
chrupavka, kosti, cévni tkan¢, srdce, perikard, amnioticka membrana, tukova tkan apod., které

byvaji vyuzivany jako biomaterialy (Inci, 2021).

Kromé odstranéni bunécného obsahu a jaderného materidlu je nutné také odstranéni
potencialnich kontaminantii nebo zbytkovych detergentti. Tento proces lze rozdélit do tii
kroku: faze prani, faze oplachovani a faze sterilizace. Faze prani zahrnuje pouziti detergentu,
enzymu nebo denatura¢niho ¢inidla Kk lyzi bunék a rozkladu tkan¢. Faze oplachovani odstrani
zbytkové detergenty, nebot’ tyto kontaminanty, obvykle cytotoxické, inhibuji bunétnou
proliferaci béhem recelularizace. Ve sterilizaéni fazi jsou odstranény antigenni slozky
a bakterie, aby doslo k zabranéni imunogenni odpovédi (Choudhury et al., 2020). Sterilizace

je nutna k odstranéni potencialnich patogenti, které¢ by mohly vyvolat imunitni odpovéd.
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Sterilizace je sice nezbytna, ale ovlivituje strukturalni a mechanické vlastnosti tkan¢ a muze
zpusobit retenci cytotoxinti. VétSina patogent je bakteridlni, je vS§ak mozna virova a plisfiova
kontaminace nosice, které 1ze odstranit standardnimi steriliza¢nimi technikami, avS$ak
endospory, retroviry a priony jsou vac¢i t€émto metodam rezistentni. Nosice se vétSinou
steriluji pomoci nizkoteplotnich technik, jako je namaceni kyselinou peroctovou, y-ozafovani,

antibiotika, dlouhodobé UV-zateni a ethylenoxid (Snyder & Jana, 2022).

K decelularizaci jsou vyuzivana ruzna Ccinidla, ktera se d¢li na biologické, chemické
afyzikalni. Mezi biologické latky patfi pfedev§im enzymy jako jsou nukledzy, trypsin
achelata¢ni c¢inidla jako je napfiklad kyselina ethylendiamintetraoctova. Nejbéznéji
se pouzivaji chemické prostiedky, které délime na hypotonické nebo hypertonické roztoky
a iontové nebo neiontové detergenty. Mezi fyzikalni ¢inidla patii napt. mechanicka sila a tlak,
ale jsou malo vyuzivany z divodu nedostateéné decelularizace celého organu. V mnoha
studiich dochazi ke kombinaci riznych technik a ¢inidel, ¢imz dochazi k vylepseni metody
decelularizace, i piesto vSak zustava tato metoda nedostate¢né prozkoumana a neni znama jeji

stoprocentni vyuzitelnost (Hillebrandt et al., 2019).

Chemické decelularizacni metody vystavuji tkan€ chemikaliim prostfednictvim metod
namaceni nebo perfuze, které zpusobuji poskozeni bunék. Nevyhodou je, Ze chemicka
expozice muze poskodit tkan a denaturovat proteiny. Detergenty jsou klasifikovany
na zakladé¢ jejich hydrofilnich a hydrofobnich Vlastnosti jako iontové, neiontové
nebo amfoterni (zwitterionové) detergenty. Nejbéznéjsim iontovym detergentem pouzivanym
pro decelularizaci je dodecylsulfat sodny (SDS), jeho amfifilni vlastnosti z n&j ¢ini vysoce
ucinnou povrchové aktivni latku schopnou narusit lipidovou dvojvrstvu exponovanych bunék.

Ma hydrofobni konec, diky kterému se vaze na elastin, coz ma za nasledek otok tkané
a zachyceni SDS v tkani (Snyder & Jana, 2022).
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Obr. 17: Decelularizace a nasledna recelularizace krysich jater: a) obecné schéma decelularizace a
recelularizace, b) nativni krysi jatra, c) decelularizovana krysi jatra, d) recelularizovana krysi jatra
(Hillebrandt et al., 2019).

42



4. Praktické aplikace bunéénych nosicu
V této kapitole je predstaveno nékolik aktualnich studii, které se zabyvaji praktickou aplikaci

bunécnych nosict a metodami k jejich vyrobeni.

4.1 Porézni nosice pro regeneraci kosti

Kosti hraji v lidském téle dulezitou roli pii pohybu, poskytuji mechanickou oporu, chrani
organy, fidi vstfebavani mineralti a dochazi v nich ke krvetvorbé, konkrétné v kostni dfeni.
Kostni tkan se sklada z organické slozky, kolagenu typu |, anorganické slozky
a hydroxyapatitu (Obr. 18). Na rozdil od jinych tkani ma kostni tkan pti drobnych poranénich
schopnost sebeobnovy, tato schopnost vSak byva omezena nedostatkem zasobovani krvi

nebo v pripadé systémovych onemocnéni (Kazutoshi lijima and Hidenori Otsuka, 2020).

Osteony

e e )
Fibrily e ===
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Oblast mezery Hydroxyapatit

| oo |
% Miseaksovine

b kolagenové fibrily

|

Kolagenové trojSroubovice

Obr. 18: Stavba kosti (upraveno dle Kazutoshi lijima and Hidenori Otsuka, 2020).

U starSich osob dochazi v disledku osteoporozy ke zlomeninam kosti, jejichz 1écba je velmi
komplikovana a zdlouhava. Dalsimi divody poskozeni kosti jsou urazy pii nehodach
nebo sportu a 1é¢ba kostnich nadort (Kazutoshi lijima and Hidenori Otsuka, 2020). Poranéni
a nasledna reparace kosti jsou celosvétovy problém. Jednoduché zlomeniny se samy zahoji,
ale velké kostni posSkozeni vyzaduje roubovani autolognich kosti, které ma znacné riziko
odmitnuti imunitnim systémem, pfenosem patogeni a nedostate¢nosti (Sriwong et al., 2023).

Nové 1é¢ebné postupy se snazi pomoci nosic¢u regenerovat poskozenou tkan, ktera se Spatné
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hoji (Abbasi, 2020). Regenerace kosti je slozity proces, ktery zahrnuje fadu molekularnich,
bunéénych, biochemickych a mechanickych podnétt, proto jsou Kk regeneraci Kosti
vyzadovany nosi¢e s Vhodnym tvarem, velikosti port, rozloZitelnosti, biokompatibilitou,
vhodnymi mechanickymi vlastnostmi a Zzadoucimi bunétnymi odpovéd'mi (Wang et al.,
2020).

Pokud je misto poranéni pfili§ velké a nemuze dojit ke spontdnnimu zahojeni, vyuziva
se nékolik piistupi vyuzivajicich autografty, alografty, alo$tépy nebo syntetické kostni
nahrazky. Autograft je pouziti kostniho bloku odebraného z pacientovy vlastni kostni tkané,
alograft je lyofilizovana kostni tkan pochazejici od lidského darce. Alostépy pochazeji
od geneticky odlisnych jedinci téhoz druhu, tzn. od darce. Tyto 1é¢ebné strategie predstavuji
znatna omezeni, napi pouZiti autografti mize vést k morbidité v misté transplantace,
infekcim v rané nebo dlouhodobé bolesti. Pouziti alostépt zase piredstavuje zvySené riziko
pienosu infekéniho onemocnéni. V piipadé kostnich nahrad, jako jsou protézy, je obvykle
vyzadovana nasledna revize. K feSeni téchto problémt byly studovany rizné metody
tkanového inZenyrstvi s cilem vyvinout vylepsenou strategii zaméfenou na pouZziti nosiéu,

bun¢k a biologicky aktivnich podnétt pro regeneraci kostni tkan¢ (Maia et al., 2022).

Osteogenni schopnost nosi¢e je ovlivnéna vazbami mezi pory, ¢imz dochazi k usnadnéni
distribuce bungk, integraci s hostitelskou tkani a proristani kapilar. Aby byl nosi¢ ucinny,
musi spliiovat pozadavky na fyziologické a mechanické zatizeni, musi spliovat pfislusnou
velikost port a vzajemnou propojenost, ¢ehoz stale nelze stoprocentné dosahnout. Tkanové
inzenyrstvi Vyzaduje vhodnou architekturu nosici, jelikoz rozlozeni pord a geometricka
stavba silné ovliviiuji schopnost bunék pronikat, proliferovat a diferencovat. Rychlost
degradace nosi¢e musi byt sluditelna se zranim a regeneraci nové tkané po transplantaci
in vivo, proto materialy s velmi vysokou molekulovou hmotnosti, které se v téle nerozkladaji,
maji omezené pouziti jako materialy kostnich $tépi. Produkty procesu degradace by mély byt

netoxické a nemély by stimulovat zanétlivou reakci (Abbasi, 2020).

Biomaterialy Kk vyrobé nosi¢t mohou byt ziskavany bud’ z pfirodnich zdroja (napf. alginat,
kolagen) nebo mohou byt vyrabény synteticky (napi. PEG, PCL). Mohou byt pouzity
jednotlivé nebo v kombinaci, podminkou je, aby nosi¢ nejlépe napodoboval ECM kostni
tkan¢ a umoznoval ptipojeni bunék, proliferaci a diferenciaci a zaroven poskytoval vhodnou

mechanickou podporu (Maia et al., 2022).

44



4.1.1 Bunécné nosice pro regeneraci kostni tkané pomoci mezenchymalnich bunék

Mezenchymalni buiiky (MSC) jsou izolovany z kostni diené, tukové tkan¢, pupecnikové krve
azubni dfené a k regeneraci Kostniho defektu pfispivaji pfimymi i nepfimymi G¢inky.
Zaptimy ucinek povazujeme vyvijeni MSC za Gcéelem vytvofeni bunék tvoficich Kosti,
za nepiimy G¢inek lze oznacit produkci cytokinu, rustovych faktort, regulaci vaskularizace
a modulace zanétu. MSC maji schopnost diferenciace na mezenchymalni tkan véetné kosti,
Slach, svali a chrupavek. K regeneraci kostni tkan¢ jsou vyuzivany dvé metody — metoda
konstrukce kosti tkan¢ z MSC in vitro a jeji transplantace a metoda transplantace MSC

k indukci regenerace kosti in vivo (Iljima and Otsuka, 2020).

4.1.2 Injekéni a antibakterialni nosi¢ fosforeénanu vapenatého

Osteomyelitida je bézné zanétlivé onemocnéni kosti, které Casto vede ke kostni nekrdze
a destrukci, ktera je dasledkem polymikrobialni nebo smisené infekce. Hlavnim patogenem
je zejména Staphylococcus aureus. Pro 1é¢bu osteomyelitidy se pouzivaji bézna antibiotika,
jako je napf. penicilin, ktery patii mezi beta-laktamové latky. Nejucinngjsi 1écba je vsSak
dosazena pouze tehdy, kdyz lokalni koncentrace antibiotik zistava nad minimalni inhibi¢ni
koncentraci po delsi dobu. Lokalni podavani antibiotik je novou terapeutickou metodou,
ktera prispiva k relativné vysoké koncentraci antibiotik v infikovaném misté v boji proti rastu
bakterii a zabranuje Skodlivym ucinkiim systémovych antibiotik na zbytek organismu. Dalsim
nezbytnym zakrokem pro 1écbu osteomyelitidy, ktery by mohl odstranit nezivotaschopnou
tkan a infikovanou kost, je chirurgicky debridement, coz znamena chirurgické vyc¢isténi rany.
Tato metoda vsak muize vést ke ztrat¢ kostni hmoty a naslednym obtizim pii hojeni.
Zanejlepsi metodu rekonstrukce kostnich defektd jsou povazovany autologni kostni $tépy,
tato aplikace vsak byla relativné omezena z divodu nedostatecného zasobovani kostnimi

Stépy. Z tohoto diivodu jsou vyvijeny nahrazky kostnich $tépa (Wu et al., 2021).

Ve studii Wu et al. byla vyvinuta antibakterialni a injek¢ni CPC-chitosanova pasta obsahujici
penicilin-zapouzdiené alginatové mikrokuli¢ky. Cilem této studie bylo vyvinout nové injekéni
a mechanicky vylepsené mikrokulicky alginatu obsahujici antibiotika, zkoumat mechanické
a antibakterialni vlastnosti proti infekcim S. aureus a zajiSténi Zivotaschopnosti nosice.
Vyvinuty CPC-chitosanovy nosi¢ mél mechanickou silu odpovidajici zdravé kosti, silnou
antibakterialni funkci proti infekcim S. aureus a podporoval zapouzdieni a zivotaschopnost
mezenchymalnich kmenovych bunék. Byla prokazana dobra mechanicka pevnost, uvoliiovani

antibiotik po delsi dobu, nosi¢ nemél zadné toxické ucinky. Injekéni CPC-chitosanovy nosié¢
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vykazoval vétsi inhibi¢ni zéonu nez kontrola penicilinového disku, mimo to mél okamzity
ucinek inhibujici biofilm ke kontrole grampozitivnich kokovych infekci. Tento vyrobeny
nosi¢ je slibnym kandidatem pro klinické aplikace v boji proti infekcim S. aureus, ktery
je hlavnim patogenem v lézich osteomyelitidy, které by jinak vyzadovaly agresivni
chirurgicky zakrok vedouci ke snizeni kvality zivota pacienti. Vyrobeny nosi¢ ma nékolik
hlavnich vyhod, mezi které patii injekéni podani, sila odpovidajici poruSené kosti, silna
atrvala antibakterialni aktivita a biokompatibilita. Tento nosi¢ je slibnym kandidatem pro
zubni, kraniofacialni a ortopedické aplikace pro kontrolu infekci a zlepSeni regenerace kosti

(Wu et al., 2021).

4.1.3 3D tisk poréznich nosi¢a dvoufiazového fosfore¢nanu vapenatého

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, jednou z dulezitych vlastnosti nosi¢u je jejich poérovitost.
Obecné je dano, Ze pro usnadnéni bunééné migrace, vaskularizace, osteokondukce a integrace
mezi vnitini tkani a implantatem jsou zapotiebi pory o velikosti 50-500 um. Duan et al.
Ve své studii pouzili pro piipravu poréznich nosi¢t metodu 3D tisku v kombinaci
s polymethylmethakrylatovymi ¢inidly (PMMA), ktera vytvareji pory specifického rozsahu
(Obr. 19).
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Obr. 19: Pribéh 3D tisku nosi¢e dvoufazového fosforeénanu vapenatého; Pridanim
polmethylakrylatovych ¢inidel do gelu vznika gelova suspenze, ktera je vyuzita k 3D tisku poréznich
nosi¢t (upraveno od Duan et al., 2023).

Hydroxyapatit, ktery je hlavni anorganickou slozkou kostni tkang, byl potazen nanopraskem

fosfore¢nanu trojvapenatého (TCP) syntetizovaného chemickym srazenim za vzniku
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dvoufazového fosfore¢nanu vapenatého (BCP). TCP je pfi regeneraci tkané zcela absorbovan,

coz z n¢j ¢ini nejzadangjsi biologicky odbouratelny material (Duan et al., 2023).

Ve studii Duan et al., 2023 byl pouzit akrylamidovy monomer N,N’-methylenbisakrylamid,
citronan amonny, PEG 4000, HA, oleat sodny a deionizovana voda. Nanoprasky prekurzora
TCP byly ptipraveny chemickym spolusrazenim. Suroviny CaCl, a (NHs)2HPOs4 byly
rozpustény V deionizované vod¢, poté byl CaCl, po kapkach piidavan do (NH4):HPO4
a vznikajici srazenina byla stfidavé promyvana deionizovanou vodou a alkoholem. Timto
procesem byly vyrobeny prekurzory TCP, které byly smichany s HA a dal§imi potfebnymi
latkami za vzniku tzv. tiskaiské kase (Duan et al., 2023). Metodou 3D tisku v kombinaci
s PMMA vytvatejici pory lze vytvofit rizné slozité tvary, viz. obr. ¢. 20, coz ma slibny

potencial pro pouziti pfi riznych defektech kosti.
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Obr. 20: Charakterizace potiskovatelnosti 3D tisku v kombinaci s PMMA slozkami. Na obr. 21
ai-as je charakterizovana dobra integrita tisku pii riznych sklonech. Obr. 21 b;-bs demonstruje dobrou
plasticitu pti konstrukci makroskopickych dutin, obr. 22 ¢i-C4 ilustruje vyuziti 3D tisku pro zakiivené
tvary (pfevzato od Duan et al., 2023).
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4.2 Bunééné nosice slouzici k hojeni ran

Kuze je nejvétsim organem lidského téla, ktery je zodpovédny za ochranu téla pied vnéj$imi
stresy (Dalgic et al., 2021). Je rozdélena na epidermis, dermis a podkozni tkan¢ (Song et al.,
2023). U zdravého jedince dochazi k 1é¢bé kozni rany samovolné, kdy hojeni probiha
ve Ctyfech fazich — hemostaza, zanét, proliferace a remodelace, které jsou zprostiedkovany
imunitnimi bunkami, endotelialnimi bunkami, fibroblasty a keratinocyty. V nékterych
piipadech v8ak dochazi ke komplikacim pii hojeni ran v dusledku probihajici infekce v rang,
nebo v ptipade, ze je rana prili§ velka. Tyto rany oznaCujeme jako chronické, které jsou
doprovazeny zdlouhavym hojenim a nepietrzitou infekci. K 1é¢bé téchto druht ran

se pouzivaji pokrocilé terapie, jako jsou bunétné nosice a kozni stépy (Dalgic et al., 2021).

Pfi 1é¢bé ran je nutna aplikace Iéciv potlacujicich zanét a infekci, kdy se k podavani 1é¢iv
vyuzivaji dvé metody — systémova infuze a lokalni aplikace. Zasadnim rozdilem mezi témito
dvéma metodami je zpisob, jakym 1é¢iva pusobi. Lokalni aplikace pusobi pouze v misté
posSkozené tkané, zatimco peroralni 1é¢iva nebo injekce v celém téle. Dalsi nevyhodou
peroralnich 1é¢iv a injekci je nutnost opakované aplikace k udrzeni potiebné hladiny léku

(Kesavan et al., 2022).

4.2.1 Dvouvrstvy nosi¢ pullulan-PHBV

V této studii byly k vyrobé nosi¢t pouzity biopolymery. Hlavnim divodem pouZiti
biopolymert je vynikajici biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost a bioaktivita.
Biopolymery maji také leps$i pruznost, smacivost a pfilnavost k mistu rany. V piipadé
biologické rozlozitelnosti rozliSujeme taktéz polymery nerozlozitelné nebo jen velmi malo
rozlozitelné v lidskych tkanich. Biopolymery pochazejici z mikroorganismu, rostlin a hmyzu
(pullulan, celuloéza, hedvabny fibroin apod.) jsou méné rozlozitelné v lidskych tkanich,

zatimco biopolymery pfitomné v tkanich ECM jsou v lidském téle snadno rozlozitelné
(Dalgic et al., 2021).

Pullulan (PUL) je polysacharid produkovany béhem fermentace Aureobasidium pullulans,
znamymi jako ¢erné kvasinky (Wani et al., 2022). A. pullulans je vsudyptitomna saprofytni
houba podobna kvasinkam, ktera se nachazi na listech, vihkych mistech, stromech apod.
Kromé¢ pullulanu produkuje také aureobasidiny, enzymy a kyselinu polyjable¢nou (Bozoudi
& Tsaltas, 2018). Jeho polysacharidové fetézce jsou tvoreny maltotrizovymi jednotkami
spojenymi s a-1,4 a a-1,6 glykosidickymi vazbami. PUL je znamy vybornou pfilnavosti,

hydrofilnosti a vysokou absop¢ni kapacitou. Bioaktivita tohoto polymeru zlepsuje buné¢nou
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interakci a podporuje hojeni ran zlepsenim reepitelizace ran, regenerace kize, tvorby krevnich
cév a syntézy kolagenu. Diky témto vlastnostem je PUL oblibenym polymerem pro pouziti

k hojeni ran bud’ v kombinaci s jinymi polymery, nebo samostatné (Dalgic et al., 2021).

PHBYV je polymer piirodniho ptivodu produkovany raznymi druhy bakterii (napt. Cupriavidus
necator), ktery je tvoien jednotkami hydroxybutyratu (HB) a hydroxyvaleratu (HV).
Podporuje epidermalni diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bunék kostni diené
a zaroven zlepSuje bunétnou adhezi a proliferaci. V této studii byl navrzen a vyroben
dvouvrstvy vlaknity nosi¢, kdy byly k vyrobé pouzity pouze materialy piirodniho pivodu,
polymery PUL a PHBV. PHBV vrstva byla vyrobena tak, aby vytvofila hlavni regenera¢ni
vrstvu s vétsi velikosti port, PUL vrstva byla nanesena na vrstvu PHBV a tvofila membranu
a mensi velikosti poru, ktera slouzila jako bariéra proti infekci. PHBV vrstva (spodni faze)
nosi¢e byla vyrobena mokrym elektrostatickym zvlaknovanim, pfi kterém byla vlakna
shromazd’ovana do ethanolové lazn€. Po shromazdéni vldken na ethanol doslo k vytvoteni 3D
struktury (Obr. 21). Tato vrstva byla oznaovana jako regenera¢ni, podporovala proliferaci
bunék a migraci, transport O» a pienos zivin. PUL vrstva vyrobena metodou suchého
elektrostatického zvlaknovani slouzila jako ochranna membrana, ktera zajistovala prevenci
proti ptenosu bakterii a ztraté¢ vody. Obé vrstvy se od sebe lisily primérem vlaken, pramér
vlaken PUL vrstvy se pohyboval v nanometrech (cca 264,1 nm), kdezZto primér vlaken PHBV
byl v fadu mikrometrti (cca 5,68 pum). Odlisnost ve velikosti vlaken je dana pouzitym
roztokem pii vyrobé, kdy vlakna PHBV byla shromazd’ovana v ethanolu, zatimco vlakna
PUL v demineralizované vod¢. Dalsim faktorem v odlisnosti vlaken je jejich rozdilna metoda
vyroby (Dalgic et al., 2021).

Jednim z hlavnich pozadavka na buné¢ny nosic je rychlost degradace. V nedavné studii byla
rychlost degradace sledovana po dobu 14 dnt, kdy bylo potvrzeno, ze vytvoieny dvouvrstvy
nosi¢ je vhodny pro aplikace kryti ran. Velkou mirou k tomu pftispéla velikost vlaken PHBV
vrstvy. Dal§imi sledovanymi parametry byla schopnost zadrzovat vodu, zabranit pfenosu
bakterii a udrzet ranu vlhkou. Regulace vlhkosti je dilezitou vlastnosti pii hojeni, ponévadz
poskozena ktize ma az dvacetkrat vétsi ztratu vody nez kiize zdrava. Nosi¢ by proto mél byt
schopen udrzet v oblasti rany optimalni vlhkost a prebytecny exsudat absorbovat. Vyrobeny
nosi¢ je vhodny pro rany s nizkym aZz stfednim exsudatem a je slibnym kandidatem k 1écbé

ran (Dalgic et al., 2021).
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Obr. 21: Makromorfologie dvouvrstvého nosice po elektrostatickém zvlakiovani PUL vrstvy
na PHBYV vrstvu: (a), b) pohled shora na povrch dvouvrstvého nosice, ¢, d) morfologie vlaken PUL
vrstvy pozorovana rastrovaci elektronovou mikroskopii (SEM) pii zvétseni 10000x a 30000x,

e, f) morfologie vlaken PHBV vrstvy pozorovana pod SEM pii zvétseni 2000x a 5000x (Dalgic et al.,
2021).

4.2.2 Kolagenovy nosi¢ vyztuzeny furfuralem

Kolagen je vyborny biomaterial pro hojeni ran, ktery poskytuje mechanickou podporu
a ochranu pied vnéjsim prostiedim. Lze jej snadno vytvarovat do vysoce organizovanych
trojrozmérnych nosi¢t. Zniceni piirozeného zesitovani pii extrakci vyzaduje stabilizaci
kolagenu, ktery se mize béhem vyroby rozpadnout. Ke stabilizaci se vyuziva napiiklad
furfural, coz je organicka sloucenina odvozena z rostlinnych pentosant. Experiment byl
proveden na samicich potkani Wistar, kterym byly na hibetni strané vytvoieny oteviené
excizni rany. Potkani byli rozdéleni do dvou skupin, z nichz jedna skupina byla osetiena
pouze kolagenem, druha skupina kolagenovym nosi¢em (FSC), ktery se ménil kazdy ctvrty
den az do uplného uzavieni rany. 20. den bylo pozorovano uzavieni rany jak u kolagenu,
tak u potkand 1écenych FSC (Obr. 22). Byla hodnocena mechanicka pevnost zhojené kize,
protoze kolagenova vlakna v nové vytvoiené tkani jsou neorganizovana a slaba, coz vede

k praskani jiz zahojené rany. Pevnost v tahu u FSC byla téméf dvojnasobna. Ptidani furfuralu
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do kolagenového nosi¢e vedlo ke spravnému vyrovnani fibril, coz usnadnilo vytvofeni

stabilni sité a naslednému zvyseni mechanickych vlastnosti ktize (Lakra et al., 2022).

Nosi¢ FSC podporoval syntetické vyrovnani fibril, coz vedlo k vétsi kompaktnosti, ¢imz byly
zvySeny mechanické vlastnosti kiize. Usnadnil i proces hojeni a zkratil dobu 1é¢by, coz z néj
ucinilo vhodného kandidata na biomedicinskou aplikaci (Lakra et al., 2022).

1.den 4.den

12.den 16.den 20.den
i T

kolagen

FSC

Obr. 22: Fotografie exciznich ran samic potkani Wistar oSetfenych kolagenem a FSC
znazornujici pribéh hojeni; Rany pozorovany po dobu dvaceti dnti (Lakra et al., 2022).

Dalsi moznosti vyroby nosic¢t slouzicich k hojeni ran je vyuziti decelularizovaného kohoutiho
hiebene. Kohouti hieben se sklada ze tii hlavnich casti, kterymi jsou epidermis, dermis
a pojivova tkan. Mimo jiné obsahuje kolagenova vlakna, tukovou tkan, mnoho velkych zil
a tepen, velké mnozZstvi glykosaminoglykani a velké mnozstvi kyseliny hyaluronové, ktera
slouzi k hydrataci, tvorbé ramce pro migraci bunék apod. Cilem studie bylo pfipravit
decelularizovany kohouti hfeben jako biomateridl pro pouziti v aplikacich tkanového
inzenyrstvi. Ziskané vzorky kohoutich hiebent byly nafiznuty, aby se zlepsila diftize
decelularizacnich ¢inidel a byly oplachnuty sterilnim roztokem fosfatového pufru (PBS),
ktery obsahuje 1 % penicilinu. Decelularizace byla provedena dvéma ruznymi zptsoby.
V prvnim piipadé¢ byly vzorky osetteny 1% SDS v PBS po dobu 6 hodin (SDS-6 h), 24 hodin
(SDS-24 h) a 48 hodin (SDS-48 h). V druhém piipadé byly oSetieny 1% Tritonem X-100
v PBS po stejné dlouhou dobu, jako v prvnim piipadé. Decelularizované kohouti hiebeny
byly oplachnuty sterilnim PBS. Vysledky ukazuji, ze barva tkané vybledla a stala se bélejsi
(Obr. 23). Je také patrné, ze buiiky a bunééné slozky ve skupin¢ SDS-6 h byly stale ptitomny,

k jejich odstranéni doslo az po 24 a 48 hodinach decelularizace (Inci, 2021).
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Obr. 23: Makroskopické snimky nativnino kohoutiho hi‘ebene: (A), nativniho kohoutiho hiebene
fezaného ve svislém prifezu (B), skupiny SDS-6 h (C), skupiny SDS-24 h (D), skupiny SDS-48 h (E),
skupiny Triton-6 h (F), skupiny Triton-24 h (G) a skupiny Triton-48 h (H). Mé¢titko 1 cm. (Inci, 2021)

Utinnost procesu decelularizace a morfologie decelularizovanych tkani byla analyzovana
pomoci barveni tkani hematoxylinem a eosinem. V nativnim kohoutim hiebenu byla jadra
bun¢k zbarvena tmavé modrou barvou, extracelularni matrix a kolagenova vlakna byly
zbarveny ruzové. V decelularizovanych tkanich nebyla zbarvena zadna bunka, coz ukazuje
na ucinnost decelularizacnich procedur. V dalsim kroku histologické analyzy byly
decelularizované vzorky a nativni kohouti hieben obarveny toluidinovou modii, aby se
vizualizovala intenzita GAG. Na obrarzku 24 jsou v nativnim vzorku jasné vidét tmaveé modra

jadra bungk, které byly béhem decelularizace odstranény (Inci, 2021).

Obr. 24: Ukazka barveni preparatu hematoxylinem a eosinem: A) Nativni preparat,
B) deceluarizovany preparat (Inci, 2021).
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Kromé toho Ize na pozorovat zesvétlovani modré barvy, coz naznacuje pokles GAG ve tkani
(Obr. 25). Vysledky rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) decelularizovanych vzorkt
potvrdily odstranéni bunék béhem decelulariza¢niho procesu, zaroven bylo prokazano toxické
poskozeni tkanové struktury vzorku decelularizovanych Tritonem X-100. Tyto vzorky mély
nepravidelnou vlaknitou strukturu, a navic Triton X-100 poskodil také ECM a morfologii
tkani (Inci, 2021).

Obr. 25: Ukazka toluidinového barveni: A) nativniho hiebene, B) decelularizovaného kohoutiho
hiebene, decelularizace po dobu 6 hodin (Inci, 2021).

V nedavno provedené studii byla poprvé popsana charakteristika decelularizovaného
kohoutiho hiebene, ktery by mohl poslouzit jako levny, snadno dostupny a biokompatibilni
nosi¢ aplikovany ve tkanovém inzenyrstvi, podporujici rast a proliferaci bunék. Bylo zjisténo,
7ze decelularizace provadéna 24 hodin je z hlediska cytokompatibility, mechanickych
vlastnosti a zachovani struktury tkané pro pfipravu nosice nejpfijatelnéjsi. Bylo prokazano,
ze aplikace SDS prokazala lepsi vysledky v ochrané morfologie a struktury tkani ve srovnani
s Tritonem X-100, vzorky m¢ély taktéz vysSsi troven mechanickych vlastnosti
a cytokompatibility. Zavérem lze shrnout, ze decelularizovany kohouti hieben by se mohl

v budoucnu vyuzivat jako nosi¢ pro regeneraci kozni tkané (Inci, 2021).

4.3 Studie vyuzivajici metodu decelularizace

Srde¢ni selhani je ve vétSin€ svéta jednou z nejéastéjSich pficin tmrti. Jen ve Spojenych
statech zije témét 5 milionu lidi se srde¢nim selhanim, ro¢n¢ je diagnostikovano asi 550 000
novych ptipadt (Ott et al., 2008). Navzdory zlepseni v 1ékai'ské i pfistrojové terapii zistava
transplantace srdce definitivnim feSenim, darct srdce vsak stale ubyva. Vytvoteni autologniho
,bioumélého* srdce by mohlo tato omezeni piekonat. K odstranéni bunék, ale se zachovanou
ECM, byla pouzita decelulariza¢ni technika s1 % detergentem dodecylsulfatem sodnym

v deionizované vodé. Schéma decelularizace je znazornéno na obrazku 26. Béhem procesu
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decelularizace dochazi ke ztrat¢ barvy srdce, protoze decelularizace postupuje nejprve
z nejtencich oblasti, jako jsou velké cévy a sin¢€, smérem k nejsilnéjsim oblastem srdce, takze

se v kone¢ném procesu srdce jevi jako prihledné (Sanchez et al., 2016).

Pocatecni
stav

’

48 hodin " 72 hodin

Obr. 26: Decelularizace srdce: A) schéma decelularizace, B) poc¢ate¢ni stav pied decelularizaci,
C) srdce decelularizované 24 hodin, D) srdce 48 hodin po decelularizaci, E) srdce decelularizované 72
hodin (Sanchez et al., 2016).

Chlopenni vady srdce jsou Vv soucasnosti 1éCeny bud’ mechanickymi nebo bioprotetickymi
srde¢nimi chlopnémi. Mechanické chlopné vsak vyzaduji celozivotni antikoagulaéni terapii,
bioprotetické chlopné postupem ¢asu kalcifikuji a degraduji, coz vyzaduje nasledné operace
a nahrady (Snyder & Jana, 2022).

Mechanické srde¢ni chlopné jsou vyrobeny z material, jako je titan a uhlik. Obvykle
se skladaji ze dvou listki a kovového krouzku obklopeného krouzkem pleteniny, ktery je nasit
na srdce misto puvodni chlopné. Hlavni vyhodou mechanickych chlopni je jejich trvanlivost.
Nevyhodou je, Ze poskytuji povrch, na kterém se mohou tvofit krevni srazeniny.
Kazdy, komu byla implantovana mechanicka chlopen, musi celozivotné uzivat léky na fedéni
krve, aby se zabranilo vzniku krevnich srazenin zpuasobujicich srde¢ni infarkt nebo cévni
mozkovou piihodu. Tkanové srde¢ni chlopné, znamé také jako biologické nebo bioprotetické,

se skladaji ze zviteci tkané puvodem od prasat, skotu ¢i koni nebo je pouzita lidska tkan
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z darcovského lidského srdce, znama jako alostép. Vyhodou tkanovych chlopni je nepotiebna
[éCba 1éky na ftedéni krve, nevyhodou je relativné Spatna zivotnost ve srovnani
s mechanickymi chlopnémi. Mnohé z nich vyZaduji opétovnou operaci po 10 az 20 letech
(Harris C. et al., 2015).

Decelularizované nosic¢e srde¢nich chlopni mohou byt alternativou k sou¢asnym srde¢nim
nahradim. Mezi zakladni parametry patii udrZzovani vnitini a vnéj§i morfologie tkané,
zachovani velikosti chlopné, prevence kalcifikace a trombodzy, zajisténi imunokompatibility
audrzeni mechaniky chlopné. Tkané¢ z alogennich i xenogennich zdroji musi byt pted
implantaci decelularizovany, aby doSlo k odstranéni imunitn¢ citlivych materialt a bunék,
coz snizuje riziko odmitnuti a umoziuje hostitelskym bunikam recelularizovat nosié.
Decelularizace pomoci detergentu SDS neposkodila kolagen a elastin v chlopni, ale doslo
kK mirnému naruseni GAG (Obr. 27). Bylo prokazano, ze tkan srde¢ni chlopné osetfena SDS
zadrzuje bovinni antigeny a rastové faktory, které mohou podporovat imunologickou
odpovéd’ (Snyder & Jana, 2022).

Obr. 27: Decelularizace zaloZena na pouziti detergentu dodecylsulfatu sodného.
Vyobrazeni srdce pted (I) a po (I1) decelularizaci. Decelularizovana srde¢ni chlopen (111)
pred excizi (Snyder & Jana, 2022).

Enzymatické metody se zaméfuji na proteinové vazby a narusuji bunécné procesy,
dlouhodobé vystaveni témto enzymim zpusobuje poskozeni tkani. Pro decelularizaci
srdec¢nich chlopni se nejéastéji vyuziva trypsin, Ktery se $tépi peptidovymi vazbami na C-
konci argininu nebo lysinu. Vétsinou se ke zlepSeni odstranéni bunééného materialu pouziva
trypsin v kombinaci s jinymi ¢inidly, napf. Triton X-100. Chlopné oSetiené témito dvéma
metodami nevykazovaly zjevné poskozeni, tkan byla bez buné¢k, ale doslo k uvolnéni ECM,

coz je v piipadé spravného decelulariza¢niho postupu nezadouci (Snyder & Jana, 2022).
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Decelularizované nosi¢e srde¢nich chlopni mohou v blizké budoucnosti nahradit mechanické
a bioprotetické chlopné. Aby nosi¢e byly zivotaschopnou nahradou srde¢nich chlopni, musi
byt schopny dlouhodobé fungovat in vivo, podporovat adhezi bunék a bunécny rust,
umoziovat tvorbu endotelu na povrchu implantované chlopné a nezpisobovat imunitni reakci
v disledku piitomnosti cizich antigenti. V nedavné studii bylo testovano nékolik technik
decelularizace prasecich chlopni, které¢ se za poslednich 30 let vyrazné zlepsily, ale stale

vyzaduji dalsi, podrobné&jsi testovani (Snyder & Jana, 2022).

4.4 Nosice pouzivané pii lécbé rakoviny

Rakovina je v podstaté nekontrolovatelna bunécéna proliferace, ktera agresivné napada jiné
Casti téla. Je jednou z nejéastéjSich pficin tmrti v ekonomicky rozvojovych i rozvinutych
zemich (Naderinezhad et al., 2017). V zavislosti na postizené casti organismu respektive
syst¢tmu je rakovina klasifikovana jako rakovina krve, rakovina Kosti, rakovina prsu,
endokrinni rakovina, genitourinarni rakovina, rakovina traviciho nebo gastrointestinalniho
traktu, rakovina dychacich cest, rakovina kiize a mnoho dalsich. Ptedpoklada se, ze do roku
2030 bude na celém svéte vice nez 24,1 milion Gmrti na rakovinu. Lécba je Vv dnesni
spole¢nosti velkym problémem, k tomu piispéla i celosvétova pandemie COVID-19, kdy byl
vyzkum rakoviny odklonén a cely svét se zabyval 1éky na toto onemocnéni (Chaurasiya et al.,
2023).

Recidiva nadoru po operaci je vyznamnym problémem po celém svété. Béhem poslednich
nékolika desetileti se rakovina stala vyznamnou hrozbou pro lidsky zivot a hlavni pfi¢inou
umrtnosti na celém svété (Ramanathan et al., 2022). Rust a progrese nadoru je zptsoben
specialnimi rakovinnymi proteiny, které jsou pritomny také ve zdravych tkanich,
ale v rakovinnych tkanich se nadmérné exprimuji (Gupta et al., 2023). Nejcastéjsi 1écbou bylo
pouziti chirurgického odstranéni nadorové tkané s naslednou pooperac¢ni chemoterapii, avsak
poté, co byl nador odstranén, nékteré nadorové tkan¢ vstoupily do celkového ob&hu a zistaly
v téle. Vzhledem Kk vyznamné ztraté lé¢ivych materiali diive, nez se dostaly K cilovym
rakovinnym bunkam, bylo zapotiebi velkého mnozstvi davky protinadorovych 1é¢iv,
coz vedlo Kk riznym vedlejsim 0Cinkim, jako napf. prijem, zvraceni, selhani imunitniho
systtmu a anémie. Tyto nevyhody vedly védce k vytvofeni co nejlepSiho materidlu
pro zvySeni dodavani 1éciv do rakovinnych bunék, ktery minimalizuje davkovani 1éCiv,
snizuje vedlejsi ucinky a zabranuje pooperacni invazi a metastazovani (Ramanathan et al.,
2022). Bylo zjisténo, ze biologicky odbouratelné nosi¢e maji mnoha vyuziti, zejména proto,

Ze pusobi jako nosna molekula a nemusi byt odstranény z téla (Gupta et al., 2023).
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Jednou z moznosti 1é¢by rakoviny je vyroba dvojitého nanovlakenného nosice s kyselinou
polyhydroxymaselnou a zelatinou. Kyselina poly-3-hydroxymaselna a Zzelatina umoziuji
zapouzdieni nabitych molekul 1é¢iv uvniti nanovlaken, které pak mohou byt pouzity jako
nosice 1€kt pii 1é¢bé rakoviny (Ramanathan et al., 2022). Nanovlakenné nosi¢e mohou také
snizit hrozbu bakterii rezistentnich na antibiotika a rezistenci vici vice 1ékim pfi 16€bé mistné
specifickym, davkové specifickym a ¢asovanym uvolfiovanim ruznych typt 1éka. Dalsi
velkou vyhodou je podobnost nanovlaken s piirozenou fibrilarni ECM, ktera usnadiuje
ptipojeni a proliferaci bunék pro biomedicinské aplikace (Luraghi et al., 2021). Cilem této
studie bylo snizeni recidivy nadoru s dvojitym 1éCivym nanovlakennym nosi¢em v misté

poopera¢niho nadoru, viz. obrazek 28 (Ramanathan et al., 2022).
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Obr. 28: Schematické znazornéni mechanismu nanovlakenného nosi¢e v misté pooperaéniho
nadoru (upraveno dle Ramanathan et al., 2022).

Nanovlanenné nosice byly ve studii Ramanathan et al., 2022 wvyrobeny technikou
elektrostatického zvlaknovani a byly charakterizovany pomoci rastrovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Morfologie nanovldken je dilezitym parametrem pro rdst normalnich
irakovinnych bun¢k. PG nosi¢ mél vynikajici porovitost, bobtnani, bunétnou adhezi
a proliferaci, proto mtize vyt povazovan za velmi ucinny. Uvoliiovani 1é¢iv vazanych na nosi¢
bylo vyrazné¢ pomalejsi nez uvoliiovani volnych 1é¢iv, coz lze hodnotit jako velmi dobry
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parametr, ktery potlacuje rist nadorovych bunék v resekéni oblasti a soucasné napravi
tkanovy defekt. Kromé¢ toho vyrobeny nosi¢ vykazoval dobrou biokompatibilitu a snizeni
zivotaschopnosti nadorovych bunék. Vyrobeny nanovldkenny nosi¢ PG-FU-MT s dualnimi
léky poskytoval jednotnou hladkou morfologii nanovlaken, sdobrou porovitosti
a dlouhodobym trvalym uvolfiovanim 1é¢iva nez volné 1éky. Synergicky ucinek 1é¢iv z nosice
mél lepsi protinadorovou aktivitu po chirurgické resekei, coz jej ¢ini vhodnym kandidatem

pro pooperac¢ni terapeutickou aktivitu (Ramanathan et al., 2022).

Dalsi nedavna studie Sutrisno et al., 2021 se zabyvala 1écbou rakoviny prsu, kterda ma
vysokou umrtnost po celém svété. V této studii byl vytvofen kompozitni nosi¢ z ¢erného
fosforu (BP) a zelatiny tak, aby zabijel rakovinné bunky v prsni tkani a indukoval
rekonstrukci tukové tkané po resekci nadoru. Nosi¢ byl pfipraven vloZzenim BP do porézniho
zelatinového nosice, ptredem pripravené ledové Castice byly pouzity k pfesnému nastaveni
velikosti poért. Protinadorova ucinnost byla analyzovana in vitro v bunéénych kulturach a
in vivo pokusem na zvifatech pod laserovou expozici (Obr. 29). BP-Zelatinovy kompozitni
nosi¢ zcela zabil v§echny rakovinné buriky a jeho dobie propojené pory umoznily rakovinnym
bunkam migrovat do nosice, kde doslo k jejich zni¢eni pomoci laserového ozafeni. BP-
zelatinovy kompozitni nosi¢ by Vv blizké dob&é mohl byt ucinny pro destrukci raznych typa
rakovinnych bunék, a tim G¢inny napf. pti 1écb€ melanomu, osteosarkomu apod. (Sutrisno et
al., 2021).
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ZAVER

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo podrobné popsat bunécné nosi¢e aktudlné
vyuzivané ve tkanovém inzenyrstvi. Uvodni &ast prace je vénovana tkafovému inZenyrstvi
obecné a regenerativni medicingé. Nasledné je definovan pojem ,,bunééné nosice* a jsou
popsany jejich vlastnosti, funkce a pozadavky, jako napi. biokompatibilita, porovitost,

biologicka rozlozitelnost, zivotnost, cytotoxycita, karcinogenita apod.

Dale se prace vénuje materialim, ze kterych mohou byt nosi¢e vyrobeny, a také vyrobnim
technikam, které jsou v soucasné dob¢é vyuzivany. Je zde piedstavena napiiklad metoda
3D tisku, elektrostatického zvlaknovani, stereolitografie, ale také decelularizace, ktera
je v tkanovém inzenyrstvi v soucasné dob¢é velmi oblibena. Materialy, ze kterych jsou nosice
vyrabény, se rozd€luji na piirodni a syntetické. Mezi piirodni polymery patii napiiklad
kolagen, chitosan, alginat ¢i fibrin, mezi syntetické polymery patii polykaprolakton, kyselina
polymlécnd, polyethylenglykol a jiné. V poslednich kapitolach této prace jsou predstaveny
razné klinické aplikace a studie nosic¢a. Jednou z nich je i metoda decelularizace praseciho
srdce, pii které dochazi k odstranéni bun¢k a ztraté barvy, ¢imz se srdce jevi jako pruhledné.
Dalsi studie se zabyva decelularizaci prasecich srde¢nich chlopni, které mohou slouzit jako

alternativa k sou¢asnym mechanickym srde¢nim nahradam.

Bunééné nosice jsou velmi zadané v oblasti tkafiového inzenyrstvi, nicméné aby mohly byt
tyto nosi¢e pouzity v praxi, je potieba jejich detailngjsi charakteristika a pfipadna modifikace
ke zlepseni biokompatibility. Vzhledem Kk jejich vlastnostem, funkcim a nespoctu vyhod

mohou byt v blizké dobé velmi dobrym pomocnikem pii 1é¢bé Siroké Skaly onemocnéni.
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