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Abstrakt

Témou tejto prace boli nanovlakna v biomedicine a ich pouzitie hlavne v tkanivovom
inzinierstve. Snazila som sa skibit’ vietky podstatné informacie ohladom slubne sa
rozvijajuceho biomedicinskeho oboru, a to od polymérnych materidlov a vyroby
kostier metddou electrospinningu, fdzovej separacie a samozostavovanim, cez pouzité
pomocné komponenty, ako su kmenové bunky a rastové faktory, az po aplikacie
jednotlivych typov bunkami posiatych matric pri konkrétnom poskodeni, uraze alebo
strate urcitych Casti tela. Text tiez podava informécie o velkych vyhodach tejto nove;j
terapie a poukazuje aj na vlastnosti vybranych materialov, a sice ich biodegradabilitu ,
biokompatibilitu a biomimetiku, ktoré su nezbytné pre uspesnu liecbu.

KTlacove slova:

tkanivové inzinierstvo, kostry, biodegradabilita, biomimetika, biokompatibilita,

polyméry, kmenové bunky

Abstract

The topic of this work was application of new material - nanofibres in biomedicine and
their use mostly in tissue engineering. I have joint all substantial information about
promisingly developing biomedical branch, from polymer materials and fabrication of
scaffolds using method of electrospinning, phase separation and self-assembly,
through helpful components, as stem cells and growth factors applied here, to
application of particular types of cells seeded frameworks in specific damage, trauma
or loss some parts of body. Text also handle information about great advantages of this
new therapy and suggest character of selected materials, biodegradability,
biocompatibility and biomimetic, too.

Key Words:

Tissue engineering, scaffolds, biodegradability, biocompatibility, polymers, stem cells



Zoznam skratiek:

2D

3D
bFGF
bPA
BMP
CP
DDS
EC
ECM
EG

ES
FMCC
GaG
GF

GP
HA
HAP
hMSC
HSC
Lv.
MSC
nHAP
NHEK
NHOK
NSC
PA
PCL
PDGF
PDLA
PEG

dvojdimenzionalne
trojdimenzionalne
bazicky fibroblastovy rastovy faktor
vetvené peptidové amfifily
kostny morfogeneticky protein
peletova kultira buniek
systém cielenej dopravy lieciv
endotelové bunky
extracelularny matrix
embryonalne zarodo¢né bunky
embryonalne kmeniové bunky
fetalne kortikdlne bunky mysi
glykoaminoglykéan
rastovy faktor
glycerofosatova sol’
kyselina hyaluronova
hydroxyapatit
I'udské mezenchymové kmenové bunky
hematopoetické kmenové bunky
intravendzne
mezenchymové kmenové bunky
nano-hydroxyapatit
normalne I'udské epidermalne keratinocyty
normalne 'udské oralne keratinocyty
neuralne kmenové bunky
peptidové amfifily
poly-g-kaprolakton
rastovy faktor odvodeny od dosticiek
poly-D-laktonova kyselina
polyetylénglykol



PEO
PET
PGA
PLA
PLGA
PLLA
POE
PPF
PTFE
PU
PVA
PVAC
RGD
rth-BMP-2
ROBS
SEM
SF
SMC
TCP
TCPS
TEM
TGF-B1
TGF-B3
VEGF

polyetylénoxid

polyetyléntereftalat

polyglykolova kyselina

polylaktidova kyselina

kopolymér kyseliny laktidovej a glykolovej

poly-L-laktidova kyselina

polyortoester

polyfumaréat

polytetrafludretylén

polyuretan

polyvinylalkohol

polyvinylacetat

kombindcia aminokyselin Arg-Gly-Asp
rekombinantny l'udsky kostny morfogeneticky protein
kyslikovo-permeabilny reaktorovy systém
skenujuca elektronova mikroskopia
hodvabny fibrin

hladké svalové bunky

trikalcium fosfat

tkanivovy kultivacny polystyrén
transmisivna elektronova mikroskopia
transformacny rastovy faktor Pl
transformacny rastovy faktor (33

cievny epitelovy rastovy faktor



Obsah:

LUVO@.. ettt 9
2. NanOteChNOIO@IC. .....cccvviiieiiie ettt ettt e et e e e sere e e e eaeeeeennaeaeens 10
2.1.  Zaciatky nanotechnolOgii..........ccovcuvereeiiiiieeiiiieeiee e 10
2.2, NaANOVIAKNA.......ccciiiieiiiie et 10

2.2.1.  Ovplyvnenie priemeru a morfologie.........cccceervveeniieennennne. 12

2.2.2.  Kontrola orientacie nanovIakien..........cccceeeveeerveenireenneennen. 13
3. BIOMEAICING. . .eeiiiiiiieciiiie ettt e eb e e e ar e e e e aneaeeas 14
3.1, TKanivove INZINIEISEVO.....cccueeruierieeiienieeiie e esiie st et e e niee s 14

311 BUNKY oo 15

3.1.2. RaStOVE faKtOTY...ccoiiiiieeiiiieeiee et 18

3.1.3. SpOsoby VYroby KOSHET.........eeieeeiiiiieiiee e 21

3131 UVOQ.ieiii e 21

3.1.3.2. ElectroSpinning.........ccceeeeevveeeercvieeeeireeeesireeeeeveeeesnenens 22

3.1.3.3. SamOZOoStaVOVANIE. ....c...eevueerieiiienieeniieeieeiee e 22

3.1.3.4. FAZOVA SEPATACIA.....ccecvrieeeeiiee ettt 26

3.1.3.5. Materialy na KOStry.......ccoeeevvieeiiieniieeeieeeiee e 29

3.1.4. Tkanivové inZinierstvo vybranych Casti tela..............cccceeeuneennn. 31

3.2. Systém cieleného dorucenia le€iv........ccccvviiveiiiiiniciieeeieee e, 39
BLZIAVET ..ottt ettt ettt et e et e st e s 40
5.Z0znam pouZIte] ItETaAtUIY.......ccviieeiiiiieeiiee ettt e e e e evae e e eeree e 41



1.Uvod

Nanotechnologie predstavuju novodoby smer, ktory v blizkej budicnosti obsiahne takmer
kazdu oblast’ technologii, postupov ako aj produktov, manipulujicich s hmotou na Grovni
atoémov. Jednou s takychto oblasti je aj oblast’ mediciny a farmacie.

Vicsina procesov vyskytujucich sa v I'udskom tele prebieha na Grovni molekul a atémov, a
preto sa vysledky nanotechnologického vyskumu mozu skvele uplatnit’ prave tu.
Nanomedicina sa sklada s viacerych casti. Molekuldrna medicina slazi k detekcii choroby,
nahrade tkaniv a organov, regeneracnd medicina pouziva biokompatibilné materialy, chirurgia
pracujuca v nanomeritku, systémy pre cieleny transport lieciv, génova terapiu a vplyv
nanoobjektov na zivotné prostredie.

STubne rozvijajucim sa oborom je tkanivové inZinierstvo, schopné za pomoci multi alebo
pluripotentnych buniek a prislusnych rastovych faktorov obnovit' alebo plne nahradit
poskodené tkanivo. Jedna sa hlavne o tkanivové inzinierstvo koze, kosti, chrupaviek, srdca,
ciev a nervov, pricom spektrum vyuzitia sa stale zvacsuje. Dolezitym prvkom, sliziacim ako
templat su prirodné a syntetické polyméry pripravené metddou electrospinningu, fazovej
separacie a samozostavovania. Kazdd metéda ma svoje vyhody a Specifiky pouzitia.

U materialu zohrava doéleziti ulohu ¢o najvacsia podobnost’ k povodnému extracelularnemu
matrixu (ECM), dalej schopnost zabranit' reakcidm imunitného systému a akasi
podriaditelnost’ materidlu k vyrobe kostry ziadanych vlastnosti, ako je napriklad rychlost
degradécie. Posledna vlastnost’ sa d4 upravit’ nastaveniami procesu vyroby, lebo ako bude
spomenuté, hriibka a usmernenie nanovlakien silne ovplyviiuje prichytenie klI'a¢ovych buniek
a ich migraciu, proliferaciu a diferencidciu v pripravenom tkanive.

K nanomedicine patri aj systém cielené¢ho transportu lieciv. Ciel'om tejto oblasti je vylepsit
farmakokinetiku a farmakodynamiku lieku, popripade bioaktivnej molekuly, a tym zvysit
ucinnost’ latky na pozadovanom mieste, priCom sa sucasne znizi jeho toxicita voci ostatnym
tkanivam. Typickym prikladom by mohlo byt napriklad lie¢enie rakoviny.

Dolezité je uvedomit’ si, ze vSetky vysSie popisané procesy prebiehaju na urovni mensej ako

1000 nm, ¢i uz sa jednd o priemer vlakien, alebo velkost Castic.



2.Nanotechnologie
2.1. Zacdiatky nanotechnolégii

Pojem nanotechnoldgie, nanostruktury bol znamy uz od roku 1965, kedy ho zaviedol do
povedomia americky fyzik R. P. Feynman, neskorsi nositel’ Nobelovej ceny za fyziku.
Predstavoval stihrn vSetkych elementov, ktorych velkost’ nepresahovala 1pum. Jednalo sa teda
o atbmové a molekulové rozmery. Feynman vyjadril presvedCenie, Ze ludia v blizkej
budlicnosti nanosvet poznaju a ovladnu.

V dnesnej dobe predstavuju nanotechnolégie sucast’ Styroch hlavnych oblasti, ato
mikroskopie, pracujucej srozliSenim v nanometroch, nanoelektroniky, molekularnej
nanotechnoldgie a nanomaterialov.

Jednou z interdisciplinarnych sfér, ktorda v sG€asnosti zac¢ina "zbierat’ plody svojej
¢innosti” , je rozhranie medzi biologickymi vedami a nanotechnoldégiami. Konvergencia
oboch vysSie spomenutych vied je doménou bionanotechnologii, eventudlne
nanobiotechnologii [1].
2.2.Nanovlakna

Najperspektivnej§ie  uplatnenie predstavuju  polymérne nanovlakna. Polymérne
nanovlakno je pojem pouzivany pre vldkno o priemere mensom nez je 1 um (Obr.¢.1). Dnes

su to najma rozmery od 40 do 200 nm.

Obr.¢.1- Porovnanie velkosti nanovlakien s I'udskym vlasom (prevzaté z Sodomka L.: Nanovldkna-
struktura, vlastnosti, technologie, pouziti )

Prvé pokusy o vyrobu nanovlédkien boli realizované v rokoch 1934-1944 a to za pomoci

elektrostatickej sily (firma Formhals). Proces sa postupne zdokonaloval, ana vsetkych
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badatel'ov v tejto oblasti ( Vonnegut a Neubauer, Drozin, Simon, Baumgarten) naviazal
vyskumny tim profesora Oldficha Jirsdka z Technickej univerzity v Liberci. Vysledkom bola
technoldgia, ktord umoziuje priemyselnt vyrobu nanovlakien, klI'icového materialu treticho
tisicro¢ia, najmé v biomedicine.

Najpouzivanej§im sposobom vyroby nanovlakien je elektrostatické zvlaknovanie,
electrospinning, metdda tieZ zndma uz od roku 1934, no znac¢ne vylepSena s ohladom na
kvantitu nanovlakien.

Pristroj, ktory sluZi na vyrobu nanovlékien sa nazyva nanospider. Jeho sucast'ou su 2
elektrody, medzi ktorymi vznika elektrostatické pole. Jedna zelektrod je ponorend do
taveniny alebo CastejSie do roztoku polyméru, druha protilahla elektréda s opaénym nabojom
predstavuje kolektor, teda zberaC nanovlakien. Elektrostatick¢é pole vznika pripojenim
vysokého napitia. Proces je zaloZeny na principe, Ze silné elektrostatické sily prekonaju
slabsie sily predstavované povrchovym napétim v nabitom polymérnom roztoku [2]. Ten sa
nachadza v podobe kvapky na konci trysky, kam je pumpovany prostrednictvom striekacky
z roztoku polyméru. Po prekonani tychto sil je kvapka pretahovana a vznikd jemny nabity
prad smerujuci od konca trysky k uzemnenému kolektoru. Pocas tejto transportnej fazy prud
podlicha elektricky stimulovanym kruhovym pohybom , ktoré spdsobuju vyrazné
predlzovanie, sucasne dochadza k vyparovaniu roztoku a formovaniu pevného nanovlakna
ukladajaceho sa na zbernu elektrodu (Obr.¢.2) [3]. Tieto procesy su iniciované z nestability
systému, ¢o ma za nasledok ohybanie a natahovanie prudu, a teda podiel'a sa na zmenSovani
priemeru vlakna.

U technoldgie electrospinningu sa daju pouzit’ ré6zne modifikacie, a to v polohe tryska-
protielektroda, ktord moze byt tak horizontalna, ako vertikalna, a v pozicii kolektoru, ktory
modze byt staticky alebo pohyblivy. Vldkna mo6zu byt ukladané do zamotku alebo navijané

ako monofil na priadze [4]. Boli taktiez vyvinuté systémy na tvorbu trubickovych vlakien.
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Obr.¢.2-schéma elektrostatického zvlaknovania (prevzaté z www.googlescholar.com: Electrospinning

setup, stiahnuté 20.2 2009)

2.2.1.0vplyvnenie priemeru a morfologie nanovlakien

Priemer nanovléakien, takisto ako aj povrchové topologia (hladka ¢i pordzna), zavisia na
systémovych a procesnych parametroch. Medzi systémové parametre patri molekulova
hmotnost’ polyméru, vlastnosti jeho roztoku, asice koncentracia, vodivost, viskozita
a povrchové napitie. Tymito vlastnostami sa da predurCit’ priemer nanovlakna, tiez sa da
predchadzat’ vzniku zhrubnutia do tvaru kvapky v urcitych miestach nanovldkna ( bead
formation). Parametre procesu ako rychlost’ toku polymérneho roztoku, elektricky potencial,
priemer trysky alebo vzdialenost’ medzi tryskou a kolektorom a jeho pohyb tiez ovplyviiuja
vlastnosti a tvar vlakna [5].

Mnohé s tychto parametrov vopred preduréuju schopnost’ kvapaliny z(castnit’ sa
procesu electrospinningu. Bolo zistené, Ze pri strednej koncentracii polyméru v roztoku
a strednej molekulovej hmotnosti , boli nanovlakna v urcitych miestach zhrubnuté (tvar
kvapky)(Obr.¢.5), ¢o sa dalo potlacit’ napriklad pridanim soli [2].

Na zéklade ovplyvnenia vysSie spomenutych vlastnosti boli tiez ziskané nanovlakna

v tvare pasov (ribbon-like) (Obr.¢.4) alebo v priecne zlozenom tvare.
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Obr.¢.3-nanovlakna Obr.¢.4-nanovlakna v tvare Obr.¢.5-kvapkovy tvar
stuhy nanovlakna
(prevzaté z SY Chew et al: The Role of Electrospinning in the Emerging field of Nanomedicine)

Zaistenie a moznost' vytvorit pozadované nanovldkna ¢o do tvaru a porozity ma pre

biomedicinske ucely velky vyznam.

2.2.2 Kontrola orientacie nanovlékien

Beznym electrospinningom sa daju ziskat' vlakna, ktoré s orientované nahodne. Pre
SirSie pouzitie v biomedicine je nutné, aby orientdcia nanovldkien bola usmernena ( obr.c.6).
Preto boli vyvinuté d’alSie metoédy, zaoberajice sa touto problematikou. Ako najvhodnejSou
metodou sa javi pouzitie separacnych kolektorovych elektrod, ktoré dokazu vytvorit
usporiadané nanovldkenné zoskupenia alebo platy, ktoré sit vhodnym termindlnym produktom
napriklad v tkanivovom inzinierstve. Cely proces tak vedie k tvorbe vysoko upravenych

trojdimenzionalnych (3D) Struktar [2].

Obr.¢.6-usporiadané nanovlakna (prevzaté z www.googlescholar.com : aligned nanofibres, stiahnuté
20.2 2009)
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3.Vyuzitie nanovlakien v biomedicine

Hlavnymi oblastami vyuzitia nanovlékien st tkanivové inzinierstvo, regeneracna medicina a

systémy uvoliiovania lieiv.

3.1.Tkanivové inZinierstvo

Obnova tkaniva alebo organu poskodené¢ho turazom, vrodenou anomaliou alebo
rakovinou autolégnymi bunkami, tzv. tkanivova transplantdcia, je jednou z najsl'ubnejSich
technik tkanivovej regeneracie. AvsSak, iautologne (telu vlastné) Stepy st spojené
s obmedzeniami, asice morbidita na strane donoru a limitovana vhodnost’ transplantatu.
Alternativou k autolognym Stepom su alostepy, kedy je darcom tkaniva iny jedinec rovnakého
druhu. Ale aj vtomto pripade existuji obmedzenia v podobe odmietnutia transplantitu
prijemcom a mozného prenosu choroby. V pripade celych organov je to ich nedostatok a tiez
moznd silna imunitna odpoved’ prijemcu eventudlne dozivotnd imunosupresivna terapia.

Priblizne 3 desatroCia dozadu sa vyskytla novd forma alternativneho pristupu ku
tkanivovym a orgdnovym obnovam. Tou formou je tkanivové inzinierstvo. Jeho vyhodou je
schopnost’ obist’ pripadné vysSie spomenuté nedostatky autolognej a alogénnej obnovy
tkaniva, atym zabezpeCit opravu aregeneraciu. Jednd sa o interdisciplinarny odbor
aplikujuci poznatky z biologie, chémie a inzinierskych vied na vyvoj biologickych nahrad
z cielom obnovit, zachovat’ alebo zlepsit’ funkciu tkaniva. K formovaniu novych tkaniv toto
biomedicinske inZinierstvo vyuziva 3 zékladné zlozky: bunky, rastové faktory a patricny
skelet. Tieto zlozky moézu byt pouzité bud’ samotné, alebo v kombinacii. Napriklad
k regeneracii kosti sa vyuziva len kostny morfogeneticky protein (BMP), kym k regeneracii
koze staci kolagénna pordzna Struktura bez rastovych faktorov [6]

Stratégia  tkanivového inzinierstva zahriluje izolaciu zdravych buniek z pacienta
s naslednym zvéacSenim apomnozenim buniek in vitro. Takto pripravené bunky su
implantované do 3D biodegradabilného skeletu, ktory poskytuje bunkdm oporu a slazi tiez
ako rezervoar pre bioaktivne molekuly- rastové faktory (GF). Skelet musi poskytnit’ vhodné
podmienky pre d’al$i rast, diferencidciu a migraciu buniek. Tiez musi byt tvarovo upravitelny

podl'a miesta pouzitia. Vel'ka povrchova plocha skeletu napoméha bunkovej adhézii.
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3.1.1.Bunky a ich pouzitie v tkanivovom inZinierstve

Zo schopnostou formovat’ nanovldkenné kostry sa zac¢alo formovat’ tsilie napodobnit’
extracelularny matrix (ECM) a vytvorit’ tym umely, vhodny pre tkaninové inzinierstvo. ECM
nepredstavuje len fyzickl podporu pre bunky, ale taktieZ poskytuje prirodzené prostredie pre
bunkovll proliferaciu, diferenciaciu alebo morfogenézu, €o prispieva k regeneracii a
organogenéze tkaniva z podkladom buniek [7].

Takato Struktara by napodobiiovala kolagén, latku prirodzene sa vyskytujucu v ECM
skoro kazdého tkaniva. Prikladom su kosti, koza, §lachy, krvné cievy a ligamentiry. Oblast’
vyskumu sa tiez zameriava na vytvorenie chrupavky, regeneraciu buniek pankreasu, buniek
nervového systému eventudlne buniek pecene, a to najmé prostrednictvom kmenovych buniek
(SC) [6].

Bunky sa spravidla delia na autologne, pochadzajice s rovnaného pacienta, ktorému st
znovu reinplantované. Potom s to bunky alogenické, pochddzajuce od darcu rovnaného
zivo¢iSneho druhu a nakoniec st to bunky xenogenické, izolované z jedinca iného druhu [1]
pouzivané¢ hlavne ako vyzivovacie bunky v tkanivovom inzinierstve koze. Ako
najvyhodnejSie sa zdaju byt’ bunky autologne. Zachovavaju si vysoku aktivitu a nevyvolavaji
imunitni odpoved’. Kmenové bunky sa daju rozdelit na ziklade rozdielu v rozsahu
diferencidcie, teda vrozsahu vzniku viac Specializovanych buniek zpovodne menej
diferenciovanych elementov.

Medzi bunky nediferenciované patria embryonalne kmenové bunky (ES), odvodené od
embryoblastu blastocysty vyvijajuceho sa embrya. Tiez sem patria embryonalne zarodocné
bunky (EG), primitivne pluripotentné kmenové bunky odvodené z prvopohlavnich buniek
plica genitalis ¢asného embrya [8]. Obe st schopné produkovat’ mnozstvo diferenciovanych
buniek tela a obnovovat' sa. Maju tieZ potencidl zvdcSovat' celkovy pocet buniek bez
obmedzenia. Hovori sa o tzv. pluripotencii ( pripadne totipotencii), ktora je hlavnym
dovodom pouzitia tychto buniek. AvSak, pouzitie nediferenciovanych buniek zahriuje
mnozstvo problémov v pripade liecby pacientov. Prikladom sia ES bunky ziskané
z nadbyto¢nych embryii, ktoré st produkované na klinikdch umelého oplodnenia. Vo velmi
rannej fazi vyvoja, v ktorej je embryo tvorené zhruba 1000 bunkami, mézu byt oddelené a
rozmnozené¢ v tkanivovych kultarach [9]. Takéto kmenové bunky predstavuju neziaduce

ucinky v podobe odmietnutia bunkového transplantatu imunitnym systémom prijemcu.
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Jednou z moznosti odstranit’ tento problém je prenesenie jadra somatickej bunky prijemcu do
bezjadrovej embryonalnej kmenovej bunky . Tato technoldgia ale nastol'uje otazku etiky [8] a
mozného zneuZitia v oblasti klonovania.

Druhou skupinou buniek st bunky uz diferenciované, ale sucasne schopné d’alSej
diferenciacie. Takéto kmenové bunky sa vyskytuju v kostnej dreni dospelych jedincov, boli
zistené aj v tukovom tkanive. Dospelé kmetiové bunky moézu diferenciovat’ do mnohych linii
vzhl'adom na pritomné podmienky [6], hovori sa o ich multipotencii. Ich ulohou uz nie je
zvySovat' pocet, ako to bolo v predchddzajucom pripade ES a EG buniek, ale udrzat
konstantny pocet diferenciovanych buniek v danom tkanive.

Najviac preStudovanymi bunkami su hematopoetické kmeniové bunky (HSC),
nachadzajuce sa tiez v kostnej dreni. Bunky st schopné vytvarat' eosinofily, bazofily,
neutrofily, erytrocyty, megakaryocyty, tiez osteoklasty a T- a B-lymfocyty. Kostna dren tieZ
obsahuje mesenchymatické kmenové bunky (MSC), ktoré diferenciuju do niekolkych typov
buniek spojovacieho tkaniva, ako st osteocyty, chondrocyty, adipocty, myocyty, tenocyty a
bunky stromy kostnej drene. Neddvne Stadie tiez odhalili schopnost’ diferenciacie aj do
dalSich typovo Specifickych buniek, ako st kardiomyocyty, endotelové bunky, hepatocyty a
nervové bunky.

Takéto kmenové bunky maju schopnost’ bud’ ostat’ kmefiovou bunkou (self-renewal),
alebo sa stat’ d’alSim typom bunky s viac Specializovanou funkciou. V pripade ES buniek
vedci zistili, ze vdcSina buniek je na zaciatku mnoZenia v poriadku, pocas kopirovania
genetickej informacie ale dochadza k chybam. Cim dlhsie st bunky kultivované, tym viac
podliehaju bunkovému deleniu a zvysSuju tak mnozstvo mutacii vo svojich génoch. Niektoré z
mutacii hraja hlavnt rolu v premene normalnych buniek na rapidne sa mnoziace rakovinové
bunky- teratomy[10]. Vyskumnému tymu Hebrejskej univerzity v Jeruzaleme sa podarilo
zistit, ze inhibiciou klI'iC¢ového génu mdzu predist’ tvorbe teratomu.

Vyhodou MSC je, ze mozu byt stimulované in vitro a in vivo k diferenciacii nie len do
roznych typov mezodermalnich buniek, ale aj do ektodermalnich a endodermalnych buniek
[8], d’alej vysoka bezpecnost’ v porovnani s ES bunkami, ktoré mézu zapricinit vznik
teratdomu, ak su transplantované pred samotnou diferencidciou do urcitej pozadovanej linie.

Z vyssie uvedeného vyplyva, ze kompletna diferencidcia a oSetrenie buniek odvodenych

od ES je nezbytnym predpokladom pre ich klinické pouzitie. Je nutné tiez poznamenat’
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zaujimavost’, ze bunky kostnej drene dokazu Specificky regenerovat’ tkanivo miesta, kam boli
transplantované, hoci kostna dreni obsahuje r6zne druhy kmetiovych buniek. Bunky kostnej
drene sa daju ziskat relativne 'ahko a I'ahko aj expandujt [6] A vzhl'adom nato, Ze pacientovi
by boli odobrané jeho vlastné bunky, imunologické odmietnutie by uz viac nebolo otdzkou.
Vdaka vretenovitému tvaru podobnému fibroblastom adheruji na dno misky s kultarou in
vitro pomerne l'ahko, a preto boli vSetky bunky MSC definované ako adherujuce bunky
z kostnej drene s profilom fibroblastov ( alebo tieZ mezenchymové progenitorové bunky)
[I1]. Ak mozu podliehat transdiferencidcii, ¢o je schopnost’ urcitej zadanej bunky
diferenciovat’ v elementy patriace inému tkanivu [8] pod vplyvom spravneho signalu, mézu sa
stat’ univerzalnymi kmenovymi bunkami.

Pocet odobranych dospelych kmenovych buniek, avSak, v mnohych pripadoch nie je
postacujuci pre klinické vyzitie. Preto je nutné zvySit' po€et buniek za pomoci bunkovej
kultary. Po 16 ditoch pestovania buniek bolo ziskanych 100 milionov MSC z iba 3 ml Cerstvej
I'udskej drene [11]. Ak st bunky kultivované na dvojdimenzionalnej (2D) Strukture,
proliferuji postupne primeranou rychlostou, ale ich kultivacia je sprevadzand de-
diferenciaciou. Naproti tomu, de-diferencidcia sa nevyskytuje, ked’ si kmenové bunky
kultivované na trojdimenzionalnom (3D) skelete, ale na tkor rychlosti proliferacie, ktora je

nizsia.
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Obr.¢.8- vyvoj bune¢nych linii (prevzaté z www.google.com: Stem cells, stiahnuté 15.3 2009)

3.1.2.Rastové faktory
Vyhodou kozného tkaniva ziskaného v procese tkaninového inzinierstva, hoci aj
alogenického pdvodu, v porovnani s klasickymi naplastami je pritomnost a pdsobenie

rastovych faktorov na poranenu oblast’.
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Rastové faktory st cytokiny, ktoré su sekretované mnohymi typmi buniek a sliizia ako
biosignalne molekuly. Podporujui alebo predchadzaju bunkovej adhézii, proliferacii, migracii
a diferenciacii up a down-regulaciou tvorby proteinov, inych rastovych faktorov a
receptorov . Posobia teda bud’ stimulacne alebo inhibic¢ne. Tieto proteiny su endogénne latky
vylucované do tela bunkami a to bud’ samotnymi, na ktoré posobia (autokrinné bunky), alebo
predstavuju vysledok komunikacie s okolitymi bunkami (parakrinné bunky) [6]. Pre uplnost’
existuju este bunky endokrinné, juxtakrinné a intrakrinné. Mnohé bunkové typy dokazu
produkovat’ rovnaké rastové faktory a jeden rastovy faktor méze pdsobit’ na viacero typov
buniek s rovnakym ale a inym efektom. Tiez je mozné pomocou jedného rastového faktoru
ovplyvnit’ sekréciu a u¢inok inych rastovych faktorov (synergizmus, antagonizmus).

Rastové faktory sa nenachadzaju v organizme ako predvytvorené, ale tvoria sa az na
zaklade urcitého signalu. Rastové faktory sprostredkuvaju svoju G€innost’ na cielovych
bunkach prostrednictvom receptorov na ich povrchu. Ich pol€as Zivota je vSak kratky, preto st
ucinné len v urcitom casovom intervale. Napriklad rastovy faktor izolovany z krvnych
dostic¢iek (PDGF) vykazuje po i.v. podani polCas zivota len 2 minuty, nemoze byt preto
detekovany v krvnom obehu [12].

Proteiny, ktoré su ¢asto pouzivané v procese tkaninového inzinierstva zahriiuju bazicky
fibroblastovy rastovy faktor (bFGF alebo FGF-2), cievny epitelovy rastovy faktor (VEGF) a
kostny morfogeneticky protein (BMP), ktory vyvolava hojenie a regeneraciu kosti. bFGF je
jednym z angiogenézovych faktorov a ma schopnost’” zvySovat hojenie rany, regeneraciu
kosti, chrupaviek, koze, nervového a tukového tkaniva prostrednictvom vyvolania
angiogenézy, novotvorby ciev. VEGF je tieZ proteinom stimulujucim angiogenézu. Bolo ale
zistené, ze krvné cievy regenerované za pomoci VEGF boli jemnejSie a tento faktor
vyvoléval vznik edému. Z tohoto dévodu je preferovany skor bFGF [7].

Obdivuhodné schopnost’ rastovych faktorov moze byt predpokladand tiez z faktu, Ze
BMP a bFGF aj samotn¢ dokazu vyvolat’ kostnl a cievnu regeneraciu, bez pritomnosti skeletu
alebo implantovanych buniek. Oc¢ividne, pridavok vhodnych rastovych faktorov do skeletu
s bunkami musi prirodzene zlepSit tkanivova regenerdciu v porovnani so skeletom len
s bunkovou kultarou [6].

Boli vyvinuté tri metddy pre dorucenie rastovych faktorov. Jednou je pouzitie DNA

plazmidov, ktoré obsahuji zakdédovani genetickli informaciu k pozadovanym rastovym
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faktorom. Po vlozeni takéhoto plazmidu do tela, zaéne plazmid syntetizovat’ faktory a tie sa
nasledne vylu€uju z bunky, v ktorej sa nachddza plazmid, kym je aktivny. Druha metoda tiez
vyuziva genetické technoldgie. Gén kodujuci rastovy faktor je transferovany do Specifického
typu buniek pomocou nejakého vektora (napriklad virového). Bunky su nésledne
transplantované na miesto, kde maji byt’ prislusné rastové proteiny vyvijané. V tretej metode,
rastovy protein je priamo aplikovany spolu s nosi¢om. Tento pristup je najvhodnejsi pre
tkanivové inzinierstvo. Rastové faktory na jednej strane dopomahaji ku kultivacii buniek na
polymérnej Struktire, na strane druhej dokazu zlepsit’ tkanivovu regeneraciu.

Vyber nosica velmi ovplyviiuje uvoltiovaciu kinetiku rastového faktoru [6]. Tiez
zabezpecuje ochranu rastového faktoru proti proteolyze ako aj predlzuje jeho aktivitu in vivo
zadrziavanim [7]. Praktickym prikladom aplikacie je pouzitie v DDS (kap.¢.3.2).

K faktorom zvySenia u¢innosti rastovych polypeptidov in vivo patri umoZnenie
neprerusené¢ho uvolnovania bioaktivnych molekul v SirSom ¢asovom intervale pomocou
roznych machanizmov, tieZ nutnost zdbrany eventudlne znizenia stupna denaturacie a
agregacie proteinov pocas pripravnych faz na minimum, zaistenie schopnosti absorbancie
rastovych faktorov do tela a sGcasne zabezpecit' biodegradabilitu polymérnej Struktury,
vystupujucej ako nosi¢, ktord definuje kapacitu novoformovaného tkaniva. Trvanie
uvolnovania proteinov z matrixu kostry polyméru okrem spomenutej Struktiry nosica
ovplyviiuje prirodzene aj ich koncentracia a vlastnosti procesu.

Ku konkrétnym materidlom vyuzivanym ako nosice sa osvedCili najmd hydrogély,
vzhl'adom na ich biobezpecnost’ a vysoku inertnost’ k proteinovym latkam.

Prikladom polymérneho materidlu je Zelatina, biokompatibilny derivat kolagénu.
Komer¢ne dostupné st dva typy zelatiny, a to kysld a zasadita. Kysld forma mé schopnost’
viazat’ sa do komplexu zo zasaditymi proteinmi a naopak. Je preto ocakavané, Ze bFGF bude
uvolnovany zkomplexu vzniknutého zmieSanim kyslej Zelatiny a béazického rastového
faktoru po implantovani do tela, ako vysledok enzymatického odburavania Zelatiny. Pouzitim
tohoto hydrogélu bolo zistené kontrolované uvolfiovanie rastovych faktorov v ¢asovom
intervale od 5 dni po 3 mesiace [7].

Aplikdcia rastovych faktorov v tkanivovom inzinierstve bude urychlena, ked’ sa rastové

faktory stanu viac dostupnejSie a menej drahé.
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3.1.3.Spdsoby vyroby kostier pre tkanivové inzinierstvo
3.1.3.1. Uvod

Vytvorenie Struktar, ktoré napodobiiuju architektiru tkaniva v nanorozmeroch je jednou
z hlavnych vyziev v oblasti tkanivového inZinierstva [5].

Prirodzene, tkanivo tela sa sklad4d z dvoch kompartmentov, a sice z buniek a okolitého
prostredia. Prostredie zahriiuje extacelularny matrix (ECM) pre bunecnt proliferaciu a
diferencidciu (akasi prirodnd* kostra*), teda miesto pre zivot buniek a biosignalnych molekul
ako ich zivin [7].

Bolo by vel'mi vyhodné pre pacientov aj lekarov, ak by zdevastované tkaniva alebo
organy pacientov mohli byt regenerované jednoduchou bunkovou injekciou do ciel'ového
miesta, ale také pripady su pomerne zriedkavé. Vacsina viacSich poskodenych tkaniv alebo
organov s jasnou 3D Struktirou bude vyzadovat’ podporu pre ich obnovu z buniek. Touto
podporou je kostra, templat, alebo umely ECM. Hlavnou funkciou tejto kostry, prirodzene
ako je funkcia prirodného ECM, je asistovat’ v proliferacii, diferencidcii a biosyntéze buniek
[6].

Aby boli zaistené spravne funkcie podpornej kostry v tkanivovom inZinierstve, musi
kostra zahrnovat’ mnozstvo poziadavok. Po prvé, mala by mat prepojené mikropory, ¢o
umoziiuje naockovat’ velké mnozstvo buniek, moézu migrovat’ do vnutra Struktary, mozu sa
delit’ a byt vyzivované mnozstvom zivin. Mikropdry umoznuju tiez odvod katabolitov. Toto
vSetko je dolezité pre prezitie buniek. Optimalna vel'kost’ poru je v rozmedzi 100-500 pm.
Okrem optimalnej porozity by mala mat’ kostra adekvatnu povrchova plochu a mechanicku
silu. Absorp¢na kinetika je tieZ kritickd a zavisi na tkanive, ktoré ma byt regenerované [6].

Ako biomateridly boli skimané a pouzité roznymi spdsobmi rozmanité syntetické a
prirodné polyméry, keramické latky a kovy alebo ich zmesi. Z praktického hladiska, kovy a
keramické latky, okrem karbidu vapenatého a trikalcia fosfatu, nie su biodegradabitelné.
Naproti tomu niektoré polyméry predstavuji biodegradabiteIné materialy. Slovo
biodegradacia je definované ako fenomén, kde materidl je rozlozeny alebo rozpusteny vo
vode hocijakym procesom v tele, aby sa tym odstranil z miesta kde bol implantovany [7].
Kostra a jej degrada¢né fragmenty by nemali byt ani cytotoxické, ani by nemali sposobit’

imunitnu, zapalovu, trombogénnu odpoved’ [13].
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Existuju dve cesty ako odburat materidl. Po prvé, hlavny retazec materidlu je
hydrolyzovany alebo enzymaticky natrdveny a tym sa zniZzuje jeho molekulovd hmotnost, az
sa strati uplne. Po druhé, material je chemicky zosietovany aby vytvoril hydrogél,
nerozpustny vo vode. Ked je priecna vidzba (tvoriaca zosietenie) naruSend, vznikaju
fragmenty rozpustné vo vode a moézu byt postupne odplavené z miesta implantacie.
Syntetické polyméry st vo vSeobecnosti degradované jednoduchou hydrolyzou, kym
prirodné polyméry su rozkladané hlavne enzymaticky. Tiez bolo zistené, Ze syntetické
polyméry st hydrofébne a mechanicky silné v porovnani s prirodnymi polymérmi. Na druhe;j
strane, rychlost’ ich degradacie je porovnatelne nizsia [7].

V sucastnosti existuju tri techniky vhodné pre syntézu nanovlékien ako biologickych
kostier napodobnujucich ECM, s réznymi stupiiami uspesSnosti. Je to electrospinning,
samozostavovanie, a fadzova separacia.

3.1.3.2. Electrospinning

Electrospinning je najviac preStudovanou technikou a tiez ukédzal najslubnejSie
vysledky z hladiska aplikdcie v tkanivovom inzinierstve. Technika poskytuje moznost
kontroly hrubky a zloZenia nanovlakien spolu s porozitou nanovldkennych sieti pouzitim
relativne jednoduchej experimentalnej zostavy (princip v kap.2.2.) [5].

Mnozstvo prirodnych makromolekul (kolagén, hodvab, fibrinogén,...) a syntetickych
polymérov (kyselina polyglykolovda PGA, kyselina poly-L-laktidovda PLLA, kopolymér
predchadzajtcich dvoch polymérov PLGA, polykaprolakton PCL,...) bolo spracovanych touto
technikou do jemnych netkanych vldkien pre vyskum v tkanivovom inZinierstve. Bolo
ohlasené, Ze na electrospinningom vytvorenych nanovldknach adherovali, proliferovali a
diferencovali mnohé bunky a tiez si dokazali zachovat’ svoj fenotyp [14].

3.1.3.3. Samozostavovanie

Samozostavovanie je volne definované ako autondmne organizovanie komponent do
uritych vzorov alebo Struktir bez ludského =zasahu [14]. Vzory vzniknuté pri
samozostavovani maju presnu Struktiru, vel’kost’ a tvar [1].

Uspech samozostavovania v molekulovom systéme je uréeny piatimi charakteristikami:
a) zlozky systému:
Samozostavovaci systém pozostava zo skupiny molektl alebo casti molekul, ktoré

medzi sebou interaguju. Tieto molekuly alebo Casti molekul mézu byt bud’ rovnaké, alebo
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rozdielne. Ich interakcia vedie k tomu, Ze systém prechaddza z menej usporiadaného stavu
(roztok, neusporiadané agregaty, ndhodné zvitky) ku kone¢nému viac usporiadanému stavu
(krystal alebo zlozend makromolekula).

b) interakcie:

Samozostavovanie nastdva, ked molekuly interaguji medzi sebou prostrednictvom
rovnovahy pritazlivych a odpudivych sil. Tieto sily st vo vSeobecnosti slabé a nekovalentné
(van der Waalsove sily a Coulombove interakcie, hydrofobne interakcie, vodikové mostiky),
ale boli pozorované aj slabé kovalentné vizby (koordina¢né vézby). Komplementarita v
tvaroch komponent je tiez kl'icova.
c)reverzibilita (alebo prisposobivost):

Pri samozostavovani usporiadania Struktir, zdruzovanie zloziek musi byt bud
reverzibilné, alebo musi dovolit’ komponentom prisposobit’ ich polohy vramci agregétu, ktory
vytvaraji. Pevnost’ vdzieb medzi zlozkami preto musi byt zrovnatel'na sildm veduicim k ich
rozruSeniu. V pripade molekul, sily su vytvarané tepelnym pohybom. Plati, Ze procesy, v
ktorych kolizia medzi molekulami vedie k nevratnému braneniu pohybu zloziek, vytvaraja
skla, nie krystaly.
d)prostredie:

Samozostavovanie molekul je normalne uskuto¢iiované v roztoku alebo na rozhrani ,
ktoré¢ dovol'uje pozadovany pohyb zloziek. Interakcia zloziek s prostredim, v ktorom sa
nachéddzaji, moze silno ovplyvnit’ priebeh procesu.
e)transport hmoty a agitacia:

Aby prebehlo samozostavovanie, molekuly musia byt pohyblivé. V roztoku, hlavnu
Cast’ pohybu, nutnt k uvedeniu molekul do kontaktu, zabezpecuje tepelny pohyb [15].

Molekulami, ktoré spiiiaji v prirode tieto podmienky, su fosfolipidy, ktoré v roztoku
dokéazu vytvarat’ vezikuly alebo micely.

K vytvoreniu nanovlékien boli skimané amfifilné molekuly peptidu (peptidové amfifily
PA).

Molekula PA pozostava z kolagénnej, hydrofilnej sekvencie Gly-Val-Lys-Gly-Asp-Lys-
Gly-Asn-Pro-Gly-Trp-Pro-Gly-Ala-Pro [IV-H1], ktora je podobna k l'udskej al(IV) 1263-
1277 kolagénnej sekvencii [5]. K mono- alebo dialkylu esteru je prepojend cez N- a

aminoskupinu. Kolagénna sekvencia peptidu, a sice hlavna skupina, tvori trojSroubovnicovi
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Struktaru, kym lipofilny zvySok sa zdruzuje pomocou hydrofobnych interakcii a vyvolé alebo
stabilizuje 3D Struktiru kolagénnej sekvencie hlavnej skupiny [14]. K ohodnoteniu
biologickej aktivity PA boli vybrané melanomové bunky. Bolo ukazané, ze tieto bunky
adherovali a mnozili sa na IV-H1 sekvencii. Obe aktivity boli umocnené, ked’ sa ligand
nachdadzal v trojSroubovnicovej konformacii [16].

Ani peptid, ani hydrofobne zvysky sami o sebe nevykazovali vyznamnt adhéziu, avsak,
samozostavena trojSroubovnicova Struktura vyznamne ju vyznamne podporila [14].

Okrem tychto samostatnych molekulovych jednotiek, je zname Ze sa molekuly PA
samozostavuju aj do listov, gul’, ty¢iniek, diskov alebo kanalikov v zavislosti na tvare, naboji
a prostredi, v ktorom sa nachadzaji. TaktieZ boli vyvinuté dvoj- a troj-bloky PA s
architekturou ty¢inky za pomoci u¢innej anidonovej polymerizacie. Tieto dvoj- a troj-bloky
preukdzali trojSroubovnicovy tvar, dokonca niektoré z nich boli schopné vytvorit’ aj vlakna
[17].

Formovanie nanovlakennych PA je navrhnuté 5 klI'ic¢ovymi Strukturdlnymi ¢rtami, ktoré
zahrijt:

a) dlhy alkylovy retazec, ktory reprezentuje hydrofobne vlastnosti molekuly

b) Styri za sebou iduce cysteinové zvysky, ktoré vytvaraju disulfidické mostiky k polymeracii
Struktary

¢) spojovaciu ¢ast’, obsahujucu tri glycinové zvysky sluziace k poskytnutiu flexibility
hydrofilnej hlavnej skupine

d) fosforylovany serinovy zvySok, ktory silno interaguje s ionmi Ca*" a pomaha usmerfiovat’
mineralizdciu hydroxyapatitu (HAP)

e) Arg-Gly-Asp (RGD), Co je ligand bunecnej adhézie

Cystein, fosforylovany serin a RGD sekvencia su Specifickymi charakteristikami
peptidovej Casti PA [17].

Priprava nanovlakien zahriiuje redukciu cysteinovych zvySkov PA na volné thiolové
skupiny pouzitim dithioteritolu s naslednym okyselenim pod pH 4 k simulécii
samozostavovania PA do cylindrickych micel, teda nanovlakien [5]. V tomto tvare, amfifilné
molekuly st kolmé k nanovlaknam s hydrofébnou €astou vo vnutri a hydrofilnou ¢astou na

povrchu [17].Takto vytvorené nanovldkna majua priemer 5-8 nm a dizku cez 1um.
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Boli uskuto¢nené rozne stidie ohladne pozmenovania Struktiry PA. Napriklad,
dialkylovy retazec bol zameneny za monoalkylovy. Ukazalo sa, Ze so zviésujucou sa dizkou
monoalkylového retazca z C 6 na C16 sa zvysila termalna stabilita vzhI'adom k hydrofébnym
interakcidm medzi alkylovymi retazcami. Tiez bolo dokdzané, Ze sa meni pH citlivost’
monovlakien, ktora ovplyviluje samozostavovanie. Obe , aj mono aj dialkylové retazce
vytvorili na rozhrani kvapalina-vzduch vo vodnom roztoku stabilné trojSroubovnicové

usporiadanie [5].

R—O7 g

Double Tail Amphiphile (dCnG4)
R=Cn=CH,;-(CHz)n
X=G4=(Gly-Pro-Hyp)«IVH1

O

R A

Single Tail Amphiphile (SCnG4)
R=Cn=CHs-(CHz)n2
X=G4=(Gly-Pro-Hyp)«IVH1

Obr.¢. 9 Chemicka Struktira molekuly PA mono a dialkylovej ( Tushar Gore et al: Self-Assembly of
Model Collagen Peptide Amphiphiles)

Bola opisana aj aplikacia vetvenych PA molekal (bPA) ako samozostavujucich sa
povrchovych filmov pre vldkna tvoriace kostry (napr. PGA) [18]. Pouzitie sa predpoklada

najméi v oblasti tkanivovej regeneracie mocového mechura.
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Obr.¢.10 Vetvena molekula s jednym RGD ( Harrington et al: Branched peptide amphiphiles as self-

assembling coatings for tissue engineering scaffolds)

Je zndmy aj mineralizany potencial PA, ktory vznikd zabudovanim HAP do Struktary z

cielom obnovy nanostruktary kosti [19], alebo inych mineralizovanych tkaniv.
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Kostry tkanivového inzinierstva by mali idedlne obsahovat’ dostatocne velké pory, aby po
inkorporacii buniek nasledovala ich proliferacia a migracia. Jednym z obmedzeni sucasnych
samozostavujucich sa kostier je ich neschopnost’ kontrolovane tvorit makropéry. Dal§im
obmedzenim je, Ze sa netvori stabilna 3D Strukttra a degradacia potrebuje byt eSte overena.
Naproti tomu, samozostavujice sa systémy maju ¢asto formu hydrogélu, preto si vyhodné pre

injekéné aplikacie [14].

Obr.c.11 Obrazky ziskané prostrednictvom transmisivnej elektronovej mikroskopie (TEM), a)
nanovlakna formované z molekuly PA, ktoré sa samozostavovali vysuSanim priamo na mriezke TEM
bez tpravy pH, b) samozostavend molekula s pridavkom CaCl, (prevzaté z Hartgerink et al: Peptide-

amphiphile nanofibers: A versatile scaffold for the preparation of self-assembling materials)

3.1.3.4. Fazova separacia

Fazova separacia nastdva, ked’ sa homogénny multikomponentny systém stane
nestabilnym pod vplyvom urcitych podmienok a komponenty maju sklon separovat’ sa do
multifaizového systému za i¢elom znizenia jeho volnej energie [14].

Pouzitim procesu termalne indukovanej fazovej separacie modze byt vytvoreny
nanovlakenny penovity material [17]. Separacia nastdva v systéme kvapalina-kvapalina a v
pripade polymérnych roztokov bola preskimana k tvorbe pordznych Struktur ako kostier
tkanivového inzinierstva.

Tato technika zahrituje pét’ zdkladnych krokov [5]:

1) rozpustenie polyméru

2) proces separacie v systéme kvapalina-kvapalina
3) gelacia polyméru

4) extrakcia roztoku z gélu pomocou vody

5) zamrznutie a lyofilizacia vo vakuu
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Pri separacii faz sa roztok polyméru deli do dvoch faz, a to na fazu s vysokou
koncentraciou polyméru ( rich phase) a fazu s nizkou koncentraciou polyméru (poor phase).
Po tom, ¢o je odobrané rozpustadlo z fazy s vysokou koncentraciou materialu, polymér
zatuhne [14].

Bolo zistené, ze gelécia je kriticky krok, ktory kontroluje por6znu morfolégiu materialu.
Nizke teploty pocas gelacie viedli k vytvoreniu nanorozmernej vlaknitej sieti [5], kym vysSia
teplota sposobila vytvorenie dostickovitych Struktar vzhl'adom k naoCkovaniu krystalov a

ich rast.

Obr.¢.12: Nanovlakenna pena PLLA ziskana geldciou pri 8°C z 2,5 % PLLA/THF roztoku. 500 x

zvacSené (prevzaté z Peter X. Ma, Ruiyun Zhang: Synthetic nano-scale fibrous extracellular matrix)

Avsak, ostatné procesné zmeny, ako roztok, typ polyméru, jeho koncentracia, vymena
rozpustadiel, teplotné oSetrenie a poradie procedir moézu tiez ovplyvnit morfoldgiu peny
[17].

Napriklad vzrast koncentracie polyméru znizuje porozitu a zvySuje mechanické
vlastnosti [5].

V zavislosti na vlastnostiach systému fazovej separacie modze byt vysledna fyzicka
podoba materialov r6zna, a sice prasok, pena s otvorenymi pormi alebo pena s uzatvorenymi
pormi. Iba penovité materidly s otvorenymi pérmi si vhodné pre aplikacie v tkanivovom
inzinierstve [14].

Bohuzial’, samotny proces fdzovej separacie nedovoluje vytvorit’ dostatoéné mnozstvo
makroporov. Preto sa do systému zavadzaju anorganické soli, parafinové kvapocky alebo

cukor ako porogény vnesené do zmesi polymérneho roztoku pocas fazovej separacie k

27



dal§iemu zvySeniu porozity. Podobne moézu byt vytvorené tubuldrne alebo rozne

nepravidelné pory [17].

Obr.¢.13 Obrazky ziskané skenujucou elektronovou mikroskopiou (SEM). Nanovlakenny matrix
PLLA s makrop6rmi pripravenymi s PLLA/THF a cukornych castic a) velkost’ castic 100-250um,
50x zvacésené, b) vel'kost Castic 250-500 pum, 500x zvacSené (prevzaté z Ruiyun Zhang,1 Peter X.

MaSynthetic nano-fibrillar extracellular matrices with predesigned macroporous architectures)

Kostra ziskana touto metdédou ma tri urovne Struktury:

a)makropordzna uroven, kde velkost’ a tvar porov je kontrolovany porogénom
b)medzivldkennd vzdialenost’ ovplyvnena koncentraciou polyméru

¢)priemer vlakien, pohybujuici sa od 50-500 nm

Takto vzniknuta kostra bola skimané s ohl'adom na bunkovl adhéziu s osteoblastami.
Bolo zistené, ze nanovlakna zvysili bunkovt adhéziu aj proteinovl adsorpciu.

Vyhodou fazovej separacie je relativna jednoduchost’ procedury, kde poziadavky na
aparatiru su minimalne. Je tieZ mozné vyrobit’ Struktiru pre Ziadany anatomicky tvar tela a to
prostrednictvom poéitatom asistovaného dizajnu a pocitatom asistovanej vyroby. DalSou
vyhodou je sucasnd pritomnost’ nano a makroarchitektiry, ktord méze byt vyhodnéa vzhl'adom
na bunkovu odpoved’ na urovni nanovlékna, a vzhl'adom na bunkovu distribuciu a tkanivova

architektiru na irovni makroporozity [5].
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3.1.3.5.Materialy pouzivané na kostry

Polyméry pouZzivané v tkanivovom inZinierstve sa spravidla delia na prirodné a
syntetické.

Prirodné polyméry poskytuji vyhodu byt velmi podobné, casto identické k
makromolekulovym substanciam nachadzajucim sa v l'udskom tele. Preto je biologické
prostredie pripravené rozpoznat’ a priaznivo interagovat’ s prirodnymi polymérmi[5]. Medzi
najznamejsie polyméry patria kolagén, chitosan, elastin, hodvab a kyselina hyaluronova.

Kolagén predstavuje zékladnu sucast ECM. Je pouzivany v mnohych aplikaciach
tkanivového inzZinierstva. Méze byt izolovany z réznych miest tela, je 'ahko uchovéavany a
relativne neimunogénny [20]. Zo vSetkych typov kolagénov su vyrabané kolagén typu I, Il a
I, a to nayjmd pre tkanivové kostry k rastu buniek a ich penetracii [21]. Kolagénne
nanovldkna preukazali kompatibilitu s mnohymi typmi buniek, vratane myoblastov a
osteoblastov pre regeneraciu kosti s th-BMP-2 [22, 23]. Bolo zistené, Ze mechanicka sila
nanovldkenného systému bola vyznamne zvySend  mieSanim kolagénu typu [ s
polyethylénoxidom (PEO) [5].

Chitosan je kryStalovy polysacharid. Jedna sa o Ciastocne deacetylovany derivat chitinu,
ktory je primarnou Strukturou exoskeletu c¢lankonozcov [24]. Podobne ako kolagén je
neantigénny a pouzite'ny v mnohych oblastiach mediciny. Bolo potvrdené prostrednictvom
skenujucej elektronovej mikroskopie (SEM), ze nanovlakna chitosan/PEO ukazali adhéziu
chondrocytov a osteoblastov, a bunky si zachovali svoju morfolégiu a tym bunecny fenotyp.
Moézu preto sluzit’ ako potencionalny kandidati tkanivového inzinierstva kosti [25].

Elastin je protein zodpovedny za elastické vlastnosti tkaniv stavovcov [26]. Elastinovy
biomaterial je odporuCany pre Siroku Skalu aplikacii, a sice nadhrady koze, cievne Stepy,
srdecné chlopne a elasticka chrupavka.

Hodvéabne vldkna st ziskavané z hodvabnika (Bombyx mori) a pozostdvaju z 2
proteinovych casti. Fibrin je Strukturalny protein hodvébnych vlakien a sericin je vo vode
rozpustny glejovy protein, ktory viaze fibrinové vlakna dokopy [27]. Bolo zistené, ze
hodvabny fibrin (SF), po vhodnej extrakcii od sericinu, je neimunogenny, biokompatibilny a
vhodny k podpore priputaniu stromalnych buniek kostnej drene, ich Sireniu, rastu a
diferenciacii ako aj k ziskaniu zanedbatelnej odpovedi pocas Standardného in vitro

makrofagového testu [28]. K ohodnoteniu bunkovej adhézie na SF nanovldkna boli pouzité
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I'udské keratinocyty (NHOK, NHEK) a l'udské fibroblasty. Néasledne bola pozorovana rapidna
proliferacia buniek [29].

Kyselina hyaluronova (HA) je prirodzenou komponentou ECM tkaniva [5]. Patri medzi
polyméry zasadne asociované s vodnym roztokom a vykazuje v fiom vysoku viskozitu [21].
Bolo pozorované, ze elektrospinning HA neviedol k jednotnej produkcii vysoko kvalitnych
netkanych vlakien [5]. Preto boli postupne hodnotené rézne prostriedky k modifikacii metody
electrospinningu za ucelom vytvorenia procesu pre vysokopordézne roztoky ako HA.
Technika bola nazvanéd elektroblowing [30]. Pouzitie HA je najmid v kostnej a koZnej
medicine.

K dal§im prirodzene sa vyskytujucim polymérom patria napriklad alginaty, zelatina,
celuloza, fibronektin, glykoaminoglykan.

Biodegradabilné syntetické polyméry poskytuju mnozstvo vyhod vzhl'adom k ostatnym
materidlom pre vyvoj kostier v tkanivovom inzinierstve. KI'a€¢ové vyhody zahriuju schopnost’
vytvorit' také mechanické vlastnosti a degradacnu kinetiku, aby vyhovovala rozliénym
aplikaciam. Atraktivitu zvySuje fakt, ze syntetické polyméry moézu byt vytvarované do
réznych tvarov a navySe zo ziadanym morfologickym tvarom porov k lepSej penetracii
tkaniva. Okrem toho, polyméry moézu byt tvorené s réznymi chemickymi funkénymi
skupinami, ktor¢ tiez mézu napomahat’ vrastaniu tkaniva [31].

Medzi najcastejSie pouzivané syntetické polyméry patria polymér kyseliny glykolove;j
(PGA), polylaktidovd (poly-mlie¢na) kyselina (PLA), ich kombinicia PLGA,
polykaprolakton (PCL), polyetylénglykol (PEG) a polyfumaraty (PPF).

Medzi alifatické linearne polyestery patria PGA a PLA. Ich vyhodou je biodegradabilita
jednoduchou hydrolyzou esterovej vdzby vo vodnom prostredi, aky su napriklad telové
tekutiny. Okrem toho, produkty degradacie st ihned’ metabolizované na oxid uhli¢ity a vodu,
alebo si vylucené mocovym systémom. PLA-PGA materidly su intenzivne pouzivané k
vyrobe Struktar pre inzinierstvo svalovo-kostrového tkaniva [32]. Rychlost’ degradacie je
podmienena faktormi ako st konfiguracna Struktara, pomer kopolymérov, krystalickost,
molekulova hmotnost, morfolégia, napitie, hodnota rezidualneho monoméru, porozita a
miesto implantécie [31].

PCL je semikrystalicky polymér zlucitelny s mnohymi inymi polymérmi. Degraduje

omnoho mensou rychlostou ako PLA a je vhodnym zékladnym polymérom pre systém

30



cielenej dopravy lieciv (DDS) [31]. AvSak, PCL spolu s inymi materidlmi mdze mat’
mechanické vlastnosti, aby sluzil ako kostra a bol pouzity v aplikaciach, kde je potreba viac
pruzny material [33].

PEG je netoxicky, biokompatibilny materidl pre oralne i lokalne aplikacie. Ma mnoho

Struktarnych, chemickych a fyzikalnych vlastnosti blizkych ECM. PouZiva sa a stale skiima k
uprave povrchov a objemovych materidlov v biomedicinskych aplikaciach in vitro aj in vivo,
v DDS aj tkanivovom inzinierstve [1].
Degradaciou PPF vznika kyselina fumarova, prirodzene sa vyskytujica v Krebsovom cykle, a
propylénglykol [31]. Bolo zistené, ze mé podobné mechanické vlastnosti ako Spongiézna
kost, preto ma schopnost’ vyplnit' defekty skeletu [33]. Dal§imi skupinami st polyortoestery
(POE), polyamidy, polyanhydridy, polyuretdny (PU), polykarbonaty, polyfosfazany,
polyvinylalkoholy (PVA) a polyvinylacetaty (PVAC).

3.1.4Tkanivové inzinierstvo vybranych casti tela:
a) Nanovlakna pre kostné tkanivové inzinierstvo

Poziadavok novej kosti ako nédhrady k vymene, alebo obnove funkcie kosti, ktora bola
poskodend, zranend, popripade stratend, ja hlavnou klinickou a socioekonomickou potrebou.
Skeletalne tkanivové inZinierstvo vyZaduje, v zasade, kostry vhodné pre bunkové pripevnenie
a zachovanie bunkovych funkcii, vratane bohatého zdroja osteoprogenitorovych buniek v
kombinécii s vyraznymi osteoinduktivnymi rastovymi faktormi [34].

Existuju viaceré pristupy v oSetreni kosti. Sti¢asné terapie zahrituji autostepy a alostepy
hubovitej kosti, aplikaciu vaskularnych Stepov fibularneho a ilidrneho vrcholku kosti. Hoci st
Standardnymi oSetreniami, s ich pouzitim sa vyskytuju aj nedostatky [35], a sice morbidita na
strane donoru alebo zavedenie infekcie popripade choroby na strane prijemcu. Ulohu zohrava
aj socioekonomicky faktor [34].

Dal$ou metédou opravy defektu kosti je cesta vyplni kosti cementom, ktoré ale mozu
spoOsobit’ taktiez infekciu.

Vymena kostnej drene je d’alSou moznou aplikidciou tkanivového inZzinierstva pre
lieCenie pacientov, ale jej nevyhoda spociva v chemoterapii, alebo radiacnej lieCbe. Drenl

moze byt pouzitd v kultirach tkanivového inZinierstva [35].
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Predchdadzanim neziadicich Uc¢inkov vysSie spomenutych metdéd ma tkanivové
inZinierstvo pomocou kostier.

V sucasnosti dizajn a vyroba kostry vo vyskume tkanivového inZinierstva je riadena 3
kategoriami materialov [36]:

I. Schvélené biodegradabitelné a bioresorbovatelné polyméry, ako kolagén, PGA,
PLLA, PDLA, PCL

II. Mnozstvo neschvalenych polymérov, ako su POE, polyanhydridy, ktoré¢ su vo fazi
preverovania

III. Syntéza podnikatel'skych polymérnych biomateridlov, ako PLA-lyzin, ktoré mozu
selektivne zavadzat’ Specifické bunkové fenotypy a viest’ diferenciaciu a proliferaciu
do cielového funkéného prematuracného a matura¢ného tkaniva

Pred uvaZenim Ziadanych vlastnosti potencionalneho materidlu je vyhodné pochopit’ 2
koncepty kostnej regeneracie pre tkanivové inZinierstvo, Specidlne osteoindukciu a
osteokondukciu [35]. Osteoindukcia je proces vyvolania osteogenézy, teda novotvorby kosti.
Zahriiuje prijimanie nezrelych buniek- l'udskych mezenchymalnych kmenovych buniek
(hMSC) a ich stimulaciu k premene na preosteocyty, z nich na osteoblasty a chondrocyty. V
situdcii hojenia kosti, ako je napriklad fraktura, vac¢Sina hojenia kosti je zavisla na tomto
procese [37] Osteokondukcia podporuje vrastanie kapilar a buniek hostitel'a do 3D kostry k
vytvoreniu kosti.

Polyméry mézu byt rozne v ich molekulovej hmotnosti, polydisperzite, krystalickosti,
teplotnej premene, z ¢oho vyplyva rozna rychlost’” absorpcie. Ich relativna hydrofobnost’ a
percento kryStalickosti méze ovplyvnit’ bunecny fenotyp, podobne aj povrchovy naboj bude
ovplyvilovat’ bunkové Sirenie a afinitu buniek k povrchu. V pouziti sa polyméry delia na
acelularne, kde sa predpokladd, ze bunky z okolitého tkaniva budu migrovat do polyméru po
jeho aplikécii na defekt kosti, a celularne[35].

Bolo zisten¢, ze electrospinningom pripravené PCL kostry poskytuji prostredie, ktoré
podporuje mineralizaciu tkaniva a méze byt vhodnym kandidatom pre lieCbu kostnych
defektov. Tvarovatel'nost’ tychto PCL kostier mdze byt taktiez napomocna v klinickych
aplikéaciach [38].

Hodvéby su tiez atraktivnym materialom pre tkanivové inzinierstvo kosti vzhl'adom na

ich biokompatibilitu, pomali degradéaciu a excelentné mechanické vlastnosti. Kostra zlozena z
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hodvabneho fibrinu vytvorend cestou electrospinningu poskytla prostredie, ktoré podporilo
vytvorenie mineralizovaného tkaniva. Zavedenie BMP-2 a nanohydroxyapatitu (nHAP) do
kostry zvysilo vyznamne vytvaranie kosti v zavislosti na velkosti mineralizécie a transkripcie
génov zucastnenych procesu osteogenézy. Bolo tiez zjavné, ze nHAP bol Gspesne zasadeny
ak do hodvabnej/PEO kostry [39].

PLGA materidly s Casto pouzivané ako konstrukéné materialy. Nedavno bol vyvinuty
rotacny kyslikovo-permeabilny bioreaktorovy systém (ROBS) (obr.c.14) k poskytnutiu
optiméalneho tlaku kysliku a mechanického napédtia na bunkovo-polymérovl Struktaru.
Osteoblasty odvodené od MSC novonarodenych potkanov boli kultivované na PLGA penéch

a nasledne bola pozorovana mineralizacia, ako aj 3D vytvorenie kosti [38].

Cell suspension
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Obr.¢.14: Schéma bioreaktorového systému (ROBS) (prevzaté z Felicity R.A.J. Rose, Richard O.C.

Oreffo: Bone tissue engineering: Hope vs Hype)

Okrem vysSie spomenutych materidlov sa eSte vyuzivaju v kostnom inZzinierstve
demineralizovany kostny matrix, trikalcium fosfat (TCP), dentdlna sadra, titdnium a
keramika. Velka ulohu zohrdva aj porozita materidlu, aj ked’ negativne ovplyviuje

mechanicku silu polyméru [35].

33



b) Nanovldkna pre tkanivové inzinierstvo chrupavky

Kibova chrupavka je tkanivo s obdivuhodnou Zivotnostou. Avsak, viaceré poskodenia
chrupavkovitého tkaniva zapri¢inené vyvojovymi abnormalitami, razom, alebo degeneraciou
v stvislosti s pokro¢ilym vekom, ako je napriklad osteoartritida, maji za nasledok postihnutie
chrupavky a zna¢nu bolest’, vedicu az k imobilite [40].

Kibova chrupavka pozostava z riedko rozptylenych chondrocytov, obklopenych ECM.
Chondrocyty st zodpovedné za uchovanie kibovej chrupavky ako funkénej entity. K
dosiahnutiu ciel'u, akym je oprava poskodenej kibovej chrupavky pouzitim (polo)syntetickej
kostry a chondrocytov st nutné solubilné aj nesolubilné signaly[41].

V tkanivovom inZinierstve chrupavky st zvyC€ajne pouZivané pre regeneraciu
chondrocyty a MSC [42]. Chondrocyty kibovej chrupavky mdzu byt’ ziskané z chrupavky, ale
obmedzeny pristup k tomuto tkanivu, robi tento proces problematickym. Vlastna kostna dren
pacienta méze byt vhodnym zdrojom pre MSC [41]. K vyvolaniu chondrogenickej
diferencidcii je nutnd kultivacia MSC pri ich vysokej hustote v 3D prostredi, aby sa zvysila
interakcia bunka-bunka, priazniva pre chondrogenézu.

DoterajSie $tudie oznamili, ze MSC vystavili chondrogenické vlastnosti, ked boli
kultivované v bunkovych peletovych kultirach (CP)[42]. Podstatnymi obmedzeniami
spojenymi s beznou CP kultarou, ako slabé mechanické vlastnosti, inadekvatna velkost,
nekontrolovatelna morfolégia a slaba spracovatelnost, robia tento kultivatny model
neprakticky pre opravu chrupavky [40].

Mnohé matrice sa pouzivaji ako kultivaéné systémy pre kibové chondrocyty. Patria sem
okrem iného PGA, PLA, hyaluronové estery, polymerizujici a nepolymerizujici fibrin,
kolagén, alginat, chitosan, kalcium karbonat a ich kombinacie [41].

S ostatnych materidlov bolo dokdzané, ze MSC vnorené do nanovldkien PCL v médiu
bez séra  doplnené  TGF-B1  preukdzali  chondrocytovy  fenotyp  expresiou
chondrocytos$pecifickych génov a produkciou sulfatovo-proteoglykanového extracelularneho
matrixu (ECM). 3D kostry posiate MSC vykazovali morfolégiu chrupavky a hladina
chondrogenézy v nanovlaknach sa ukazala byt ekvivalentnd alebo vysSia ako u CP kultar
[42].

Stucasné prace tiez kombinuju MSC odvodené od dospelej kostnej drene s novou 3D

hodvabnou kostrou. Stimulatory ako dexametazéon a TGF-B3 boli nevyhnutné pre bunkové
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prezitie, proliferaciu a chondrogenézu. Konstrukcia kostry MSC-hodvéab vytvorila zénova
architekturu podobnu prirodzenému tkanivu chrupavky [40].
¢) Cievne tkanivové inzinierstvo

Choroby krvnych ciev, ako je napriklad ateroskleroza, su jednym z hlavnych pric¢in
smrti ¢loveka v modernej spolo¢nosti. PoSkodend krvnd cieva méze byt vymenena
autolognymi zilami alebo artériami, ale za cenu zdravia ostatnych tkaniv [43].

Vytvorenie krvnej cievy ako ndhrady vyzaduje zaClenenie hladkych svalovych buniek
(SMC) a endotelovych buniek (EC) do tubularnej kostry tak, ako je to zlozené v pdvodnych
artériach [44]. Velké a stredne velké artérie maji jasné Strukturdlne vlastnosti, a sice
primarne intimu, médiu a adventiciu, ktoré st menej pritomné v menSich arteriolach a
neexistuju v kapilarach. Intima vytvara vrstvu najblizsie toku krvi a sklada sa z endotelovych
buniek. Je prilahlda k vnuatornej elastickej lamine, ktord sa nachddza vyhradne vo velkych
artéridch a separuje laminu od médie. Média obsahuje SMC o vysokej hustote, ktoré su
koncentricky usporiadané. VonkajSia elastickd lamina separuje médiu od adventicie, ktora
obsahuje kolagénny ECM s fibroblastami, krvnymi cievami a nervami [45].

Hoci polytetrafluoretylén (PTFE) a polyetyléntereftalat (PET) (Dacron M") su ispesne
pouzivané¢ v lieCeni patologickych procesov u velkych artérii, ziaden materidl nebol
odskusany uspesne vo vymene krvnych ciev mensich ako 6 mm v priemere [43].

V stadii bola electrospinningom vytvorena nanovlakenna kostra kopolyméru PLLA-
PCL (75:25) s unikatnou usporiadanou Struktirou. Hodnotend na nej bola morfologia, adhézia
a proliferacia ludskych koronarnych SMC. Tieto bunky prejavili vyhradne vretenovity
kontraktilny fenotyp ako aj orientované prichytenie a migraciu pozdiz usporiadanych
nanovlakien. Distriblcia a organizacia cytoskeletovych proteinov v SMC bola tiez paralelna k
smeru nanovlakien, adhézia a proliferacia buniek bola vyznamne zlepSend na polymérnom
nanovlakennom povrchu s usporiadanou topografiou. Vysledky zdoraznili potencidl pouzitia
PLLA-co-e-PCL nanovldkennej kostry pre aplikécie v inZinierstve krvnych ciev [46].

Tiez podobnd, dvojvrstvd tubularna konsStrukcia PLA/PCL bola dolozend ako
prototypova kostra tkanivového inzinierstva krvnych ciev. Kombinicia PLA a PCL ma za
nasledok silni a elastickii anizotropnii kostru. Okrem toho tito kombinacia polymérov
ukéazala schopnost podpory prichytenia, Sirenia a rastu mySich fibroblastov (Obr.¢.15).

Histoldgia stanovila odpoved’ T'udskych vendéznych myofibroblastov k tejto dvojvrstevnej
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kostre. Zistilo sa , Ze po tridsiatich diioch kultiry sa bunky viac koncentrovali vo vonkajsej

vrstve kostry a po Styroch tyZzdiloch boli odhalené hodnoty kolagénu a glykoaminoglykanu
(GaG) 8 a 26 % [47].
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Obr.¢.15: Snimky PLA/PCL kostry ziskané SEM mikroskopiou. a) 1 tyzdiiova, b) 2 tyzdiova a c) 4
tyzdiiova kultara 3T3 mysich fibroblastov (prevzaté z C.M. Vaz et al: Design of scaffolds for blood

vessel tissue engineering using a multi-layering electrospinning technique)

Endotelidlne bunky boli znac¢ne rozSirené na kultivovanom tkanivovom polystyréne
(TCPS). Ich tvar na povodnej PET matrici bol gulovity a bunky sa nerozSirovali, kym na PET
so Stepenou Zelatinou si osvojili natiahnuty polygonalny tvar. Na TCPS mnoZstvo buniek
vzrastalo s ¢asom kultivacie, na pévodnom aj zelatinovom PET sa v treti defi mnozstvo
znizilo. Ale v piati defi bol preukazany opitovny rast. Zelatina v tomto pripade zlepsila rast
buniek, v porovnani s rastom na nemodifikovanom PET [43].

d) Tkanivové inZinierstvo srdca

Pre tkanivové inzinierstvo srdca existuji najmenej 2 hlavné komponenty v porovnani s
cievami. Je to myokard sdm o sebe a srdcové chlopne. V pripade srdca boli na Univerzite
Toronto pouzivané na vyvoj kardiomyocytov Zelatinové Spongidzne kostry, PCLA a PGA
[44]. Ini autori tiez uvadzaju pre tkanivové inZinierstvo myokardu PGA, Zelatinu a alginaty
[48]. Tkanivové inzinierstvo srdcovych chlopni je ale vdcSou vyzvou, hlavne v oblasti
pediatrie. Tu by mohla srdcové chlopiia vytvorena Zivymi bunkami rast’ s dietatom, ¢im by
bola odstranend potreba viacerych chirurgickych zékrokov [44].

Stadia uskutoénena s pouzitim electrospinningom pripravenych PLGA membran o
réznom zlozeni s tym, Ze jednotlivé kostry sa lisili v hydrofilite a rychlosti degradécie, bola
prevedena za ucelom porovnania jednotlivych komponent kostry. Bunky pouzité na zasiatie

boli kardiomyocyty. Bolo zistené, Ze tieto bunky su vel'mi citlivé k StruktGrnemu zloZeniu
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kostry a preferovali relativne hydrofobny povrch. Hydrofobnost” klesala v rade PEG-PLA
+PLA-PGA (25:75)> PLA-PGA (10:90) +PLLA> PLLA. Najvicsia degrada¢na rychlost’
PLA-PGA (10:90) +PLLA tieZ negativne ovplyvnila kardiomyocyty. Hydrofobne PLLA
kostry poskytli najlepSiu podporu pre prichytenie buniek a Strukturalny vyvoj [49] (Obr.¢.16).

PEGZPLA+ ‘| PLA18GA90 +
PLA75GA25 L~ PLEA

Obr.¢.16: Obrazky ziskané SEM mikroskopiou: a) PEG-PLA +PLA-PGA (25:75), b) PLA-PGA
(10:90) +PLLA a c) PLLA. d), f), g) su obrazky ich prislusnych orientovanych membran (prevzaté z

Xinhua Zong et al: Electrospun fine-textured scaffolds for heart tissue constructs)

K diferenciécii do kardiomyocytov in vitro boli pouzité bunky MSC a ES bunky [50].
e) Nervové tkanivové inZinierstvo

Liecba nervového tkaniva vyplyvajica zo zranenia miechy vyzaduje doplilujucu
starostlivost’ alebo novu medicinsku terapiu, pretoze axdény sa neregeneruju v ich
prirodzenom prostredi. V tejto suvislosti bolo vySetrenych mnozstvo biomaterialov, a najma
polymérov pre ich vhodnost’ v tejto oblasti [51].

V materidloch zaloZenych na géloch bolo zistené, Ze bunky su zhromazdené po celej
sieti priecne viazanych polymérnych retazcov. Vzdialenost medzi tymito vidzbami

ovplyvituje preniknutie buniek do hydrogélu, spolu s chemickym zloZzenim okolitej
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polymérnej siete [52]. Materidl musi poskytnit’ vhodné prostredie pre bunkovu proliferaciu,
diferenciaciu a predlZovanie axénov.

Pri stadidch bol porovndvany rast fetdlnych kortikdlnych buniek mysi (FMCC) na
chitosane, zmesi chitosan/glycerofosfatova sol’ (GP) a poly-D-lyzine. Zistilo sa, Ze buniek,
ktoré prezili, bolo najmenej na chitosane a zmesi chitosan/GP v porovnani s poly-D-lyzinom.
Preto, pouzitie neurénov bolo zlepSené pri kovalentnom zviazani polylyzinu k chitosanu,
prezitie buniek sa zdvojnasobilo, hoci rast neuritov ostal nemenny [53].

Bolo tiez zistené, Ze bunky nervového prekurzoru st schopné zhromazdovat sa po
celom 3D povrchu PEG hydrogélu, ktory obsahuje hydrolyticky degradabitelné laktidové
jednotky. Ako degradécia postupovala, esterové vizby vramci PLA bloku boli hydrolyzované
az dokym sa siet’ plne nerozpustila. Bunky boli kultivované v hydrogéle s mitogénom bFGF-
2, ktory umozioval rast buniek. Prvy dokaz vytvorenia nervovych buniek v hydrogélovom
prostredi bol pozorovany medzi 10. a 12. dilom kultary. Po 16. dni bola pozorovana
produkcia fibronektinu. Pozitivna lokécia synaptofyzinu nasvedCovala, ze neurdny boli
vhodné k vytvoreniu synapsii [52].

PLLA je tiez slubnym materidlom. Jeho vhodnost pre nervové inZinierstvo bola
hodnotena pomocou neurdlnych kmenovych buniek (NSC) a modelovej bunkovej linie.
Bunky C17-2 st vhodnym kandiddtom k diferencidcii bez interakcie s adhezivnymi
molekulami a boli skimané na 3 typoch kostier, usporiadané nanovlakna, neusporiadané
nanovlakna a usporiadané mikrovldkna, vytvorenych electrospinningom (Obr.¢.17). Bunky
rastli na vSetkych kostrach aj s neuritmi, a to v smere rastu vldkien, vo vretenovitom tvare.

Viac buniek ale diferencovalo na usporiadanych nanovldknach [51].

' th
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Obr.¢.17: SEM fotografia vlakien: a) usporiadané nanovlakna, b) neusporiadané nanovlakna c)

usporiadané mikrovlakna ( prevzat¢ z F. Yang et al: Fabrication of nano-structured porous

PLLAscaffold intended for nerve tissue engineering)
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PLLA bol skimany aj ako material vytvoreny fazovou separaciou, pri¢om boli pouzité
tie ist¢ bunky C17-2. SEM mikroskopiou bolo zistené prichytenie buniek vramci pordznej
kostry. Uz 2. defi bunky progresivne rastli cez 3D $truktaru a diZka neuritov bola dvojnasobna
k velkosti bunkového tela. V niektorych Castiach bola pozorovana aj migracia buniek do
matrice [54].
3.2.Systémy cieleného dorucenia lieciv

Biologicka signalizdcia je kluCovou =zlozkou pre funkciu bunky a tkanivova
regeneraciu. Endogénne signalizacné molekuly su Casto nedostatocné v kvalite aj kvantite pre
opravu defektov o vécsej velkosti, kde je pozadovany pridavok exogénnych signdlnych
molekul. Vzhl'adom na citlivost’ buniek ku koncentracii biologickych molekal a kratky
polcas tychto molekul je vel'mi dolezitd uspesnd aplikacia biologickych faktorov v
tkanivovom inZinierstve, ktord kriticky zavisi na technologidch dorucenia [14].

DDS ako lipidové a polymérne nanocastice mézu byt vytvorené za tcelom zlepSenia
farmakologickych a terapeutickych vlastnosti lieCiv, respektive biosigndlnych molekul
aplikovanych parenteralne. Skladaju sa z nosica, ktory je lipidovej alebo polymérnej povahy a
asociované¢ho terapeutika [49]. Polymérne nanovlakna su v poslednej dobe skiimané pre ich
schopnost’ uzatvorit’ a dorucit’ bioaktivne molekuly pre terapeutické aplikacie [5].

Proces electrospinningu moéze byt l'ahko prispdsobeny k poskytnutiu uzatvorenych
bioaktivnych latok. Lie¢ivda mozu byt tuhé alebo tekuté [2]. Medzi vyznamnejSie vlastnosti
lie¢iva patri jeho pdsobnost, ako aj stabilita, solubilita, velkost a naboj. Zakladnym
pravidlom je aj pocet molekul, ktoré méze DDS niest’. Pouzitie nerozumného mnozstva moze
viest’ k problémom na strane toxicity, metabolizmu, eliminacii lieiva alebo biodegradability
nosica [55].

Ku konkrétnym prikladom dorucovanych lie€iv patria hydrofilné lie¢iva ( Mefoxin,
tetracyklin hydrochlorid), lipofilné lie¢iva (Ibuprofen, Cefazolin), DNA, proteiny, GaG a
enzymy. Z nanovlakien su to hlavne PEG, PLGA, PLA-PEG, PLCL, PVA, PEVA a PLA |2,
5].
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4.7aver

Doterajsie postupy lie¢enia chorobami alebo zranenim poskodenych tkaniv zahrnovali

na jednej strane medikamentoznu liecbu s odpovedajiicimi neziaducimi u¢inkami, na strane
druhej transplantdciu poSkodené¢ho tkaniva od vhodného darcu, ¢o vSak bolo spité s
nedostatkami, a sice morbidita a mortalita na strane darcu a pripadnd infekcia a
imunosupresivna liecba na strane prijemcu.

Dnesna doba si ale vyzaduje, vzhl'adom na obrovsky vedecky a technicky rozvoj, posun aj v
tejto oblasti a kl'aCovu rolu v nej zohrdva relativne novy biomedicinsky obor, tkanivové
inzinierstvo, ktoré vysSie spomenuté nedostatky postrada, a tym sa stava atraktivnejSim pre
pacientov aj lekarov.

Tkanivové inzinierstvo predstavuje zasadny krok v zlepSeniach poSkodeného tkaniva alebo
obnovy organov a ich funkcii a to za pomoci kmenovych buniek a polymérnych materialov.
Bolo totiz zistené, ze kmenové bunky maju schopnost’ diferenciovat’ do viacerych bune¢nych
typov a vytvorit’ tak pestri Skdlu zrelych buniek, od kardiomyocytov, cez osteoblasty,
chondrocyty az po nervové bunky.

Polymérny material zas predstavuje vyhodu podobnosti s ECM (extracelularny matrix),
biokompatibility a nastaviteI'nej biodegradacie vzhl'adom k miestu aplikacie. Spojenim tychto
dvoch kompartmentov, buniek a materialu, je vytvorena Specificka kostra pripravena vytvorit
nové a tym zregenerovat' poSkodené tkanivo, obnovit’ funkciu a zachovat Zivot.

Polymérny material ale poddva pomocnu ruku aj v systémoch cielenej dopravy lieciv, ¢im sa
znizZuje toxicita latky.

Ciel'om mojej prace bolo oboznamit’ sa najmd s tkanivovym inZinierstvom, odborom, ktory
predstavuje vel’ku vyzvu, pretoze je len na zaciatku, a uz dosahuje obrovské uspechy. O jeho

masivnom vyuziti v budicnosti niet pochyb.
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