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Seznam zkratek

ACIl implantace autolognich chondrocyti (Autologous Chondrocyte Implantation)
BMP kostni morfogenni protein (bone morphogenic protein, BMP)
ESC embryonalni kmenové buniky (Embryonic Stem Cells)

FBS fetalni bovinni sérum

FGF fibrogenni rustovy faktor (Fibroblast Growth Factor)

GAG glykosaminoglykan

GF  ristovy faktor (Growth Factor)

HA  kyselina hyaluronova (Hyaluronic Acid)

IGF  insulinu podobny ristovy faktor (insulin like growth factor)
MSC mezenchymalni kmenové buniky (Mesenchymal Stem Cells)
PCL polykaprolakton (Polycaprolactone)

PEO polyetylen oxid

PLA kyselina polymlééna (Polylactic acid)

PLGA kopolymer kyseliny glykolové a mlé¢né (poly(lactic-co-glycolic acid)
PGA kyselina polyglykolova (Polyglycolic Acid)

PHB polyhydroxybutyrat (Polyhydroxybutyrate)

PHEMA polyhydroxyetyl metakrylat

PGS polyglycerol sebakat (Polyglycerol Sebacate)

PU  polyuretan

PVA polyvinyl alkohol

SEM skenovaci elektronovéa mikroskopie

TGF transformujici rustovy faktor (Transformic Growth Factor)
TPEM dvoufotonova mikroskopie (Two photon excitation microscopy)
SHG druha harmonicka (Second Harmonic Generation)

SLP  spravna laboratorni praxe
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1. Uvod

Tkanové inzenyrstvi je rychle se vyvijejici obor, ktery vyuziva principli inzenyrstvi a
pfirodnich véd. Zakladni myslenkou tkanového inzenyrstvi je obnoveni nebo nédhrada
poskozené nebo chybéjici tkdn¢ pomoci nosice z ptirodniho nebo syntetického materialu,
bun¢k a stimulacnich faktort, nebo jejich kombinaci. Takto pfipraveny material by mél po
implantaci nahradit ¢astecné¢ nebo uplné¢ poskozenou tkan novou, plné funkéni. Vyhodou
tkaniového inzenyrstvi je moznost pouziti autolognich bunék a biokompatibilnich materiala.
Tim odpadaji problémy s nedostatkem vhodnych darcti a mozné imunitni reakce a odhojeni

transplantované tkané.

Proces tkanového inzenyrstvi zac¢ind vybérem vhodného materialu. Tento material
musi byt plné biokompatibilni s vhodnou délkou degradace. V soucasné dobé je testovano
velké mnozstvi pfirodnich i syntetickych materiali. Vyhodou pfirodnich materiali je dobra
biokompatibilita, oproti tomu hlavni vyhodou syntetickych materiali je moznost Iépe nastavit
degradaci materidlu tak, aby odpovidala potfebam regenerace konkrétni tkéné. Struktura

nosi¢e musi mit velkou porositu s propojenymi péry a dobré biomechanické vlastnosti.

Ptipravené nosice jsou testovany nejdiive na bunéénych kulturach, v podminkach in
vitro. Duraz je kladen na dobrou bunéfnou adhezi, proliferaci a diferenciaci bunék. Pro
diferenciaci bunék muize byt pouzito riznych stimulacnich faktorti, kuptikladu rdstovych
faktorii, nebo mechanické stimulace. B&hem diferenciace dochazi k zahajeni produkce

specifickych slozek mezibunééné hmoty, coZ je nezbytné pro utvaieni nové tkané.

Ped ptikro¢enim k naslednému testovani in vivo, preklinickym a klinickym studiim je
potiebné kvality pfipraveného nosi¢e dobte zhodnotit. Vedle kvantitativnich metod urcujicich
bunécnou proliferaci a syntézu proteinli mezibunééné hmoty je vhodné také zjistit distribuci
bun¢k a mezibunééné hmoty v nosi¢i. To umoziiuje metoda fluorescencni a konfokalni
mikroskopie, kdy je moZné pomoci specifickych fluoroforti a fluorescencné znacenych

protilatek detekovat buiiky a jejich chovéani v nosici.



2. Literarni prehled

2.1. Anatomie chrupavky

Chrupavka je pevna a pruzna pojivova tkan. Neni vaskularizovana ani inervovana. Je
tvofena bunikami - chondrocyty, které syntetizuji jeji mezibunéénou hmotu. Mezibunécna
hmota je tvoiena glykosaminoglykany a proteoglykany, které interaguji s kolagennimi a
elastickymi vldkny. Rozeznavame 3 druhy chrupavky, a to hyalinni, elastickou a vazivovou.

Rozdily mezi nimi jsou dény riiznym zastoupenim slozek mezibunééné hmoty.

Mezibunéénd hmota obdatfuje chrupavku pruznosti, kterd umoziuje tkani vzdorovat
mechanické namaze bez trvalé deformace. Hlavni funkci chrupavky je podpora mekkych
tkani. Diky své pruznosti a hladkému povrchu také tlumi ndrazy a umoziluje kostem

Vv kloubech hladky klouzavy pohyb (Konradova V., 2000, Carneiro J., 2002).

2.1.1. Hyalinni chrupavka
Nejcastéji se v lidském téle vyskytuje chrupavka hyalinni. Pokryvéa kloubni povrchy,

tvofi Cast Zeber a dale se vyskytuje v urcitych castech dychacich cest. U vyvijejiciho se

jedince tvoti docasny skelet, ktery je nasledné nahrazen kosti.

Hyalinni chrupavka pokryvajici kloubni povrchy je specializovana tkan, kryjici kostni
casti kloubil. Je uzpiisobena k absorpci ndrazii a odolavani smykovému napéti, které vznika
pii zatéZzovani kloubll. Za své vyjimecné vlastnosti vdéci slozeni a struktufe mezibunécné
hmoty, kterd je sloZzena zejména z velkého mnozstvi proteoglykanti propletenych v husté siti
kolagenu a velkému mnozstvi vody. Kloubni chrupavka obsahuje také velmi fidkou populaci
chondrocytl (pouze asi 1% objemu), které jsou odpovédné za syntézu mezibunécné hmoty a
jeji nahrazeni v pfipad¢ degradace (Stoop, 2008). Nekteré chondrocyty vysilaji do okolni
mezibunééné hmoty cilia, které pravdépodobné hraji roli v citlivosti na mechanické podméty
Vv jejich okoli. Chondrocyty jsou zndmé tim, Ze méni syntézu slozek mezibun&éné hmoty

Vv zavislosti na mechanickém zatézovani (Temenoff and Mikos, 2000).
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Chondrocyty se vyviji z mezenchymalnich kmenovych bunék (Mesenchymal stem
cells — MSC), které se vyskytuji v kostni dieni dospé€lého jedince. Béhem embryogeneze
kmenové buiiky diferencuji v chondrocyty a syntetizuji chrupavcitou mezibunécnou hmotu.
Dospélé chondrocyty kloubni chrupavky nejsou schopné dalsitho déleni a jsou tuplné
obklopeny mezibunénou hmotou (Temenoff and Mikos, 2000, Konradova V., 2000).
Chondrocyty jsou ulozeny v dutindch, které nazyvame lakuny. V jedné lakuné se muze
vyskytovat i celd skupina buné¢k — izogenetickd skupina, kterd vznikd mitotickym dé€lenim

jednoho chondrocytu (Konradova V., 2000).

Mezibunéénd hmota je tvoiena zejména vodou a anorganickymi solemi. Kolagen,
proteoglykany a ostatni proteiny a glykoproteiny tvoii pouze 20 % nativni hmotnosti tkan¢.
Kolagen piedstavuje 50 — 60 % suché hmotnosti chrupavky. V hyalinni chrupavce se
vyskytuje kolagen II, VI, IX a XI, ovSem kolagen typu II zastava z celkového mnozstvi 90 —
95 %. Kolagen typu II na sebe vaZze velké mnozstvi uhlohydratovych skupin, které umoziuji
interakci s vodou a kolageny nékterych ostatnich typt. Kolagen IX (1 % z celkového
mnozstvi kolagenu) a XI (3 %) se podili spolecné s kolagenem typu II na tvorbé vlaken
tvoticich sit’ mezibunééné hmoty. Tato organizace zaruCuje pevnost a pruznost. Mezi dalsi
typy kolagenti vyskytujicich se v kloubni chrupavce patii kolagen typu VI (1 %), nefibrilarni
kolagen, ktery tvofi disulfidickymi mustky sit’ v prostoru kolem bun&k. Kolagen typu X se

vyskytuje pouze v oblastech kalcifikované mezibunééné hmoty.

Proteoglykany se skladaji z asi 95% z polysacharidu a 5 % proteinu. Protein je spojen
S jednim, nebo nékolika druhy fetézci glykosaminoglykanii (GAG). GAG fetézce jsou
nerozvétvené polysacharidy skladajici se z disacharidli, nebo amino cukru a jiného cukru.
Disacharidy maji negativné nabité sulfatové nebo karboxylové skupiny, jejichz pisobenim
jsou GAG odpuzovany navzajem a od ostatnich aniond. Zarovei pfitahuji kationy a usnadiiuji
interakci s vodou. Mezi zakladni GAG, které obsahuje kloubni chrupavka, patii kyselina

hyaluronova, chondroitin sulfat, keratan sulfat, dermatan sulfat a heparan sulfat.

V kloubni chrupavce se vyskytuji jak velké agregujici monomery, tak mensi
proteoglykany. Velké agregujici proteoglykany, agrekany, se skladaji z monomera s keratan
sulfatem a chondroitin sulfatem, které se vazi na proteinové jadro. VétSina molekul agrekanti

spojuje mnoho (az 300) téchto monomeri v fetézec kyseliny hyaluronové. Agrekany vypliuji
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vétsSinu prostoru mezi fibrilarni ¢asti mezibunécné hmoty a predpoklada se, ze diky schopnosti

vazat na sebe vodu, davaji chrupavce jeji pruznost a schopnost odolavat tlakiim.

Mezi malé proteoglykany patii dekorin, biglykan a fibromodulin. Maji kratsi
proteinové jadro a méné¢ GAG fetézcl. Na rozdil od agrekant nehraji roli v mechanickych
vlastnostech chrupavky, ale pfedpoklada se, Ze maji vliv na funkci bunék a v organizaci

kolagenni hmoty (Temenoff and Mikos, 2000).

Na rozdil od proteoglykanti, glykoproteiny obsahuji pouze malé mnozstvi
oligosacharidli, které jsou navdzdny na proteinové jadro. Tyto polypeptidy pomdhaji
stabilizovat mezibunéénou hmotu. Mezi nekolagenni proteiny nachazejici se v
hyalinni chrupavce patii anchorin a proteiny Casté v ostatnich tkanich, jako je fibronektin a

tenascin.

Velmi dulezitou soucésti hyalinni chrupavky je tkanova tekutina, kterd zastava vice
nez 80 % jeji hmotnosti. V jednotlivych vrstvach je nerovnomérné zastoupend. Nejvice
tekutiny je v povrchové vrstvé (80 %), jeji mnozstvi klesa smérem do hloubky chrupavky,
V hluboké vrstvé je jiz pouze 65 % tekutiny. Kromé vody obsahuje plyny, metabolity a velké
mnozstvi kationtli, které kompenzuji negativni naboje GAG v mezibunééné hmoté. Pfi
vymeéné se synovialni tekutinou se do bezcévné chrupavky dostavaji Ziviny a kyslik. Navic
tato tekutina pfi interakci se slozkami mezibunécné hmoty umoziiuje chrupavce odoldvat

tlaku a po deformaci se vratit do piivodniho tvaru.

Kloubni chrupavku mtzeme podle odlisSné morfologie a biochemie rozdélit do 4
vrstev, a to povrchovou, pfechodovou, hlubokou (radialni) a kalcifikovanou. V kazdé vrstvé
muizeme navic odliSit nékolik oblasti. V okoli bun¢k se vyskytuji zejména vazebné
nekolagenni vazebné proteiny, které zabezpecuji zejména vazbu chondrocytit k mezibunécné
hmoté€. V dalsi vrstvé se objevuje husta sit’ tenkych kolagennich vlaken, které tvoii kolem
bunék obal chrénici je pfed mechanickymi vlivy. Vyskytuje se zde kolagen IV, ve vysoké
koncentraci proteoglykany a to agrekan, hyaluronan, dekorin, fibronektin a kolagen typu Il a
IX. Chondrocyt obklopeny nejbliz§i mezibunécnou hmotou (periceluldarni hmotou) byl
oznacen jako ,.chondron“ (Poole, 1997). Dale od bunék se zkracuje prumér kolagenovych
vléken a jejich orientace se stava paralelni. Tato oblast je odpovédna za mechanické vlastnosti

chrupavky (Poole, 1997, Temenoff and Mikos, 2000).

12



Smérem od kloubniho povrchu k subchondralni kosti se snizuje mnoZzstvi vody,
zatimco se zvySuje mnozstvi proteoglykanti. Povrchova vrstva obsahuje protahlé chondrocyty
a tenkd kolagenni vldkna, ktera jsou orientovana paralelné a povrchem. Pfechodova vrstva se
vyznacuje okrouhlymi chondrocyty, které jsou obklopeny silnéjsimi, méné¢ usporadanymi,
kolagennimi vlakny. Chondrocyty zde tvofi skupiny, chondrony, enkapsulované v lakunach.
Produkuji mezibunéénou hmotu bohatou na hyaluronan, proteoglykany, fibronektin a tenka
kolagenni vlakna. V hluboké vrstvé jsou hypertrofické chondrocyty soustfedény do sloupcti
orientovanych kolmo ke kloubnimu povrchu. Nejblize k subchondralni kosti se vyskytuje
kalcifikovana vrstva, ktera je pfechodem mezi hyalinni chrupavkou a kosti. Chondrocyty jsou
zde malé a okrouhlé, upln¢ obklopené kalcifikovanou mezibunécnou hmotou, coz znaci jejich
minimalni metabolickou aktivitu (Temenoff and Mikos, 2000, Poole, 1997, Holland and
Mikos, 2003).

Kloubni
povrch

Hiuboka (radiaini)
vrstva

__‘
|

Osteochondralni

hranice - Kalcifikovana vrstva

"
—

Subchondralni_..—~
kost

Spongidzni kost

Obr. 2.1. Rez hyalinni chrupavkou (pfevzato a modifikovano z (Coumas and Palmer, 1998)
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2.1.2. Elasticka chrupavka
Elasticka chrupavka je v lidském organismu mén¢ Castd, nachazi se v usnim boltci,

V hrtanu, tvofi epiglotis a sténu Eustachovy trubice. Svou strukturou je velmi podobna
chrupavce hyalinni, pouze chondrocyty jsou v lakundch uloZeny zejména jednotlive.
Mezibunécénd hmota je tvotfena kolagenem typu II a hustou siti jemnych elastickych vldken

(Carneiro J., 2002, Konradova V., 2000).

2.1.3. Vazivova chrupavka
Vazivova chrupavka je jakousi formou mezi hustym kolagennim vazivem a hyalinni

chrupavkou. Vyskytuje se v meziobratlovych ploténkach, v symfyze stydké kosti a v misté

uponi nékterych vaz.

Chondrocyty jsou podobné chrupavce hyalinni, vyskytuji se bud’ izolované, nebo ve
skupinach, Casto vytvareji dlouhé sloupce. Mezibunéénd hmota obsahuje velké mnozstvi
hrubych vlaken kolagenu 1. Kolagenni vldkna vytvareji bud’ nepravidelné svazky, nebo jsou
uspotadana paralelné podél sloupct tvorenych chondrocyty. Orientace kolagennich vlaken je

rovnob¢zna se smérem pusobenim sil (Carneiro J., 2002, Konradova V., 2000).

2.2. Soucasné chirurgické pristupy k 1é¢bé 1ézi chrupavky

Chrupavka je avaskularni tkan, ktera neni inervovéana. Bunky chrupavky, chondrocyty,
maji v dospélosti pouze omezenou schopnost déleni a syntézy mezibunééné hmoty. Hojeni
defektl chrupavky zdvisi na druhu poSkozeni. Pokud je porusena pouze vrstva chrupavky,
jedna se o chondralni defekt, ktery se spontanné nehoji. V piipadé, Ze dojde zaroven
k poruSeni subchondralni kosti kloubni hlavice, hovoiime o osteochondralnim defektu
(Buckwalter and Mankin, 1998). Poruseni subchondralni kosti otevira cestu pro vnik krve
kostni dfené obsahujici mesenchymalni kmenové buniky. Mize tak dochazet k tvorbé nové
tkan¢, ktera ma ale charakter fibroézni chrupavky. Fibrozni chrupavka je jizevnata tkan, ktera
ma v porovnani s hyalinni chrupavkou vyrazné niz$i mechanické vlastnosti a nemlzZe tak
dlouhodobé odolavat zatézi kloubu. Dochazi tak k dalSimu degenerativnimu poSkozeni
kloubu.
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Soucasna chirurgicka 1écba defekti chrupavky ma ti1 pfistupy, a to odstranéni
poskozené tkané, stimulace hojeni narusenim subchondralni kosti a ndhrada poskozené tkang.
Odstranéni poskozené chrupavky (debridement chrupavky) zlepSuje predevSim bolestivé
symptomy, nestimuluje vSak nijak tvorbu nové tkané. Metoda mikrofraktur a abraze
chrupavky je =zalozena na poruSeni subchondralni kosti, coz umoziluje vcestovani
mezenchymalnich kmenovych bun€k, obsazenych v kostni krvi, do defektu (Steadman et al.,
2003, Steadman et al., 2002). MSC maji pii pouziti vhodnych stimula¢nich faktor schopnost
diferencovat do rtznych bunéfnych fenotypl, jako jsou chondrocyty, osteoblasty nebo
fibroblasty (Uccelli et al., 2008). Pii téchto zakrocich vSak dochazi k diferenciaci MSC do
fibrozni chrupavky (Freedman et al., 2003). Usp&snéjsi jsou metody nahrazujici poskozenou
chrupavku. Mozaikova plastika je metoda, pfi niz jsou z nezatézové Casti kloubu vyjmuty
valecky osteochondralni tkan¢ a nasledn¢ jsou implantovany do mista poSkozeni (Outerbridge
et al., 1995, Hangody et al., 2008). Tato metoda je pomérné Gspésna, jeji hlavni nevyhodou je
poskozeni jiné casti kloubu a omezena velikost 1éceného defektu. Moznosti jak se této
komplikaci vyhnout, je transplantace tkané jiného darce (alograft) (Gortz and Bugbee, 2006).
Zde ovSem muze dochazet K imunitni reakci organismu o odhojeni transpalntované tkané,

nebo pienosu nemoci (Davidson and Carter, 2007).

V roce 1994 popsal Brittberg poprvé implantaci autolognich chondrocyti (Autologous
chondrocyte implantation — ACI) do chondralniho defektu u lidi (Brittberg et al., 1994). Pii
této metod¢ je z biopsie hyalinni chrupavky pacienta namnozeno in vitro dostate¢né mnozstvi
chondrocytll. Tyto bunky jsou nasledné¢ implantovany do chondralniho defektu a ptekryty
zaplatou z periostu. Bylo dosazeno dobrych vysledkti u 14 z 16 pacienti s defektem ve
femuru holenni kosti. Hor$i byly vysledky u patelarnich defektu (Brittberg et al., 1994).

Ani jedna z téchto metod nevede k iplnému nahrazeni poskozené hyalinni chrupavky
plnohodnotnou tkani. Slibnou metodou feSeni tohoto problému je tkanové inzenyrstvi,
vyvijejici nosice, které by mély napomoci tvorbé nové chrupavcité tkdné s biologickymi a

mechanickymi vlastnostmi odpovidajicimi nativni chrupavce.
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2.3. Tkanové inZenyrstvi chrupavky

2.3.1. Zdroj bunék pro tkanové inZenyrstvi chrupavky

K vytvotfeni nové funkéni tkdné po implantaci nosi¢e do zivého organismu je tfeba
vhodného zdroje bunék. Pravé buiky produkuji slozky mezibunécné hmoty a tvoii tak zaklad
novotvoiené tkané. Zaroven bunky slouzi i ktestovani nosi¢u in vitro. V tkanovém
inzenyrstvi chrupavky se pouzivéa zejména chondrocytli a kmenovych bunék. Kmenové buiiky
mohou byt izolovany z kostni dfené, tukové tkané¢ a svalu. Velkou kapacitu reparovat
poskozené tkan¢ maji embryondlni kmenové bunky. VSechny tyto builkky maji pii vhodnych

kultiva¢nich podminkach potencial produkovat chrupavcitou tkan.

Je nékolik metod, jak ziskat buiiky z hostitelské tkan€. Prvni moznosti je pouZit malé
kousky tkang¢, obsahujici nékteré, nebo vSechny histologické struktury tkané in vivo (organové
kultury). Tkan pfilne ke dnu kultivacni nddoby a nasledné z ni spontanné vyrustaji bunky.
Dals§i moznosti je rozvolnéni tkdn¢ enzymaticky, mechanicky nebo chemicky. Bunky jsou
uvolnény zrozloZzené mezibunééné hmoty a nasazeny do kultiva¢nich nadob (bunécné

kultury) (Vunjak-Novakovic G., 2006).

Vétsina zivoc¢isnych bunck potiebuje ke svému déleni pevnou podlozku (substrat),
nékteré builky se pak kultivuji v suspenznich kulturach. Kultivace probihd v kultivacnich
médiich. Ty obsahuji zékladni Ziviny potiebné pro metabolismus bunck (zékladni
aminokyseliny, stopové prvky a vitaminy, anorganické soli, glukézu, pyruvat, kyselinu
linolovou). Pro snizeni rizika kontaminace se ptidavaji antibiotika, pfipadné antimykotika.
Vétsina bunécnych linii vyzaduje ptidavek séra nebo jinych slozek, obsahujicich trofické a
rustové faktory. Sérum obsahuje rastové faktory, které podporuji bunéény rust a adhezi. Déle
obsahuje mineraly, tuky, proteiny a hormony. Nejc€astéji pouzivané je plodové hoveézi sérum
(Foetal bovine serum — FBS), dale sérum koniské a lidské. Bezsérové médium se pouziva ke
studiim ucink ristovych faktord. Pfi kultivaci bunék je také tfeba kontroly fyziochemického
prostiedi (pH, teplota, osmoticky tlak a mnozstvi O, a CO,). K dosazeni téchto podminek
slouzi inkubatory (Vunjak-Novakovic G., 2006).
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Bunky se v kultivacnich nadobach mnozi do dosazeni konfluence (buiiky pokryvaji
celé dno kultivacni nadoby). Pokud se butiky za¢nou navzajem dotykat, dochézi ke kontaktni
inhibici a buiky se dale nedéli (Necas, 2000). V tuto chvili je potifeba bunky enzymaticky
nebo mechanicky uvolnit ode dna a jejich ¢ast nasadit do nové kultivacni nddoby (pasazovani

bunék).

2.3.1.1. Chondrocyty
Chondrocyty jsou v tkanovém inZenyrstvi chrupavky nejcastéjsi volbou. Vyznacuji se

okrouhlym tvarem a produkei specifickych molekul mezibunécné hmoty, zejména kolagenu 11

a glykosaminoglykand.

Chondrocyty se ziskavaji enzymatickym rozvolnénim kouskt chrupavky. Jak jiz bylo
feceno vySe, obsahuje kloubni chrupavka pouze omezeny pocet bunék (pouze asi 1 %). Je
tedy nutné bunky pted jejich implantaci namnozit. Chondrocyty se nasazuji do kultivacnich
lahvi a kultivuji ve vhodném médiu. BohuZel buiiky kultivované v jedné vrstvé (2D kultura)
v kultiva¢nich nadobach rychle ztraceji sviij chondrogenni fenotyp, coz je provazeno snizenou
produkci proteoglykanii a kolagenu I a naopak zvySenim produkce kolagenu I. Darling a kol.
ukdzali ve své studii, Ze ke zméndm v genové expresi chondrocytl (kolagen I a II, aggrecan)
dochazi jiz v prvni pasazi (Darling and Athanasiou, 2005). K ireverzibilni dediferenciaci
chondrocytii dochazi ve ¢tvrté pasazi (Schulze-Tanzil et al., 2002, Schulze-Tanzil et al.,
2004).

Béhem kultivace v 2D vrstvé méni chondrocyty svou morfologii z okrouhlého tvaru na
oplostény tvar podobny morfologii fibroblasti (Schulze-Tanzil et al., 2002, Schulze-Tanzil et
al., 2004, Schulze-Tanzil, 2009). Postupné se méni struktura cytoskeletu a zvétSuje se primeér
bunék (Sasazaki et al., 2008)(Obr. 2.2).
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Obr 2.2. Chondrocyty kultivované na kultivacnim plastiku si zachovavaji svlij chondrogenni fenotyp (okrouhlou
morfologii) jesté 4 dny po nasazeni (a). Sedmy den kultivace jiz vykazuji morfologii fibroblastt (b).

Za celem zpomalit dediferenciaci chondrocytl nebo je opét rediferencovat se pouziva
riznych metod. Dediferenciace je naptiklad zavisla na hustoté nasazenych bunck. Pii vyssi
hustoté si chondrocyty déle zachovavaji sviij fenotyp (Watt, 1988). Dulezitym faktorem jsou
také kultivaéni podminky. Trojdimenzionalni kultury napodobuji podminky ve
fyziologické chrupavce a chondrocyty si udrzuji svou morfologii. Pravé v prostiedi, které
podporuje jejich okrouhly tvar, si chondrocyty zachovavaji svlij chondrogenni charakter,
spojeny s genovou expresi kolagenu II a proteoglykant (Brodkin et al., 2004). Buiky se
kultivuji v peleté (Imabayashi et al., 2003), nebo na substratech jako je agardza (Darling and
Athanasiou, 2005), alginat (Benya and Shaffer, 1982), nebo fibrinové lepidlo (Lin et al.,
2006). Dale se pouzivaji substraty z ptirodnich polymerd, jako jsou kolagen (Brodkin et al.,
2004, Darling and Athanasiou, 2005), agrekan (Darling and Athanasiou, 2005) nebo
fibrinogen (Brodkin et al., 2004). Bunky kultivované na vrstvé agrekanu vykazovaly
zlepSenou chondrogenni genovou expresi (Darling and Athanasiou, 2005). Naproti tomu
potazeni kultivacniho plastiku fibronektinem, nebo kolagenem I/Il nezpomaluje

dediferenciaci chondrocytu (Brodkin et al., 2004, Darling and Athanasiou, 2005).

Odbér kloubni chrupavky potiebné k izolaci chondrocytll je invazivni proces, ktery
muze zpusobit zdravotni komplikace a ztratu funkcnosti kloubu. Z tohoto divodu byly
zkoumany i jiné zdroje autolognich chondrocyti, jako je napiiklad chrupavka usniho boltce,
nosniho septa, ¢i zebra (Johnson et al., 2004, Isogai et al., 2006, Tay et al., 2004). Johnson a

kol. ve své studii prokéazal, ze chondrocyty izolované z chrupavky kloubni, usniho boltce a
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zebra a inkorporované do fibrinového gelu, maji potencial vytvofit chrupavcitou tkan in vivo.

Tato novotvotrena chrupavcita tkan dobfe naléhala na okolni chrupavku a vykazovala dobré
mechanické vlastnosti (Johnson et al., 2004).

2.3.1.2. Kmenové buiiky

Kmenové buiiky vzbuzuji na poli tkanového inzenyrstvi velky zijem. Jedna se o
pluripotenti buiiky, které se mohou diferencovat do riznych bunécnych linii (Obr. 2.3).
Kmenové buitky mohou byt izolovany z kostni diené, tukové tkané, svalu, synovialni tekutiny
nebo periostu. Po izolaci mohou byt mnozeny in vitro nékolik pasazi bez ztraty svého

diferenciacniho potencialu a poté diferencovany do pozadovaného bunécného fenotypu
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Obr 2.3. Mezenchymalni kmenové buiiky mohou ptimo diferencovat do mezodermalni linie. Transdiferenciace

do ektodermalnich a endodermalnich bun¢k je oznaCena ¢arkovang, nebot’ jeji moznost v organismu je sporna
(pfevzato a modifikovano z (Uccelli et al., 2008).
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Mezenchymalni kmenové buiky kostni diené (bone marrow-derived stem cells -
BMSC) prochézeji chondrogenezi za riznych kultivacnich podminek. Johnstone et al.
prokazal, ze BMSC kultivované v agregatech v pfitomnosti TGF-f prochazeji chondrogenni
diferenciaci (Yoo et al., 1998). Piitomnost TGF-B prokazatelné stimuluje chondrogenni
diferenciaci, ovSem je zavisla také na pouzitém nosi¢i. Byla pouzita fada nosici, na kterych
v ptitomnosti TGF-p dochazelo k tvorbé chrupavcité mezibunécné hmoty: agardza, alginat

(Coleman et al., 2007), kolagen (Yokoyama et al., 2005).

Spole¢na kultivace BMSC a chondrocytii zvySuje bunéénou proliferaci a podporuje
tvorbu chrupavcité mezibunééné hmoty. Pravdépodobné je to zplsobeno sekreci rastovych

faktorti kmenovymi bunikami a interakci mezi bunkami (Tsuchiya et al., 2004).

Zajimavym zdrojem kmenovych bunék je tukova tkan. Prednosti je snadnost izolace
bez velké zatéze pacienta a velké mnozstvi ziskanych bun¢k (Danisovic et al., 2009, Zuk et
al., 2001). Tyto buiiky mohou za vhodnych kultiva¢nich podminek diferencovat do tukovych,
svalovych, chondrogennich a kostnich bunék (Zuk et al., 2002, Zuk et al., 2001, Masuoka et
al., 2006).

Mezi dal$i zdroje kmenovych bun¢k patii svaly (Sakaguchi et al., 2005), synovium
(Sakaguchi et al., 2005, Yokoyama et al., 2005, Park et al., 2005) a periost (Fukumoto et al.,
2003). Sakaguchi a kol. porovnaval ve své studii kmenové bunky ziskané z kostni diené,
svalu, periostu, tuku a synovia. Nejlep$i chondrogenezi vykazovaly buniky ziskané ze synovia,

dale z kostni dien¢ a z periostu (Sakaguchi et al., 2005).

Embryonalni kmenové bunky (embryonic stem cells — ECS) se ziskavaji z embrya ve
stadiu blastocysty. Tyto bunky maji velky proliferacni potencial a jsou schopny diferencovat
do vSech somatickych bunéénych typa (Kramer et al., 2000). Ptesto, ze maji ESC obrovsky
proliferacni a diferenciacni potencial, narazeji v klinické praxi na velké problémy se selekci a

Cistotou, antigenicitou a zejména etické.
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2.3.2. Nosice pro tkanové inZenyrstvi

Prvnim krokem v tkanovém inZenyrstvi je navrzeni a ptiprava porésniho 3D nosice.
Matrice by méla byt vyrobena z vysoce biokompatiblniho materialu, ktery nebude vyvoléavat
imunitni reakci. Mimoto je materidl polymerniho nosice vybiran tak, aby degradace a
resorpce probihaly kontrolovanou rychlosti od chvile, kdy je 3D konstrukt osazen bunkami,
az do Gplného nahrazeni funk¢éni novotvotrenou tkani in vivo. Pii pomalé degradaci omezuje
material tvorbu nové mezibunééné hmoty, naopak pfi rychlé degradaci mtze dojit ke zborceni

struktury nosice (Hutmacher, 2000).

V idedlnim piipad¢é by mél nosi¢ pro tkanové inzenyrstvi splinovat tyto podminky:
1. povrch by mél umoznit bunécnou adhezi a rist

2. pii degradaci nosi¢e by nemély vznikat toxické produkty zptsobujici zanétlivé reakce
in vivo

3. materidl by mél umoznit opakovatelnou ptipravu 3D struktur

4. porosita nosice by méla byt minimalné 90%, s dostate¢né velkymi a propojenymi
pory, aby byl vytvoren velky povrch pro interakci mezi buiikami a materidlem nosice,

dostatecny prostor pro vytvoreni mezibunééné hmoty a nebyla omezena difize b&hem

kultivace in vitro

5. nosi¢ by mél slouzit jako podpora pro buniky a po té byt vstieban, do té doby je

cizorody material nebezpecny moznym vznikem infekce

6. stupenl rozkladu nosi¢e by mél byt volitelny, aby mohl byt pouzit pro rizné aplikace

s riznymi typy bun¢k (Freed et al., 1994b)

Vstiebani materidlu miZze probihat nékolika procesy, podle nichz je mizeme délit na

biodegradabilni, bioresorbovatelné, bioerodolilni a bioabsorbovatelné (Hutmacher, 2000).
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Biodegradabilni jsou pevné polymerni materidly, které se rozpadaji diky
makromolekularni degradaci. Dochazi k rozptyleni molekul in vivo, ale ne k vyluovani

Z organizmu.

Bioresorbovatelny je pevny polymerni material, ktery vykazuje velkou degradaci a
dalsi resorpci in vivo; tj. polymery vyluCované ptirodni cestou diky jednoduché filtraci
degradacnich vedlejSich produktl nebo jejich metabolizaci. Pii bioresorbci tedy dochazi k
uplnému odstranéni ptivodniho materidlu a velkou degradaci vedlejSich produktt (slouc¢eniny
snizkou molekuldrni hmotnosti) bez zbytkovych vedlejSich efekti. Pouziti slova

bioresorbovatelny ptfedpoklada, Ze eliminace je nezvratna.

Bioerodibilni jsou pevné polymerni materidly, které vykazuji povrchovou degradaci a
kromé toho resorpci in vivo. Bioerose je proces, kdy dochazi k Gplné eliminaci pivodniho
materidlu a povrchovou degradaci vedlejSich produkti (Castice s nizkou molekularni

hmotnosti), bez vedlejsich rezidualnich efektt.

Bioabsorbovatelné jsou pevné polymerni materialy, které se mohou rozpustit v télnich
tekutindch bez rozpadu polymernich fetézcti nebo poklesu hmoty. Napiiklad se jedna o
pomalé rozpousténi ve vod¢ rozpustnych implantati v té€lnich tekutinach. Bioabsorbovatelny
polymer miZze byt bioresorbovatelny, pokud jsou rozptylené makromolekuly vylouceny z

organismu.

Pfi navrhovani nosice se musi vzit v ivahu také mnozstvi nasazenych bun¢k a metoda
nasazovani. Vhodné mnozstvi nasazenych bun¢k je dilezité pro mezibunécéné interakce. Vétsi
mnozstvi nasazenych bun¢k napomaha tvorbé mezibunééné hmoty (Iwasa et al., 2003, Huang
et al., 2004, Freed et al., 1994a). Mnozstvi bun€k je omezeno dostateénym piisunem zivin a
transportu odpadnich produkti. Metoda nasazeni bun¢k zéavisi na typu nosice. U nosici jako
jsou pény nebo vldkenné nosice je s vyhodou pouzit dynamického nasazovani, které
napomaha leps$i distribuci bun€k (Freed et al., 1994a). Hydrogely poskytuji rovnomérnou
distribuci bungk. Je diilezité dobré promichdni bunécné suspenze s materidlem nosice pred

jeho ztuhnutim.
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2.3.2.1.Druhy nosici

2.3.2.1.1. Hydrogely

Hydrogel je sit’ polymernich fetézcli nerozpustna ve vodé¢. Hydrogely maji velky
potencial vazat v sobé vodu. Mohou obsahovat az kolem 90 % vody (Buckwalter and Mankin,
1998). Tento material umoziuje dobry transport zivin a odpadnich produktd a také
homogenni distribuci bun¢k. Ty si udrzuji svlij okrouhly tvar a tak i sviij chondrogenni
fenotyp. Struktura hydrogelu je vhodna pro pienos mechanickych sil. Tlak na buiky
inkorporované v nosi¢i je podobny fyziologickému stavu. Mechanicka pevnost hydrogelt
miuize byt upravena sitovanim, které ovsem mize ohrozit viabilitu bunék (Bryant and Anseth,

2002). Omezena mechanicka pevnost je hlavni nevyhodou hydrogelt.

Velkou vyhodou hydrogela je, ze mohou byt injikovany pifimo do mista postiZzeni a
vyplnit tak defekty riznych tvart a velikosti. Nésledné mohou byt sitovany chemicky
(Behravesh et al., 2002), nebo fyzikalné pomoci svétla (Wang et al., 2003), tepla (Park et al.,
2009, Rowley et al., 1999), ionti (Rowley et al., 1999). Metoda a intenzita sit'ovani,
molekulova hmotnost a koncentrace materidlu, ovliviiuji vlastnosti hydrogelu: mechanické

vlastnosti, miru bobtnani, viabilitu bun¢k a rychlost degradace.

2.3.2.1.2. Pény

Pény jsou porézni nosice, jejichz vlastnosti udava porosita, velikost port a jejich
propojeni (Obr. 2.4). Celkova porosita urcuje velikost povrchu a ovliviiuje bunéénou adhezi.
Velikost a propojenost porit ovliviiuje bunénou migraci a transport Zivin. Obecné se
upiednostiiuji pény s vysokou porositou a propojenymi péry. Architekturu pénového nosice

ovliviiuje predevsim zptlisob jeho ptipravy.
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Obr. 2.4. Ukazka zelatinovych pén (vizualizace SEM).

Jednou z metod pouzivanych na pfipravu pén je rozpusténi polymeru ve vhodném
rozpoustédle, smichani s ¢asticemi vhodné velikosti (porogenem) a odliti do formy
pozadovaného tvaru (solvent casting). Tato metoda umoziiuje piipravu nosicl
S kontrolovatelnou porositou, ovSem s omezenou tlouStkou. Jako porogen mohou byt pouzity
anorganické soli (salt leaching), krystalky sachar6zy, Zelatiny, nebo kulicky parafinu
(porogen leaching) (Deng et al., 2003, Sato et al., 2004). Velikost ¢astic a pomér mnozstvi
castic k objemu roztoku polymeru ovliviiuje vyslednou porositu nosice. Dal§im krokem je
odpateni rozpoustédla, ¢imz ziskdme pevny materidl obsahujici porogen. Ten je nasledné
vymyt vodou, nebo jinym vhodnym rozpoustédlem, které rozpusti material porogenu, nikoli
samotny nosi¢. Vymytim ¢astic je dosazeno porésniho nosife. Je mozZno pfipravit vysoce
porésni matrice s porositou az 93% a primérnou velikosti portt do 500 pm. Vyhodou metody
je jednoduchost ptipravy, bez ndrokii na specidlni vybaveni. Vzhledem k potiebé vymyti

¢astic z materialu nosice lze touto metodou ovSem piipravovat pouze tenké vrstvy.

Dalsi metodou k pfipravé pén je mrazova sublimace neboli lyofilizace (freeze-drying)
(Daamen et al., 2003, Griffon et al., 2006). Pfi této metodé dochazi k odstranéni rozpoustédla
(vétSinou vody) sublimaci ze zmrzlého vzorku za sniZzené teploty a tlaku. Teplota je sniZena

tak, aby celd hmota polymerniho roztoku byla zmrazena, coz mé za nasledek tvorbu krystalkti
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ledu. Molekuly polymeru jsou shromazd’ovany do mezer mezi krystaly. Nasledné je snizen
tlak a dochazi k sublimaci rozpoustddla. Uplného vysuSeni vzorku je dosaZzeno kone¢nym
mirnym zahfdnim. Sublimace krystalkli ledu ma za nésledek vytvofeni vysoce porésni peny,
jejiz struktura je ovlivnéna podminkami procesu, jako je pH, stupeit zmrazeni a parcidlni tlak

(Doillon et al., 1986, Maquet et al., 2003).

2.3.2.1.3. Vlakenné nosice

Vldkenné nosice se piipravuji z vldken o rizné tloust’ce a hustoté. Mohou byt tkané
nebo netkané. Netkané nosice se vyznacuji zejména velkym prostorem mezi vlakny a davaji
tak prostor tvorbé nové mezibunééné hmoty (Obr. 2.5). Naproti tomu tkané nosic¢e poskytuji
lepsi mechanické vlastnosti a mohou byt pfipraveny s volitelnou porositou (Valonen et al.,
2010).

Obr. 2.5. Ukazka tkanych nosi¢t pfipravenych z Siciho materialu z kys. polyglykolové.
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Obr. 2.6. Ukéazka netkanych textilii pfipravenych z textilnich vlaken (vlevo), metodou naplavovani. Vysledny
nosi¢ vykazuje velkou porositu s propojenymi pory (vpravo).

Velkou pozornost na poli tkanového inzenyrstvi vzbuzuji nanovldkna. Jako
nanomateridly oznacujeme Castice nebo vlakna, ktera alespon v jednom rozméru nepiesahuji
velikost 1000 nm. Diky svym malym rozmérim napodobuji vlastnosti naturalni tkdné a

velkou porositou umoziuji dobrou komunikaci mezi buiikami.

Nanovldkna je moZno pfipravit riznymi zpisoby, jako je dlouZeni, podlozkova
syntéza, fadzovd separace nebo samo-organizovani. Vyrobni postup, ktery se zdd byt
nejvyhodnéjsi z hlediska produkce nanovldken ve velikém mnozstvi je elektrostatické

zvlaknovani (electrospinning).

Metoda elektrostatického zvlaknovéni je postavena na vyuziti pole vysokého napéti.
Material se zvlaknuje zroztoku, nebo taveniny, kterd je spojena s jednou elektrodou
(zvléknovaci tryskou nebo kapilarou). Diky vysokému napéti mezi Spickou trysky a
polymerem na uzemnéném kolektoru vznika tzv. Taylorav kuZzel. Ten je zpiisoben rozdily
mezi povrchovym nébojem a povrchovym napétim kapaliny, kdy je kapka deformovéana do
konického tvaru. Z vrcholu kuzele vychéazi proud nabitého roztoku, ktery je ptitahovan ke
kolektoru. Proud se v elektrickém poli zrychluje a ztencuje. Postupné se z né&j odpaiuje
rozpoustédlo, polymerni vlakna tuhnou a tvofi vrstvu na povrchu sbérné elektrody - kolektoru

(Lukas et al., 2009, Sill and von Recum, 2008)(Obr. 2.7).
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Obr. 2.7. Schéma elektrostatického zvlaknovani

Kvalita vladken je zavisla na parametrech vyrobniho procesu, jako je pouzité napéti,
vzdalenost zvlaknovaci trysky nebo kapilary od kolektoru a vlastnosti taveniny nebo
polymerniho roztoku. Zvldknovaci vlastnosti materidlu jsou dané molekulovou hmotnosti
polymeru, jeho koncentraci, viskozitou, povrchovym napétim a hustotou. Mezi dalsi
parametry patii rychlost odpatfovani rozpoustédla, vodivost roztoku a okolni parametry
(teplota, vlhkost a rychlost proudéni vzduchu v komote). V neposledni fadé mizou byt
parametry nanovlakenné vrstvy ovlivnény vodivosti a morfologii kolektoru (Sill and von

Recum, 2008).

Nanovldkenné nosi¢e se vyznacuji vysokou porositou, velkou propojenosti pora a
prumérem vlaken pfipominajicim vlastnosti mezibunécné hmoty. Tyto vlastnosti jsou velmi

vyhodné pro tcely tkanového inzenyrstvi (Obr. 2.8).
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Obr. 2.8. Ukazka nanovlakenné vrstvy, nanovlakna PCL vizualizovana pomoci SEM.

2.3.2.2.Materialy pro p¥ipravu nosici

V soucasné dobé se v tkanovém inzenyrstvi pouziva velké mmnoZstvi pfirodnich i
syntetickych materidli. S vyhodou je pouzit biodegradabilni a bioresorbovatelné polymery,
které jsou schvalené pro pouziti v humanni medicing, naptiklad jako vstiebatelny Sici material
(kyselina polyglykolova (PGA), polylaktidy (PLLA, PDLA), polykaprolakton (PCL), atd.).
Dal8i moZnosti je pouziti materidlu z velkého mnozZstvi biokompatibilnich polymert, které
jesté nejsou schvaleny pro klinické ucely. Schvéleni takového materidlu je ovSem velmi
slozity a nakladny proces. Mezi tyto materidly patfi naptiklad polyorthoester (POE),
polyanhydridy, polyglycerol sebakat (PGS) a polyuretany (PU). Syntéza novych polymernich
biomateriall, jako je poly(lactic acidcolysine), umoziiuje selektivni plisobeni na specifické
bunécné fenotypy a ovlivnéni jejich diferenciace, proliferace a tvorby noveé vytvorené tkané

(Hutmacher, 2000).
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2.3.2.2.1. Piirodni materialy

Vyhodou pfirodnich materiali je jejich biodegradibilita, nizka toxicita a vétSinou i
nizkd cena. Navic pfirodni materidly vétSinou umoziuji interakci s buiikami ptes jejich
povrchové receptory. OvSem tyto interakce mohou zaroven iniciovat reakci imunitniho
systému. Dalsi nevyhodou pfirodnich materiala jsou zpravidla horsi biomechanické vlastnosti
a moznost enzymatické degradace v organismu. Komplikaci vyuziti téchto materialt
V humanni medicin€ mize byt zdroj a Cistota materidlu a nizka reprodukovatelnost. NejCastéji
pouzivané piirodni polymery v tkaniovém inzenyrstvi chrupavky jsou kolagen, kyselina

hyaluronova, chitosan, fibrin a alginat.

Kolagen

Kolagen je v tkanich savcu vibec nejcastéjsi protein. Vyskytuje se v mezibunééné
hmoté vétsSiny tkani (ktize, kost, chrupavka, slachy, cévy, zuby), kde zastava hlavni tlohu
v strukturdlni a mechanické podpote. Molekula kolagenu je tvofena tfemi polypeptidovymi
fetézci, které jsou ovinuty kolem sebe. Fibrily jsou navzajem spojeny kovalentnimi vazbami,

které dodavaji celé siti mechanickou pevnost (Necas, 2000).

Vlastnosti kolagenu jako je biodegradibilita, biokompatibilita a vazba s buikami z n¢j
délaji ideélni nosi¢ pro tkanove inzenyrstvi. Bylo prokazano, Ze kolagenové nosic¢e podporuji
bunéénou adhezi a proliferaci (O'Brien et al., 2005). Kolagen byl pfipraven ve formé pén
(O'Brien et al., 2005), gelu (Zhang et al., 2012) i nanovlaken (Thomas et al., 2007, Zhong et
al., 2006).

Nevyhodou pouziti kolagenu jako nosice pro tkanové inzenyrstvi je jeho rychla
degradace a tim rychla ztrata jeho mechanickych vlastnosti (Angele et al., 2004). Byla snaha
tento problém feSit a prodlouzit dobu rozpustnosti kolagenu pfidanim riznych slozek, jako
napiiklad minerall, pfirodnich, nebo syntetickych polymert. Z pifirodnich polymert byl
pouzit elastin a glykosaminoglykany (Daamen et al., 2003), ze syntetickych metakrylat
(Woerly et al., 1991). Zlepseni mechanickych vlastnosti kolagenu bylo dosazeno také
sitovanim (Zhong et al., 2006, Harriger et al., 1997).

Chitosan
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Chitosan je netoxicky a biodegradabilni polysacharid, ktery je tvofen deacetylaci
chitinu, produkovaného motskymi korysi (Nettles et al., 2002). Chondrocyty kultivované na
nosic¢ich na bazi chitosanu si udrzuji svou ovéalnou morfologii a syntetizuji specifické proteiny

mezibunééné hmoty (lwasaki et al., 2004, Lahiji et al., 2000, Risbud et al., 2001).

Nosice s dobrou porositou je snadné z tohoto materidlu pfipravit rozlicnymi procesy,
napiiklad lyofilizaci (Nettles et al., 2002, Di Martino et al., 2005), nebo elektrostatickym
zvlaknovanim (Skotak et al., 2008, Zhang et al., 2007b). Casto je také chitosan vyuzivam ve
form¢ hydrogelu (Richardson et al., 2008).

Ve formé nanovlaken byl pouzit v kombinaci s PVA (Zheng et al., 2001, Zhang et al.,
2007b), polyethylenoxidem (PEO) (Kriegel et al., 2009), polykaprolaktonem (PCL)
(Shalumon et al., 2010) nebo polylaktidem (Skotak et al., 2008). Pfitomnost syntetické
slozky v nosi¢i ovlivnila mechanické vlastnosti a rychlost degradace. Chitosan byl rovnéz
pozit ve formé¢ injikovatelnych mikrosfér a implantovan in vivo do potkana (Mi et al., 2002).

Mikrosféry vykazovaly vysokou biokampatibiltu a byly stabilni i po 20 tydnech.

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (hyaluronic acid — HA) je Cast&ji nazyvana jako hyaluronan,
protoZze se vyskytuje jako polyanion, a ne jako samotnd kyselina. Jednd se o
makromolekularni polysacharid s molekularni hmotnosti v fadech 10° -10” (Laurent et al.,
1995). Hyaluronan je jednou z hlavnich komponent mezibunééné hmoty pojivovych tkani. Ma
funkci nejen strukturdlni, ale zaroven interaguje s proteiny, proteoglykany a ostatnimi
bioaktivnimi molekulami a pfispiva k udrZzovani rovnovahy vody v tkanich. V kloubni
chrupavce se chova jako lubrikant a ochranuje tak povrch chrupavky. Hyaluronan je
rozpoznatelny bunéénymi receptory a hraje uUlohu v bunéném chovéni, zanétlivych

procesech, angiogenesi a hojeni (Campoccia et al., 1998).

HA hydrogel v kombinaci s embryonalnimi kmenovymi bunkami byl testovan in vivo
pro regeneraci osteochondralniho defektu potkana (Toh et al., 2010). Jiz po 12 tydnech byl
defekt regenerovdn nov€ vytvotfenou chrupavkou hyalinniho charakteru. Obohaceni
kolagenového nosi¢e HA pfispélo k lepsi integraci MSC a syntéze proteinli mezibunécné
hmoty (Matsiko et al., 2012). Pro zpomaleni degradace byl HA hydrogel uspésné
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modifikovan pomoci metakrylatu (Hahn et al., 2007). Nanovldkna z HA byly pfipraveny
pomoci jehlového zvlaknovani (Um et al.,, 2004) a zvldkiovanim ze smési, napiiklad

s zelatinou (Li et al., 2006).

Fibrin

Fibrin je biopolymer, ktery je v tkdnovém inZenyrstvi casto vyuzivan. Vznika
polymerizaci monomeru fibrinogenu. Molekula fibrinogenu se sklada ze tii polypeptidickych
fetézci Ao, BB a vy, které jsou spojeny Sesti disulfidickymi mustky (Ahmed et al., 2008).
Fibrin se tvoii za pfitomnosti trombinu spojenim fibrinopeptidu A zfetézce Ao a

fibrinopeptidu B z fetézce Bf.

V tkdnovém inzenyrstvi chrupavky se fibrin pouzivd zejména ve formé gelu.
Chondrocyty osazené do fibrinového gelu si udrzuji svtyj fenotyp a produkuji proteiny typické
pro hyalinni chrupavku (Eyrich et al., 2007). V kombinaci s kyselinou hyaluronovou byl
fibrin Uspé$né pouzit také jako material pro regeneraci trachealni chrupavky in vivo na

modelu kralika (Kim et al., 2010).

Alginat

Alginat je ptfirodni polysacharid, vyskytujici se v bunéénych sténdch hnédych fas a je
také exopolysahcaridem produkovanym bakterii Pseudomonas aeruginosa (Pawar and Edgar,
2012). V tkanovém inzenyrstvi byl pouzit ve formé gelu (Stevens et al., 2004), vysoce porézni
pény (Wang et al., 2011) nebo nanovlaken (Bonino et al., 2011).

Chondrocyty kultivované v alginatovych nosic¢ich si zachovavaji svou ovalnou
morfologii a exprimuji slozky mezibunééné hmoty, jako je kolagen II a proteoglykany
(Stevens et al., 2004, Wang et al., 2011). Potencial alginatového nosi¢e pro regeneraci
chrupavky byl potvrzen také in vivo studiemi, kdy jiz po 4 tydnech byla patrna tvorba nové
chrupav¢ité tkan¢ (Wang et al., 2012).
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Celul6za

Celuldza je v ptirod¢ velmi rozsifeny material. Produkuji ji rostliny a fasy, syntetizuji
ji také bakterie, nebo muize byt syntetizovana chemicky. Byla pouzita ve form& nanovlaken
ptipravenych elektrostatickym zvlakinovanim (Liu and Hsieh, 2002), tenkych vrstev (Rambo
et al., 2008, Verma et al., 2008) nebo pén (Verma et al., 2008). Celul6za neni in vivo

degradovatelna, je mozné ji modifikovat napiiklad oxidaci pomoci jodistant (Li et al., 2009).

Bakterialni celuloza je produkovana bakteriemi Acetobacter xylinum. Je vysoce
biokompatibilni, ma nanovlakennou strukturu a velkou pevnost v tahu (Geyer et al., 1994,
Svensson et al., 2005, Klemm et al., 2001, Rambo et al., 2008). Byla testovana jako material
pro nahradu cév (Klemm et al., 2001) a chrupavek (Svensson et al., 2005, Muller et al., 2006).
Nosi¢ z celulézy byl osazen chondrocyty a byl sledovan riist a diferenciace chondrocytii
(Svensson et al., 2005). Po osmi dnech kultivace byla zachovana bunétna diferenciace.

Mechanickymi vlastnostmi se nosi¢ blizil nativni chrupavce.

Polyhydroxyalkaonaty

Tato skupina polyesterii je syntetizovana rozlicnymi mikroorganismy pii pferstani
kultur, kdy slouzi jako zasobniky energie (Ye et al., 2009). Vyhodou téchto materialu je
biokompatibilita a jednoduchost ptipravy, stejné¢ jako Siroké spektrum mechanickych a
biodegradabilnich vlastnosti, které je dano velkym mnozstvim téchto molekul a mozZnosti
jejich kombinace. Patii sem napfiklad polyhydroxy butyrat (PHB), ktery byl testovan ve
formé pén, ptipravenych metodou vymyvani ¢astic (Deng et al., 2003). Chondrocyty nasazené

na nosic¢e z PHB produkovaly mezibunéénou hmotu typickou pro kloubni chrupavku.

2.3.2.2.2. Syntetické materialy

Syntetické materialy jsou 1épe kontrolovatelné a predvidatelné diky moznosti kontroly
chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Tim se mohou ménit mechanické a degradacni

vlastnosti nosice. Nevyhodou syntetickych material je, Zze nedochazi k interakci mezi
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materialem a povrchovymi receptory bunék. To hraje roli piedevSim v bunécné adhezi a

komunikaci, ptimé degradaci a prestavbé mezibunééné hmoty.

Polyhydroxy estery

Polyhydroxy estery jsou biodegradabilni syntetické polymery, které se Casto pouzivaji
v medicinskych aplikacich a také v tkanovém inzenyrstvi. Jsou schvalené jako vstiebatelny
Sici material, material pro pfipravu stentli a fixacnich ptipravkt v ortopedii (Freed et al.,
1994Db, Lee and Shin, 2007, Rokkanen et al., 2000, Schaefer et al., 2000). Patii sem kyselina
polyglykolova (poly(glycolic) acid - PGA), polymlééna (poly(lactic acid) - PLA) a jejich
kopolymery (poly(lactic-co-glycolic acid) — PLGA).

Tyto materidly se snadno pfipravuji a jejich fyzikélni a chemické vlastnosti mohou byt
prizptisobeny molekulovou hmotnosti a poméru kopolymert. Bylo jich pouzito v mnoha
studiich v rozliénych formach, jako jsou nanovlakna, pény (Lu et al., 2000) nebo vlakenné

nosi¢e (Schaefer et al., 2000, Freed et al., 1994b, Shum and Mak, 2003).

Degradace polyhydroxy estertl probihéd v nékolika krocich. Jakmile se material dostane
do vodného prostiedi, dochazi k hydrolyze esterovych vazeb a poklesu molekulové hmotnosti.
Objem materialu se ovSem pfiliS§ neméni aZ do doby, kdy se fetézce nezkrati natolik, Ze
mohou voln¢ difundovat z polymerni hmoty (Agrawal and Athanasiou, 1997). Béhem
degradace se PGA a PLA rozpada na kyselinu glykolovou, respektive mlé¢nou, které jsou
enzymaticky odbourany na vodu a oxid uhli¢ity (Agrawal and Athanasiou, 1997, Athanasiou
et al., 1996). Kyselé degrada¢ni meziprodukty mohou zpisobovat silnou zanétlivou reakci
(Bostman and Pihlajamaki, 2000, Lu et al., 2000). Rychlost degradace zavisi na n¢kolika
faktorech, jako je molekulovd hmotnost, pH, velikost a struktura implantovaného nosice,
chemické sloZeni a struktura, postup piipravy nosice. Dulezitd je také pufrovaci schopnost

okolniho prosttedi nebo tkan¢.

Degradace polyhydroxy esteri miize byt upravena kombinaci s jinymi materialy. Byl
sledovan pozitivni vliv pufrovacich ¢astic, jako jsou uhli¢itan vapenaty, uhli¢itan sodny,
hydroxyapatit, wollastine nebo bioglass 45S5 (Agrawal and Athanasiou, 1997, Ara et al.,
2002, Day et al., 2004).

33



Poly-e-kaprolakton je linearni biodegradabilni polyester, ktery se rovnéz hojné
vyuziva v mediciné jako vstfebavatelny Sici materidl a fixa¢ni Srouby v ortopedii. Jeho
rychlost degradace je pomalejs$i nez u PLA a PGA, diky jeho struktufe a hydrofobicité. Byl
pouzit ve form¢ tkané textilie (Valonen et al., 2010) nebo nanovlaken (Li et al., 2005). Byla

prokdzéana schopnost chondrogeneze na téchto nosicich.

Jeong a kol. ve své studii porovnaval PCL s dalSimi dvéma polyestery, poly(1,8-
oktanol-citrat) (POC) a polyglycerol sebakat (PGS) (Jeong and Hollister, 2010). Nosi¢e m¢ly
stejnou strukturu a porositu. Nejlepsi vrist bun€k a syntéza proteinti specifickych pro hyalinni
chrupavku byl sledovan u nosi¢e z POC, nejhorsi pak u PGS. Presto, Ze nosi¢ z PCL mél
nejlepSi mechanické vlastnosti, byl zaznamenan nejhorSi vrist bunék. Chondrocyty na

povrchu PCL nosic¢e vykazovaly dobrou diferenciaci, nikoli buniky uvnitf.

Polyuretany

Polyuretany jsou bioresrbovatelné materialy, jejichz vyhodou je velikd variabilita ve
vlastnostech nosice, ktera je dana Sirokou paletou chemickych vlastnosti, molekularnich
hmotnosti a strukturou molekul. Lze tak ovliviiovat mechanické, biologické a fyzikalni
vlastnosti vysledného materidlu. Maji vyborné mechanické vlastnosti, coZ je ¢ini vhodné pro

pouziti v tkdflovém inZenyrstvi kosti a chrupavky.

Chondrocyty adheruji a proliferuji na porésnich nosicich z téchto materidlli, limitace
ptedstavuje dediferenciace bunék pii delsi kultivaci (Grad et al., 2003). Biokompatibilita tfi
riznych polyuretanti byla potvrzena studii in vivo (Laschke et al., 2009).

2.3.3. Stimulac¢ni faktory

KdosaZzeni a vylepSeni bunécéné proliferace a formace chrupavcité tkané se
v tkdflovém inZenyrstvi vyuziva stimulacnich faktorfi. Patfi sem ridstové faktory, genova

terapie a mechanicka stimulace pomoci bioreaktoru.
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2.3.3.1.Riistové faktory

Bunécéna aktivita a procesy V tkanich jsou ovliviiovany riznymi molekulami, jako jsou
hormony, cytokiny a ristové faktory. Praveé rustové faktory (angl. Growth factor — GF) jsou
Vv tkanovém inzenyrstvi hojné¢ vyuzivany. Jedna se o proteiny, které jsou uvolilovany mnoha
druhy bun¢k. Zprosttedkovavaji pies povrchové receptory komunikaci mezi bunkami a
mezibunéénou hmotou, hraji roli pfi bunééné migraci, diferenciaci, proliferaci a apoptoze
(programova bunécné smrt). Ukazuje se, Ze mechanismy tc¢inku ristovych faktord zéviseji na

koncentraci, expozi¢nim ¢ase a fenotypu danych bunék.

Pfirozené jsou rlstové faktory uvolnovany z bunéénych linii a fidi zdravy vyvoj a rlst
bunék, nebo pii hojeni tkané po urazu (Barrientos et al., 2008). Mechanismus u¢inku
rustovych faktortl je jejich navazani na specifické receptory na povrchu bun¢k, které dale
ovlivituji bunécné funkce (Riedel et al., 2006). Jeden rustovy faktor muze byt produkovan
vice typy bunck a zéroven jeden faktor mize pisobit na rizné bunééné typy stejnym ucinkem

(pleiotropismus).

Ristové faktory a jiné stimulacni latky mohou byt pfiddvany do kultivacniho média
pii kultivaci in vitro, nebo pfimo do nosi¢e. Byla testovana fada rustovych faktort, jako
transformuyjici rastovy faktor (transformic growth factor-g, TGF-p), fibrogenni ristovy faktor
(fibroblast growth factor, FGF), kostni morfogenni protein (bone morphogenic protein, BMP)
nebo insulin rastovy faktor (insulin like growth factor, IGF) a dalSich stimula¢nich latek,
napiiklad kyselina hyaluronova (hyaluronic acid, HA), chondroitin sulfat nebo insulin. Tyto
faktory byly studovany jak samostatné, tak v kombinaci. Jejich ucinek je zavisly na typu

buné€k a kultivacnich podminkach.

V chrupavce se vyskytuji rizné isoformy TGF- (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3), které
maji zasadni vliv na chondrogenezi a formaci chrupavcité tkané, zvySuji syntézu
proteoglykant a zabranuji degradaci chrupav¢ité tkané inhibici matrixové metaloproteinazy
(MMP). Tyto rtstové faktory jsou casto pouzivany k vyvolani chondrogeneze u
embryonalnich kmenovych bun¢k (Hwang et al.,, 2006), MSC (Coleman et al., 2007,
Sakaguchi et al., 2005, Imabayashi et al., 2003), zvyseni syntézy chrupavcité mezibunécné
hmoty (Kim et al., 2003) a zlep3eni proliferace chondrocyti (Tay et al., 2004). U¢inky
jednotlivych ¢lentt rodiny TGF-B se lisi. TGF-fl1 navozuje pocatecni chondrogenni

diferenciaci, zvySuje syntézu agrekanu a kolagenu II a odpovidd za mezibun&cné interakce
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progenitorovych bunék (Tuli et al.,, 2003), TGF-B2 zprostfedkovava hypertrofickou
diferenciaci a TGF-B3 ma vliv na pozd¢jsi diferenciaci (Grimaud et al., 2002).

IGF-1 je exprimovan v nové se vyvijejici chrupavce, zralé chrupavce a synovialni
tekuting. Je zndm pro svou ulohu v bunécné proliferaci a inhibici bunécné smrti (apoptozy).
Stimuluje produkci proteoglykant a kolagenu II (Phornphutkul et al., 2004). Druhy ligand,

IGF-2, hraje podobnou roli jako IGF-1, ma ov§em nizs$i efekt.

FGF-2 stimuluje tvorbu DNA a RNA a je mitogen pro vétSinu bunck. V nizsich
koncentracich podporuje syntézu GAG a kolagenu (Olney et al., 2004), ve vyssich ma opacné
ucinky a tvorbu mezibunééné hmoty utlumuje. Hlavni funkce FGF-2 v reeneraci chondrélnich
defektlp je stimulace proliferace progenitorovych bunék (Hughes et al., 2006). Bylo
prokazano, ze FGF piispiva k zachovani chondrogenniho charakteru chondrocytii rostoucich
v kultiva¢nich nadobach (Miot et al., 2006, Martin et al., 2001) a zvySeni bunétné proliferace
(Schmal et al., 2005, Miot et al., 2006).

Vétsina biologickych ¢inidel ma kratky polocas rozkladu, coz omezuje jeho G¢inky in
Vivo. Alternativni metodou, jak inkorporovat bioaktivni molekuly do nosice je genova terapie.
Tato terapie je zaloZzend na pozménéni genové informace bunck, které poté produkuji
potiebné proteiny. Buniky jsou izolovany z kloubni chrupavky, transfekovany poZzadovanym
genem a vraceny zpét do kloubu (Saraf and Mikos, 2006). K tranfekci bunék je mozno pouzit
virovych vektorti (retroviry, adenoviry), nebo polymery a liposomy. Virové vektory maji
vyrazng vyssi uspésnost transfekce (80 — 90%), ale predstavuji zdravotni riziko, nebot’ mohou
vyvolavat imunitni reakci. Pro polymery a liposomy je Gsp&s$nost transfekce nizsi (40 — 50%),
jsou ovSem jednodussi na pfipravu, predstavuji mensi zdravotni riziko a umoznuji tvorbu

delsich plasmidu.

2.3.3.2.Mechanicka stimulace

Je velmi komplikované napodobit biologické procesy odehravajici se v zivém
organismu Vv in vitro podminkach. K tomuto tcelu jsou vyvijeny bioreaktory, které maji
takové podminky simulovat. Chrupavka je za fyziologickych podminek vystavena snizenému

mnozstvi kysliku a nepravidelnému zatéZzovani. Mechanickd stimulace ovliviiuje
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metabolickou aktivitu chondrocyti. Napodobenim téchto podminek Ize dosahnout lepsi

bunééné diferenciace in vitro.

Mechanické vlastnosti chrupavky jsou dany velkym mnozstvim vody v tkani (70 —
80% nativni hmotnosti), kterd je vdzana na negativné nabité molekuly proteoglykant.
Fyziologicky je chrupavka v kolennim kloubu vystavovana tlakim mezi 3 a 10 MPa (Afoke
et al., 1987). Praimérna frekvence kroku je 1 Hz (Waters et al., 1988). Mechanické vlastnosti
kloubni chrupavky se 1iS§i v riznych hloubkach tkané, coz je dano rlznym zastoupenim
proteoglykanti a orientaci kolagennich vlaken (Temenoff and Mikos, 2000, Guilak et al.,
1995, Elder and Athanasiou, 2009).

K pfiblizeni se fyziologickym podminkdm v organismu bylo vytvofeno pro tkanové
inzenyrstvi nékolik bioreaktori. Tyto bioreaktory by mély v idedlnim piipadé umoziovat
rychly a spravny vyvoj funkéni tkané in vitro z bun€k nasazenych na trojdimenzionalni nosic.

Bioreaktory jsou navrzeny tak, aby umoziovaly jednu, nebo vice z nasledujicich funkci:

1. rovnomérné rozloZeni buné€k v trojdimenzionalnim nosici

2. kontrola kultiva¢nich podminek (teplota, pH, mnoZstvi kysliku, Zivin, metabolitl a

regulacnich molekul)
3. usnadnéni pfenosu mezi buitkami a kultivaénim prostfedim

4. umoznovat relevantni fyzikalni signaly (jako je naptiklad komprese pro chrupavku

nebo pulzni tlak a napéti pro srde¢ni sval)

Vybér bioreaktoru zavisi na druhu stimulované tkdné a konkrétnim vyuZziti. Pomérné
jednoduchym bioreaktorem je kultivacni lahev supevnénym nosi¢em, kde je pomoci
michadla promichavano médium (Spinner flask). Podminkou je, aby byl nosi¢ stabilni po
dlouhou dobu (Vunjak-Novakovic et al., 1998). Pro pevné stabilni nosice je urcen i rotacni
bioreaktor, sestavajici z rotujici komirky vyplnéné kultivaénim médiem, kam je uloZen
vzorek. Komirka rotuje definovanou rychlosti a tim dochazi k promichdvani média

(Goldstein et al., 2001).
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Ke kultivaci méné stabilnich nosic¢li miize byt pouzit perfusni bioreaktor. Tento systém
se sklada z komurky s nosi¢em, peristaltické pumpy a reservoaru s médiem, umistény v CO,
inkubatoru (Liao et al., 2010). Pro stimulaci zatéze chrupavkovych implantatd se mize pouzit
hydrostatického tlakového systému, ktery vyuzivd konstantniho nebo cyklického
hydrostatického tlaku (Watanabe et al., 2005). Dalsim typem bioreaktoru je pulsacni
bioreaktor, ktery byl vyvinut zejména, aby simuloval krevni tok v umélych cévach. Jedna se
o uzavieny perfusni systém, ktery se sklada z kultivacni komlrky, reservoaru média,

peristaltické pumpy a magnetické chlopné kontrolované pocitacem (Xu et al., 2007).

2.3.4. Rizené dodavani léciv

Rastové faktory a dalSi bioaktivni latky jsou nezbytné pro bunécnou proliferaci a
stimulaci diferenciace bun¢k do pozadovaného fenotypu. OvSem podavéani 1é¢iv a jinych
stimulacnich faktor do organismu miize byt provazeno jeho nezddoucim toxickym zatiZzenim.
Ne&které latky nemusi projit biologickou bariérou, nebo mohou byt enzymaticky odbourany
jesté neZ dorazi na misto urceni. Pii prostém injikovani latek na misto poSkozeni muize
dochazet k difuzi do okolnich tkani. Z toho divodu je snaha vyvinout systém, ktery by

umoznil bezpecné prenést 1é¢ivo na misto urceni bez toxického zatizeni organismu.

vvvvvv

bezpecnost a na druhé efektivita. Je tieba plné kontrolovat dynamiku uvolfiovani 1é¢iva a jeho

davku.

Nosi¢e pro tkanové inzenyrstvi by tak mohly kromé vlastnosti jako je
biokompatibilita, odpovidajici biodegradabilita a mechanickd podpora jesté zastavat funkci
Vv podpoie a fizeni bunétné¢ adheze, migrace a diferenciace. Rustové faktory mohou byt
inkorporovéany pifimo do matrice nosic¢e, nebo mohou byt inkorporovany do castic, jako jsou

kapsle nebo liposomy (Mickova et al., 2012).

Pro tizené dodavani 1é¢iv byly pouzity hydrogely (Na et al., 2006, Chen et al., 2009) i
porézni nosi¢e (Kim and Valentini, 2002, Kim et al., 2004). Obsah rastovych faktort

napomaha bunécné proliferaci a zvyseni produkce specifickych proteinit mezibunééné hmoty.
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V kinetice uvolnovani latek mtize hrat roli samotna forma nosice. Kim a kol. porovnaval ve
své studii uvoliiovani BMP-2 z pénového nosice na bazi kyseliny hyaluronové a kolagenové
gelu. Zatimco se faktor z kolagenového nosice uvoliioval ve velkém mnozstvi a rychle, béhem
14 dni, u pénového nosice bylo uvoliovani postupné, a jeho doba prodlouzena az na 28 dni

(Kim and Valentini, 2002).

Pravé rychlé uvoliovani faktort je nevyhodou aplikace rGstovych faktorti a dalSich
stimulaénich latek pfimo do materidlu nosice. Z tohoto diivodu jsou vyvijeny rizné formy
Castic, které jsou latkou naplnény. Mikro- a nanocastice mohou byt pfipraveny z velkého
mnozstvi materiala jak syntetickych (PGA, PLA, PCL nebo PLGA), tak ptirodnich (Zelatina,
alginat).
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Cile prace

vytvofeni funkcionalizovaného nosi¢e vhodného pro rist chondrocytii a jejich

produkci specifickych proteinli mezibunééné hmoty

detekce a vizualizace bunck a proteini mezibunééné hmoty pomoci metod

fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie

vytvofeni vizualiza¢ni techniky pro rychlou detekci nové exprimovanych proteint

Vv nosicich osidlenych chondrocyty

testovani vhodného nosice na velkém animalnim modelu
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Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti této prace jsou zahrnuty Ctyfi rizné experimenty, tii in vitro a

jeden in vivo. Tomu odpovida i déleni experimentalni ¢asti prace.

V in vitro pokusech byl vyvijen vhodny nosi¢ pro rist chondrocytii, byla sledovana
bunééna adheze, proliferace a diferenciace. V prvni in vitro studii byly testovany netkané
textilie na bazi kyseliny polyglykolové (PGA). Nosice ze samotného PGA byly shledany jako
vhodny material pro adhezi chondrocytd, ne vSak pro jejich proliferaci. To bylo zptisobeno
zejména kyselymi rozpadovymi produkty, vznikajicimi pti degradaci PGA. Pro zlepSeni
vlastnosti tohoto nosi¢e byly pouzity piimé&si kyseliny hyaluronové (HA), chitosanu anebo
polyvinylalkoholu (PVA). Pfidani ani jedné z téchto latek nevedlo ke zlepSeni bunécné
adheze. OvSem pfi dalsi kultivaci na nosicich, byla bunécna proliferace negativné ovlivnéna
kyselymi rozpadovymi produkty PGA. Pfidanim PVA anebo chitosanu do textilniho nosice
doslo ke snizeni okyselovani prosttedi, a tim k upravé bunécné proliferace. Tyto kompozitni
nosi¢e z netkanych textilii na bazi PGA se ukdzaly jako hodné pro aplikace tkanového

inZenyrstvi chrupavky.

Ve druhé studii byl vyvinut jednoduchy systém fizeného dodavani léCiv na
mikrovldkenném nosi€i z poly(2-hydroxyetylmetakrylatu) (PHEMA). Strukturalni vlastnosti
PHEMA vrstvy byly znacné€ zavislé na postupu sitovani a nebulizace. Nosi¢e z PHEMA se
jevily jako material vhodny pro nasazeni chondrocytll a jejich rhst. Navic, dobrd adheze
liposom1 na tato mikrovlakna umozZnila vyvoj jednoduchého nosice pro fizené dodavani 1éciv.
Naplnéni liposomt pfilnutych k vldknim vedlo k zlepSeni bunécné adheze a proliferace.
Vldkenny nosi¢ z PHEMA se ukézal jako vhodny materidl pro tkanové inZenyrstvi a

v kombinaci s liposomy muze slouzit jako jednoduchy systém pro fizené dodavani 1éCiv.

Dalsi studie byla zaméfena na detekci kolagenu obsazeného v mezibunécné hmoté¢,
tvofeného chondrocyty na Zelatinové a PCL péné, a to dvoufotonovou mikroskopii (Two-
photon excitation microscopy — TPEM) a druhou harmonickou (Second harmonic generation
— SHG) v pfednim a zadnim nondescanned modu. Soucasné snimani TPEM a SHG a
nasledné stereologické vyhodnoceni umoZznilo 3D rekonstrukei obrazu s vysokym rozliSenim,

a navic 1 kvantitativni analyzu mnoZstvi kolagenu v nosi¢i. Vedle kolagenu byly
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vizualizovany chondrocyty a nosic a jejich prostorové uspotfadani, coz bylo piedtim nemozné.
Tento systém muze mit velky pfinos pro detekci kolagenu v nosic¢ich vyvinutych pro tkanové

inzenyrstvi chrupavky.

Ve studii in vivo byl testovan hydrogel ze smési fibrinu a vysokomolekularni kyseliny
hyaluronové (HA). Nosi¢ byl osazen autolognimi chondrocyty a implantovan do defektu v
kolenni chrupavce miniprasete. Biomechanické vlastnosti tohoto hydrogelu byly porovnany
s dfive vyvinutym a testovanym nosi¢em obsahujicim kolagen. Ukazalo se, ze pfitomnost
kolagenu v nosi¢i neni nutna pro vytvofeni biomechanicky stabilni tkané. Regenerovana
chrupavka vykazovala velmi dobré biomechanické a histologické vlastnosti jiz 6 mésicli po
implantaci. Pfitom kvalita nové tvofené chrupavky byla zavisld na pocatenim mnoZzstvi
chondrocytli obsazenych v nosi¢i pii implantaci. Tato studie byla provedena v souladu se
zasadami spravné laboratorni praxe (SLP) a tim je pfipravena k dal$im testiim pro aplikaci

tohoto nosic¢e v humanni mediciné.

4, Metody

4.1. Metody in vitro

4.1.1. Priprava a charakterizace nosici

4.1.1.1.Priprava nosic¢i elektrostatickym zvldakiiovanim
Roztok poly(hydroxyetyl metakrylatu) (PHEMA; Rohm, Némecko) byl pfipraven

polymeraci monomeru (8,55 g) za nepfitomnosti kysliku a iniciovan oxida¢né-redukénim
systémem amonium persulfat (0,05 g)-bisulfat sodny (0,05 g) ve vodném etanolu (66,3 %
etanol, 55 g) pfi teplot¢ 23°C po dobu jednoho tydne. Molekularni hmotnost byla
vysrazena do vody a rozpusténa ve vodném roztoku 66,3 % etanolu. Vysledna koncentrace
polymeru byla 16 hmot%. Vodivost roztoku urceného k elektrostatickému zvlaknovani byla
upravena pridanim 0,4 g nasyceného roztoku NaCl na 15 ml roztoku polymeru na 270 uS/cm.

Molekulova hmotnost byla ur¢ena pomoci statického rozptylu svétla na piistroji ALV 6000/E
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(ALV, Némecko). Viskozita roztoku byla ur¢ena na Ostwaldové viskozimetru pii 23°C na

28,0 mm?s™t,

Nanovldkna byla piipravena technologii NanospiderTM. Polymer byl zvldknén z
elektrody ve formé rotujiciho valecku. Zformovand polymerni vldkna se uklddala na
uzemnéném kolektoru. Valecek z nerezové oceli (délka 200 + 0,07 mm, primér 20,87 + 0,02)
rotoval rychlosti 5 otaCek za minutu v nadobé s polymernim roztokem. Proces probihal pii
napéti 43 kV, vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem byla 150 — 200 mm. Teplota béhem
zvlaknovani byla 21°C + 2°C, relativni vlhkost 73% =+ 2%. Vytvofena vldkna byla
nebulizovdna 5% kyselinou fosforecnou (PHEMAT1) nebo 10% kyselinou fosfore¢nou
(PHEMAZ2). Nebulizaci byl pomoci sonikace pfipraven aerosol mikrometrovych kapicek
obsahujicich sitovaci ¢inidlo. Interakce aerosolu s nesitovanymi vlakny zachovava vlakennou

morfologii, kterd by byla pfi inkubaci v 14zni se sitovadlem zcela znic¢ena.

4.1.1.2.Priprava mikrovlakennych nosicu s adherovanymi liposomy
Multilamelarni liposomy byly pfipraveny smichanim 15 mg asolektinu (AS; Asolectin

from soybean, Sigma-Aldrich) a 5 mg fosfatidylserinu (PS; Avanti Polar Lipids Inc.). Pro
ptipravu fluorescenénich liposomt byl do smési piidan fluorescein DHPE (0.1 mg; Avanti
Polar Lipids Inc.). Smés byla rozpusSténa v 1 ml chloroformu a nésledné vysusSena v dusikové
atmosfétre. Tenka vrstva fosfolipidl byla na stén€ zkumavky ponechéna v dusikové atmosfére
pies noc, aby se odpatilo zbylé rozpoustédlo. Vysuseny fosfolipidovy film byl resuspendovan
ve fosfatovém pufru (PBS; pH 7,4) nebo FBS a zkumavka byla tfepana dalSich 15 min. Pro
spektroskopické méteni byl film fosfolipidii resuspendovan v roztoku TBS/DPX+ANTS (1 x
TBS, pH 7,4/ 15 mM ANTS/ 45 mM DPX). Kone¢na koncentrace liposomu bylal5 mg/ml
PBS. Suspenze liposoma byla poté 15krat extrudrovana skrz polykarbonovou membranu
S pory o velikosti 1 um pomoci Avanti® Mini-extruder (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster,
USA), ¢imz bylo dosazeno priméru liposomt 1 um. K odstranéni ANTS a DPX, které nebylo
uzavieno do liposomd, byla pouzita kolona (1 x 15 cm) naplnéna Sephadex®G-25M (Sigma-
Aldrich, Amersham Pharmacia Biotech).

Adheze liposomi na nanovlakennou vrstvu byla umoznéna inkubaci v suspenzi
liposomi o koncentraci 15 mg/ml pfes noc. Neadherované liposomy byly odstranény

dikladnym promytim vzorkti v PBS. Byly pfipraveny 2 druhy vzorkd. V prvnim piipadé
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liposomy obsahovaly FBS (PHEMAZL/FBS), v druhém piipadé obsahovaly PBS
(PHEMAL/PBS).

4.1.1.3.Méieni interakce mezi mikrovlakny a liposomy
Nanovldkena vrstva PHEMA1 o rozméru 2 cm2 byla ponofena do suspenze

s liposomy (15 mg/ml) a inkubovdna 60 sek. Nanovldkna byla nasledné¢ oplachnuta a
promyvana pifes noc v TBS (TRIS buffered saline; pH 7,4), aby byly odstranény
neadherované liposomy. Nanovlakenna vrstva byla nasledné rozpusténa v etanolu, aby bylo
uvolnéno DPX+ANTS. Fluorescenéni méteni bylo provedeno na piistroji FluoreMax-3
JYHoriba. Excita¢ni vlnova délka byla 370 nm, emisni 505 nm s Siikou pasma 4 nm. 1,5 ml
suspenze bylo méfeno v kyveté s tloustkou 1 cm, naméfené hodnoty fluorescence byly
korigovany vzhledem k namétenému pozadi (u liposomt bez ANTP a DPX bylo naméfeno

2% z celkové intenzity).

4.1.1.4.Studie ndabojové interakce mezi PHEMA vidkny a liposomy
Pro tuto studii byly pfipraveny negativni a neutraln€ nabité liposomy. Negativné

nabité liposomy byly pfipraveny smichanim 5 mg fosfatidylserinu (skupina PS) a neutralni 5
mg fosfatidylcholinu (skupina PC). Film fosfolipidii byl resuspendovan v DPX+ANTS.
Extruder Avanti byl pouzit k dosazeni velikosti liposomd 1 pm. Nenavazany fluorofor byl
odstranén pomoci gelové filtrace (Sephadex G25). 300 pl suspense liposomt o koncentraci 15
mg/ml, byla inkubovana s PHEMAT1 nanovlékny (1 sz) po dobu 1 hod, ptfi pokojové teploté.
Poté byly vzorky oplachnuty TBS a nasledné bylo ptfidano 1 ml €erstvého TBS, v némz byly
vzorky inkubovany po dobu 1, 2 a 4 hodin. Poté byl inkubaéni roztok TBS odebran, byla
zméfena jeho fluorescence, a ke vzorku bylo pfidano nové TBS. Po 17 hodinové kultivaci
byly vzorky nakonec rozpustény v etanolu. Fluorescence uvolnéného fluoroforu byla méfena

spektrofluorometricky (Synergy 2, Biotec).

4.1.1.5.Priprava nosici 7 netkanych textilii
Nosice byly pfipraveny naplavenim polymernich vldken. Vldkna polymert byla

nastiihdna a rozvolnéna v malé koncentraci ve vodném roztoku. Tato suspenze byla nasledné

nalita na sitko, kde se procesem filtrace vytvofila sit’ vliken. Vzorky byly nakonec ususeny a
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zpevnény. Byla pouzita vldkna kyseliny polyglykolové (PGA; chirurgicky Sici material,
Chirmax, CR, pramér vlaken 15 pm), vldkna polyvinylalkoholu (PVA; Kuralon K-11, Kuraray
Europe GmbH, Némecko, prumér vlaken 15 pum), a chitosanova vlakna (CH; Weifang Young
Deok Chitosan CO., LTD, Cina).

Bylo pfipraveno 5 riznych vzorka naplavenych textilii, s ploSnou hustotou 283 g/ m?:
PGA - vlakna PGA byla naplavena v destilované vodé.

PGA/PVA - smés vlaken PGA (50%) a vlaken PVA (50%) byla naplavena v n-butanolu a

mechanicky zpevnéna vpichovanim.

PVA/PGA/PVA - smés vlaken PGA (50%) a vlaken PVA (50%) byla naplavena v n-butanolu
a nasledn¢ impregnovana destilovanou vodou. Ta jemn¢ rozpustila PVA vlakna, ktera jsou ve

vodé¢ nestabilni. Rozpusténé PV A pak slouzilo jako pojivo pro PGA vldkna.
PGA/HA - vlakna PGA byla naplavena v 0,1% roztoku hyaluronanu sodného (M,, 1 500 000).

PGA/PVA/CH - smés vlaken PGA (1/3), vlaken PVA (1/3) a vlaken chitosanu (1/3), byla
naplavena v n-butanolu a impregnovana destilovanou vodou. Ta jemné rozpustila PVA

vlakna, ktera jsou ve vod¢ nestabilni. Rozpusténé PVA pak slouzilo jako pojivo pro vlakna

PGA.

4.1.1.6.In vitro degradace nosi¢i z netkanych textilii
U nosict z netkanych textilii na bazi PGA, byl sledovan také pribéh degradace in vitro,

mnozstvi zadrzené vody v nosi¢i a zména pH media, ve kterém byly vzorky kultivovany. Byla
zmétena hmotnost vzorkd v suchém a mokrém stavu. Z hmotnosti byla vypocitana absorpce
vody. Tti vzorky z kazdé skupiny byly ususeny do konstantni hmotnosti a zvazeny. Poté byly
nosice ponofeny do 70 % etanolu na 10 minut a poté¢ do PBS na 1 hodinu. Povrchové voda
byla osuSena filtracnim papirem a byla zméfena hmotnost v mokrém stavu. Absorpce vody

(AV) vypocitana podle vzorce (1),
AV =100 x (Ms—Mp)/ Mp,

kde Mp, je hmotnost v mokrém stavu a Ms je hmotnost ve stavu suchém.
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Pro méfeni zmén pH v kultiva¢nim médiu bylo pouzito 5 vzorkl z kazdé skupiny.
Kazdy vzorek byl ponotfen do 20 ml PBS bez vymény nebo michéani. Nosice byly inkubovany
v CO; inkubatoru po dobu 42 dnt. pH bylo méfeno kazdé 2 dny (pH metr HANNA HI
92240).

4.1.1.7.Priprava nosice z Zelatinové pény
Zelatinové nosice byly pfipraveny z roztoku 5 hmot% Zzelatiny v destilované vodé pii

40°C. Roztok byl intenzivné¢ michén, az vznikla péna, ktera byla nasledné susena 48 hodin pii
pokojové teploté. Nasledné byly pény sitovany 0,7 hmot% N-(3-dimetilaminopropyl)-N'-
etylkarbodiimid hydrochloridem (Sigma Aldrich) rozpus§téném v roztoku aceton/voda (pomér
8/2), 24 hodin pfi pokojové teploté. Poté byly vzorky opét suseny 48 hodin pii pokojové
teploté. Hotové vzorky byly nakonec omyty destilovanou vodou, aby byly odstranény zbytky

nechténych chemikalii.

4.1.1.8.Priprava nosice z polykaprolaktonu
Pénovy nosi¢ z polykaproktonu (poly-g-caprolactone — PCL) byly pfipraveny

technikou vymyvani solnych krystald z7 hmot% PCL (Mr 80 x 10° Sigma Aldrich)
vV roztoku etanolu a chloroformu (v poméru 1:9). Krystaly byly do roztoku vmichany

mechanicky. Po odpateni rozpoustédla byly solné krystaly vymyty destilovanou vodou.

4.1.1.9.8kenovaci elektronova mikroskopie (SEM)
SEM snimky byly pofizeny na pfistroji Vega TS 5130, umoZziujicim zvétSeni 12 —

250 000 x a rozliSenim 9 nm. Vzorek pfipravenych nanovlaken byl pokryt tenkou vrstvou
zlata (tloust’ka 10 — 30 nm) poprasovanim v pfistroji SDC 030. Priméry vlaken byly odecteny

Z ndhodné vybranych snimkl ze SEM.

4.1.1.10. Kryoelektronova mikroskopie
Pro vizualizaci liposomil adherovanych na nanovlaknech byla pouzita kryoelektronova

mikroskopie (Cryo-field emission scanning microscopy - FESEM). Vzorky byly rychle
zmrazeny v tekutém dusiku (-210°C) a nésledné pieneseny do kryokomory (ALTO2500), kde
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byly zpracovany na fezy a nasledné pokryty vrstvou zlata (30 sek, -135°C). Takto pfipravené
vzorky byly zpracovany mikroskopem Jeol 7401-FE (ve zmrzlém stavu pfi -135°C, pti 3 kV a
4 kV, GB-L mode).

4.1.2. Tkanové kultury, kultivace bunék

4.1.2.1. Isolace a kultivace buneék

Chondrocyty byly izolovany z kondylu kosti stehenni 3 mési¢niho novozélandského
bilého kralika v celkové anestezii (60 mg/kg ketamin a 4 mg/kg xylazin). Chrupavka byla
nastfihdna na malé kousky (1 x 1 mm), ponofena do roztoku kolagenazy (0.9 mg/mL,
Collagenase crude 816 PSZ) a inkubovana 14 hodin v CO; inkubatoru (37°C, 5 % COy).
Nasledné byly bunky centrifugovany pii 300 g po dobu 5 minut a nasazeny do kultiva¢nich
lahvi. Chondrocyty byly kultivovany v IMDM médiu (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium) dopInéném o 10 % fetalniho teleciho séra (Fetal Bolvine Serum - FBS), antibiotika:
penicillin/streptomycin (100 LU./ml a 100 pg/ml), 400 mM L-glutaminu, 100 nM
dexametazonu, 40 pg/ml fosfatu kyseliny askorbové a ITS—-X (10 pg/ml insulinu, 5,5 mg/l

transferinu, 6,7 pg/l sodium selenit, 2 mg/l etanolamin).

4.1.2.2.0sazeni nosici buitkami
Bunky byly nasazeny na vysterilizované nosice. Hustota bun€k zavisela na druhu

nosice. Na nosice z netkanych textilii a nanovlaken bylo nasazeno 8 x 10* bungk/cm?. Pény,
které mély vEtsi pory a tim 1 veétsi povrch pro rist bun€k, byly osazeny buiitkami v hustoté 3 x
10° u PCL pény a 8 x 10° u Zelatinové peény. Médium bylo osazenym nosi¢im ménéno kazdy

tieti den.

4.1.3. Testovani a vizualizace osazenych nosi¢a in vitro

4.1.3.1. MTT test bunécné viability
MTT test se hojné¢ vyuziva k méfeni metabolické aktivity a viability bunék in vitro. Je

zalozen na tom, ze MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid]
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je v normalné metabolizujici bunce redukovan mitochondridlni dehydrogendzou na fialové
krystalky formazanu. Tyto krystalky jsou posléze rozpuStény v roztoku N,N-
dimethylformamidu. Fialové zbarveni roztoku tak wukazuje na mnozstvi normalné

metabolizujicich bun€k. Zbarveni roztoku se méti spektrofotometricky

V den méfeni bylo ptidano ke 150 pl kultivaéniho média kazdého vzorku 50 ul MTT
(1 mg/ml rozpusténo ve fosfatovém pufru (PBS), pH 7,4). Po ¢tythodinové inkubaci v CO;
inkubatoru (5% CO, 37°C), bylo ptfidano 100 pl vodného roztoku 50% N,N-
dimethylformamidu a 20% dodecyl sulfatu sodného (SDS), pH 4.7. Po rozpusténi krystalkt
formazanu byla méfena absorbance roztoku pii vinové délce A = 570 nm a referencni vinové
délce Aer = 690 nm. Od absorbance byla odectena hodnota namétena u vzorkli inkubovanych

v médiu bez bun¢k. Jako kontrola byly pouzity buiiky nasazené na kultivacni plastik.

4.1.3.2.Fluorescencni a konfokdlni mikroskopie

4.1.3.2.1. Pouzité mikroskopy
V experimentech byl pouzit fluorescenéni mikroskop Olympus IX 51 s rtutovou

vybojkou Olympus U-RFL-T. Dale byly pouZity dva konfokalni mikroskopy, Zeiss LSM 5
DUO a Leica TCS SP2 AOBS. Multifotonovy konfokéalni skenovaci mikroskop Leica byl
zaloZen na invertovaném mikroskopu Leica DM IRE2, vybaveném nasledujicimi svételnymi
zdroji: Ar laserem (458 nm/5 mW, 476 nm/5 mW, 488 nm/20 mW, 514 nm/20 mW), HeNe
laserem (543 nm/1,2 mW, 633 nm/10 mW) pro jednofotonovou mikroskopii a Ti:Saphire
Chameleon Ultra laser (Coherent Inc., Santa Clara, USA), s nastavitelnou vinovou délkou
v rozmezi 690 — 1040 nm pro dvoufotonovou excitaci (Obr).

4.1.3.2.2. Zobrazeni fluorescence jednofotonovou excitaci

Pro zobrazeni jednofotonovou excitaci bylo pouZzito nékolik fluorescen¢nich barveni:
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Barveni propidium jodidem
Propidium jodid se vaze na bunéénou DNA, barvi tak jadra bunck a slabé i

cytoplasmu. Buiiky byly fixovdny mrazenym etanolem (- 20°C), oplachnuty PBS a poté
inkubovany v roztoku propidium jodidu (5 pg/ml v PBS) 10 minut pii pokojové teploté.
Vzorky byly 2krat oplachnuty PBS pro sniZeni svitivosti pozadi a sledovany pod konfokalnim
mikroskopem Leica SP2 AOBS (A e¢xc = 543 nm, A ¢n = 610-645 nm), nebo pod
fluorescenénim mikroskopem (Olympus IX51, U-RFL-T).

Barveni DiOC6
Pro meétfeni bunééné adheze bylo pouzito barveni pomoci DiOC6, které barvi

membranové struktury buniky. Buiiky byly nejprve fixovany v metanolu (-20°C) po dobu 10
min a poté oplachnuty PBS. Nasledné byly vzorky inkubovany 45 min v roztoku DiOC6 (0,1-
1 pg/ml v PBS; pH 7,4) a oplachnuty. Poté byla jadra bunék obarvena propidium jodidem (5
pg/ml) a 2krat oplachnuta PBS. Obarvené vzorky byly vizualizovany na mikroskopu Leica
SP2 AOBS (PI: Aexe = 543 nm, Aem = 610-645 nm; DiOC6: Ay = 488 nm, Aem = 505-550
nm). Ze ziskanych obrazk byly odeéteny plochu rozprostienych bunék pomoci software

Ellipse (ViDiTo, SK).

Barveni BCECF-AM
Pro urceni viability bunék na nosi¢ich bylo pouzito barveni (2',7'-bis(2-carboxyethyl)-

5(6)-carboxyfluorescein acetoxymetyl esterem (BCECF-AM) pro detekci zivych bunék, v
kombinaci s barvenim propidium jodidem, které barvi jadra mrtvych bunék. Tato metoda je
zaloZena na tom, Ze propidium jodid neprojde bunéénou membranou Zivych bunék. BCECF-
AM projde bunécnou membranou a je metabolizovano mitochondridlnimi esterdzami zivych
bun¢k na fluoreskujici BCECF. BCECF-AM (fedéno 1:100 v cCisttm MEM mediu) bylo
inkubovano s buiitkami 30 min v CO; inkubatoru (37°C, 5% CO). Nasledné byly vzorky
oplachnuty PBS (pH 7,4), a bylo ptidan roztok propidium jodidu (5 pug/mL v PBS) na 10 min.
Vzorky byly 2krat oplachnuty PBS a zobrazeny pomoci konfokalniho mikroskopu Leica SP2
AOBS (Aexc = 514 nm, ey = 610-645 nm; BCECF-AM: Agxc = 488 nm, Aem = 505-550 nm).
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Imunofluorescencni barveni kolagenu I1
Pro detekci kolagenu II byla pouzita metoda neptimé imunofluorescence. Vzorky byly

fixovany 10 % roztokem formaldehydu v PBS 10 minut, oplachnuty PBS a inkubovany 30
min s 3 % roztokem FBS/0,1 % Tritonem v PBS pfi pokojové teplote. Nasledné byla ptidana
primarni protilatka proti kolagenu II (mysi proti kolagenu typu II, klon II-I16B3,
Developmental Studies Hybridoma Bank, USA), zfedéna 1:20, a inkubovana po dobu 60
minut pfi pokojové teploté. Poté byly vzorky oplachnuty roztokem 0,05 % Tween v PBS po
dobu 3, 10 a 15 minut. Nasledné byla pfidana sekundarni protilatka navdzana na Cy3 (fedéno
1:300; Cy 3-conjugated Donkey Anti-Mouse IgG, Jackson ImmunoResearch) a inkubovana
po dobu 45 minut pii pokojové teploté. Po opétovném oplachnuti vzorkid byl pfidan roztok
proti vysvécovani (PBS/90 % glycerol/2.5 % 1,4-diazabicyclo(2,2,2)octane (DABCO).
Vzorky byly pozorovany pod konfokalnim mikroskopem Leica SP2 AOBS (A ¢xc = 514 nm, A
em = 555-600 nm).

4.1.3.2.3. Druha harmonicka vilna
Pro ziskani signalu druhé harmonické viny (Second harmonic generation — SHG) bylo

pouzito tii cest (schéma na obr. 4.1.). Signal prochazejici skenovaci hlavou konfokalniho
mikroskopu byl snimén v zadnim descanned médu fotonasobic¢em PMTI. Signél ze zadniho
nondescanned modu byl detekovan fotonasobicem PMT4 a z piedniho nondescanned modu
byl signal prochazejici vzorkem detekovan pomoci PMTS5. Pro sniméni kolagenu pomoci
SHG byla excita¢ni vinova délka nastavena na 860 nm, emise byla ocekavana pii 430 nm.
V descanned modu byla sniména emise v rozmezi 420 — 440 nm. V sestaveni nondescanned,
kde by mél byt ziskan lepsi signal fluorescence vici pozadi, byl pted detektor zatazen short
pass hranovy filtr 700 nm, zeslabujici priicchod infracerveného svétla. Poté nasledoval 430 nm
pasmovy filtr s Sitkou 15 nm. Pro ovéfeni, zda se skute¢né jednd o SHG, byla excita¢ni
vlnové délka zménéna na 800 nm, kdy by mél SHG signal zmizet a znovu se objevit po

zatazeni filtru 400 nm pasmového filtru.

4.1.3.2.4. Zobrazeni signalu dvoufotonovou excitaci
Fluorescence obarvenych bunék a/nebo autofluorescence nosi¢u byla detekovana také

dvoufotonovou mikroskopii (Two photon excitation microscopy — TPEM), v descanned modu

(Obr.). Byla pouzita excitacni vlnova délka 860 nm, abychom ptedesli zdméné SHG
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s autofluorescenci. Aby byl ziskan co nejsilnéjsi signal autoflourescence, bylo pouzito celé

spektrum excitacnich vlnovych délek.

4.1.3.2.5. Trojdimenzionalni rekonstrukce obrazu
Informace o prostorovém rozlozeni tkdné¢ bylo ziskdno trojdimenzionalni (3D)

rekonstrukci obrazu (Capek et al., 2009). Pomoci softwaru Leica LCS byl ziskan 3D obraz
maximalnich intenzit. K vyjadfeni objemu proteinu byl pozit software Ellipse 3D (modul

Volume plug-in; ViDiTo, KoSice, Slovensko).

Computer Transmission
detector
punit N
J 1 No
F2 F1
Microscopic
: z&” :
Leica SP2 AOBS scanning head / / slide
Objective
Non-
descanned
p unit
5 1 1
AOBS/] IR-BS | Scanning F1 F2
mirrors

Ti:Saphire laser source,

Visible laser lines Chamsalaon Ulra

Obr. 4.1. Schéma experimentalniho rozlozeni zalozeného na konfokalnim skenovacim mikroskopu Leica SP2
AOBS, vybavené¢ho jedno- a dvoufotonovym laserem. PMT1, PMT2, a PMT3, jsou fotonasobice ve skenovaci
hlavé pro detekci jedno a dvoufotonové excitace v descanned modu, PMT4, fotonasobi¢ pro detekci signalu
SHG v nondescanned zadnim moédu; PMTS5, transmisni detektor pro detekci SHG signalu v nondescanned
zadnim moédu; F1, E700SP short pass hranovy filtr; F2, 430DF15 pasmovy filtr; IR-BS, infracerveny déli¢
paprsku.
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4.2 . Testovani in vivo

4.2.1. Zviieci model

V této studii bylo pouzito 16 miniaturnich prasat z Ustavu Zzivo¢isné fyziologie a
genetiky AVCR Libé&chov. Pége o zvifata probihala podle evropské a Geské legislativy pro
ochranu obratlovcl. Zvirata byla rozdélena do dvou skupin: 1écend skupina (Skupina I) a

kontrolni skupina (Skupina II), ob¢ po 8 zvitatech.

4.2.2. Izolace bunék z hyalinni chrupavky
Zakrok probihal v celkové anestesii. Zvifatim bylo nejprve podano intramuskularné

azaperonum (2 mg/kg) (Stresnil, JANSSEN Pharmaceuica N. V, Beerse, BE) a 1 mg atropinu
(Atropin Biotika, BB Pharma, SK). Celkova anestesie byla zapocata podanim ketaminu 20
mg/kg (Narketan 10, Vetoquinol, CZ) a vedena 1,5% isofluranem pfi konstantnim proudéni 2
I/min. Byla provedena lateralni artrotomie s medidlni luxaci pately. Z chrupavky femoralni
hlavice byly odebrany kousky chrupavky, které byly neprodlené uloZzeny do transportniho
média (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) PAA, AT), doplnéného o 40 pg/ml
gentamicinu (Lek Pharmaceuticals, SI). Léze byla Sita v anatomickych vrstvach. Kloubni
pouzdro, sval a podkoZi byli Sity vstfebavatelnym Sicim materidlem, klize nevstfebatelnym
Sicim materidlem. VSem zvifatim byla podana preventivni davka antibiotik (procaini
benzylpenicillinum 8000 j/kg hm.; Peni-Kel 300, a.u.v., KELA Laboratoria n.v., Hoogstraten,
BE) a analgetik (metamizolum 30 mg/kg hm.; Vetalgin inj., Intervet International B.V.,

Boxmeer, NL). Kozni stehy byly odstranény 12 dni po operaci.

4.2.3. Kultivace bunék
Odebrané kousky chrupavky byly rozvolnény v roztoku kolagenézy (0,36 j/ml;

Collagenase NB6, GMP Grade, Serva). Po 14 hodinové inkubaci byly chondrocyty (asi 1 X
10° bunék) centrifugovany 5 minut pfi 270 g, nasazeny do kultivac¢nich lahvi a kultivovany
V kultivaénim médiu IMDM obohaceném o 10% fetalniho bovinniho séra (Pharma Grade,
PAA), 100 nM dexametazon (Dexamed, Medochemie), 40ug/ml gentamicinu (Lek
Pharmaceuticals), 10 pg/ml insulinu (Actrapid 100 m.j./ml; Novo Nordisk) a 20 pg/ml
kyseliny askorbové (Acidum ascorbicum; Biotika) v CO; inkubatoru (5% CO,, 37°C, vysoka

52



vlhkost vzduchu). Bunécné kultury byly pasazovany pomoci Accutase (PAA) pied dosazenim

konfluence. Buiiky byly kultivovany po dobu 19 dni (~ 7 — 9 x 10° bungk).

4.2.4. Priprava implantdtu
Implantat byl pfipraven pii 4°C smichanim 66 pl kyseliny hyaluronové (10 mg/ml;

Hyalgan, Fidia), 132 ul bunééné suspenze, 0,32 ml roztoku fibrinogenu (70 — 110 mg/ml)
v aprotininu (3000 kj/ml) a 0,32 ml trombinu (4 j/ml) v roztoku CaCl, (40 pmol/ml)
(Tissucol® Kit, Baxter). Pro biomechanické testovani byl gel obohacen 99 ul kolagenu I
(Collagen type I from cal skin, acid soluble; Sigma Aldrich, USA), neutralizovanym KOH, ve
stejném poméru, jako Vv piedchozich in vivo studiich (Filova et al., 2008, Filova et al., 2007).
Prasek kolagenu byl rozpustén v 0,1 M kyselin€ octové a neutralizovan 1 M KOH. Tuhnuti

gelu probihalo pti 37°C.

4.2.5. Biomechanické testovini
Nosice byly biomechanicky testovany metodou plo$ného narazu vyvinutou v nasi

laboratoti (Varga et al., 2007). Tato metoda je urCena k dynamickému testovani
mechanickych vlastnosti. Rezistence chrupavc€ité hmoty monitorovand zmeény rychlosti
kyvadélka pfistroje detekovala rychly vzestup pusobici sily. Deformace vzorku byla
zaznamenana pomoci piezoelektrického akcelerometru (Bruel Kjaer 4375) a laserovym
dopplerovskym vibrometrem (Polytec OFV-302). Mé&feni byla provadéna pii konstantni
poc¢ateCni rychlosti kyvadélka v = 0,017 m/s. Youngiv modul byl stanoven z kiivky
zatézového diagramu. Pro méfeni biomechanickych vlastnosti byly pouZity vzorky ze 3
prasat, kterd nebyla zahrnuta do SLP studie. Tyto vzorky mély pocatecni hustotu bun¢k 8,5 —

9 x 10° chondrocyt/ 1 ml noside.

4.2.6. Implantace osazeného nosice
Vytvoteny kompozitni hydrogel obsahujici autologni chondrocyty byl implantovan do

pravého kolene osmi miniaturnich prasat. Anestezie, medikace a naslednd péce byla
provedena stejné, jako bylo popsdno vySe (Izolace bunék z hyalinni chrupavky). Byla
provedena laterdlni artrotomie pravého kolene a naslednd medidlni luxace pately.

V chrupavce na povrchu hlavice femuru byl vytvofen defekt okrouhlého tvaru, s primérem 6
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mm, ktery svou hloubkou sahal az k subchondralni kosti. Z hydrogelového nosice bylo
vyfiznuto kolecko o priméru 6 mm a upevnéno v defektu pomoci tkanového lepidla (Tissucol

®). Rana byla sesita po anatomickych vrstvach.

4.2.7. Chirurgicky zdkrok provedeny na kontrolnich zviiatech
Byla vytvofena kontrolni skupina 8 miniaturnich prasat. Témto zvifatim byl proveden

stejny zakrok jako léCené skuping, ovSem vytvoreny defekt byl ponechan prazdny. Uzavieni

rany a nasledna péce byla stejna jako u IéCené skupiny.

4.2.8. Zavérecné pozorovani
Zvitata byla usmrcena 24 tydnil po operaci. Hrudni a bfi$ni dutina byly otevieny a

makroskopicky vysetieny. Pravd kolena byla vyjmuta a femoralni kondyly, se zhojenymi

defekty, byly fixovany 4% pufrovanym formaldehydem pro histologické vySetieni.

4.2.9. Histologické vysetieni
Kosti byly dekalcifikovany pomoci etylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA).

Histologické fezy byly zpracovany béZnou parafinovou metodou a obarveny hematoxolinen a
eosinem (HE), kombinovanou technikou barveni alcidnovou modii (AM) pii pH 2,5
nasledovanou PAS-reakci, barveni podle van Giesona a Gomoriho. Dale bylo provedeno
imunohistochenické barveni kolagenu 11, k prokdzani tvorby diferencované chrupavcité tkane.
Byla pouzita primarni protilatka proti kolagenu 1l (klon 11-116B3, Developmental Studies
Hybridoma Bank, US), a nasledné¢ polyklonalni sekundarni protilatka (horseradish
peroxidase-labeled rabbit polyclonal anti-mouse antibody, Sigma Aldrich) a vizualizace
pomoci DAB (SIGMAFAST DAB tablets set).

4.2.10. Bodovaci systém vyhodnocovani histologické metody
Zhojeni osteochondralnich defektli v jednotlivych skupinach bylo zhodnoceno pomoci

bodovaciho systému s maximem 24 bodt. Tento systém byl modifikovan podle Susante a kol.

(van Susante et al., 1999). Analyza byla provedena dvéma nezavislymi osobami.
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4.3.Statistika

Vsechna méfeni byla opakovéna nejméné trikrat. Vysledky byly presentovany jako
hodnota + standardni odchylka. Vyslednd data byla statisticky vyhodnocena pomoci
jednocestné  ANOVA a studentskym Newman-Keulsovym testem. Hranice statistické

vyznamnosti byla zvolena 0,05.

5. Vysledky a diskuse

5.1. Netkané textilie na bazi PGA a PVA jako vhodné nosice pro rust
chondrocytii

5.1.1. Vysledky

5.1.1.1. Adheze chondrocytiit na PGA netkané textilni nosice
Adheze chondrocytid byla odvozena od MTT testu méfeného 24 hodin po nasazeni

bunék na nosi¢e (Obr. 5.1.1). Bunky adherovaly dobife na vSechny druhy nosic¢l. Nejlepsi
adheze (absorbance A = 0,41 + 0,06) byla pozorovana na samotném PGA a kontrolnim
kultiva¢nim plastu (A = 0,47 £+ 0,04). Pfitomnost PVA v nosici signifikantn¢ zhorSila adhezi
chondrocytt, vyjma PVA/PGA/PVA. Absorpce klesla na 0,37 + 0,02 u PVA/PGA/PVA au
PGA/PVA azna 0,32 + 0,02.
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Obr. 5.1.1. Buné¢na adheze 24 hodin po nasazeni na nosiée (p < 0,05).

Nejnizsi pocet adherovanych bun¢k byl zaznamenin na vzorku obsahujicim chitosan.
Absorbance zmétfend na tomto vzorku 24 hodin po nasazeni byla nejniz$i ze vSech

zkoumanych vzorkt (0,12 + 0,07).

Ptitomnost kyseliny hyaluronové ve smeési piekvapivé nezlepsila adhezi chondrocytu.
Absorbance byla na srovnatelnd s PGA/PVA (0,29 £+ 0,05). Toto zjiSténi bylo potvrzeno
fluorescenéni konfokalni mikroskopii, kde byly chondrocyty vizualizovany propidium

jodidem (Obr. 5.1.2.).

a
500 ym

Obr. 5.1.2. Fluorescenéni mikroskopie bunééné adheze na nosic¢ich PGA/PVA (a) a PGA/HA (b). Buné¢na jadra
jsou obarvena propidium jodidem.
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5.1.1.2.PVA zlepsilo proliferaci chondrocytit na PGA netkanych textiliich
I kdyz byla na vzorcich s PVA sledovdna hor$i adheze buné¢k, builkky nésledné

vykazovaly velkou proliferaci. MTT test méteny 7. a 14. den ukazal, ze nizsi adheze bunék na
vlakna nosie byla nasledovana jejich zvySenou proliferaci (Obr. 5.1.3.). Jiz 7. den po
nasazeni bun¢k na nosice, byla nejlepsi proliferace bun¢k sledovana na PVA/PGA (0,93 +
0,06), druha nejvyssi pak na PVA/PGA/PVA (0,78 + 0,23). Signifikantné nizs8i proliferace
bun¢k byla sledovana na nosi¢i obsahujicim pouze PGA (0,33 + 0,16) a prekvapivé také na
vzorku obsahujicim HA (0,3 £+ 0,03). Nejhorsi adheze byla zjisténa na vzorcich obsahujicich
chitosan. Ackoli jesté 7. den byla proliferace signifikantné nizs§i nez u PGA nebo PGA/HA,
14. den se vyrazné zlepsila (1,05 £ 0,14) a byla srovnatelnd s PVA/PGA/PVA. Ukazalo se

tedy, Ze na proliferaci chondrocytii mélo pozitivni vliv pfidani PVA a/nebo chitosanu do

nosice.
MTT test
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Obr. 5.1.3. Metabolicka aktivita bunék na nosi¢ich z netkanych textiliich na bazi PGA (p < 0,05)

5.1.1.3.Konfokalni mikroskopie naplavenych netkanych nosicit ze smési PGA
Pozitivni vliv pfitomnosti PVA v netkaném nosi¢i na proliferaci chondrocyti byl

sledovan pomoci MTT testu. Nicméné abychom tuto skute¢nost potvrdili, byla pouzita také
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vizualizace pomoci konfokalni mikroskopie. Jiz sedmy den od nasazeni bunck bylo patrné
jejich rozprostirani podél vlaken nosice. 14. a 21. den experimentu byla sledovana vyrazna

proliferace, zejména na nosi¢ich PGA/PVA/CH a PVA/PGA/PVA (Obr. 5.1.4.).

Obr. 5.1.4. Fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie zobrazujici proliferujici chondrocyty. Buitky byly obarveny
propidium jodidem, které se vaze na bunéfnou DNA. Viditelnd jsou také vlakna nosie pro svou
autofluorescenci. Nosi¢ PGA/PVA/CH 7. (a), 14. (b) a 21. den (c) po osazeni buitkami, PVA/PGA/PVA nosi¢ 7.
(d), 14. (e) a 21. den (f).

Produkce chrupavcité mezibunééné hmoty byla sledovana pomoci detekce kolagenu
IL, typického markeru hyalinni chrupavky. Pro vizualizaci kolagenu II byla pouZita metoda
nepiim¢é imunofluorescence a konfokalniho mikroskopu. Kolagen II byl produkovan
chondrocyty jiz tyden po nasazeni na nosi¢e PGA/PVA a jeho mnoZstvi se zvySovalo i 14.

den kultivace (Obr. 5.1.5.).
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Obr. 5.1.5. Fluorescenéni konfokalni mikroskopie zobrazujici produkci kolagenu II  pomoci
imunofluorescen¢niho barveni. PVA/PGA/PV A nosic¢ 7. (a) a 14. (b) den po nasazeni bunék.

5.1.1.4.PVA v nosicich stabilizovalo pH
Zména pH v inkubacnim roztoku byla testovana u vSech nosi¢i po dobu 42 dna (Obr.

5.1.6.). U vSech vzorkil byl sledovan pocatecni vyrazny pokles pH, ktery nastal ihned po
vlozeni do kultivaéniho roztoku. Vyvoj zmény pH ovSem dale probihal u riiznych vzorki
odlisné. Pfitomnost PVA v nosi¢ich vedla k velmi pozvolnému snizovani pH, zejména u
vzorku PGA/PVA/CH. Naproti tomu u vzorkt obsahujicich pouze PGA a u vzorka
obsahujicich PGA v kombinaci s HA, dochazelo ke zna¢nému poklesu pH béhem celého
experimentu. To znalilo vy$§i mnoZstvi kyselych rozpadovych produktli v inkuba¢nim

roztoku.
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Obr. 5.1.6. Mé&feni zmén pH kultiva¢niho roztoku, vyvolanym rozpadovymi produkty nosi¢d na bazi PGA,
béhem 42 dnti kultivace.

5.1.1.5.8macivost nosicit ovliviiovala jejich degradaci
Pomalejsi degradace kompozitnich nosi¢ii obsahujicich PVA byla spojena také s dalsi

dilezitou vlastnosti, a to schopnosti vazat v sobé vodu. Pfitomnost PVA ve smési netkané
textilie vedla k n¢kolikanasobnému zvySeni absorpce vody (Tabulka 5.1.1.). Nejvétsi
smacivost byla zaznamenana u vzorku PVA/PGA, 3krat vyssi neZ u PGA nosice. Naproti
tomu u nosicu obsahujicich HA bylo mnozstvi tekutiny 2krat niz$i nez u vzorku PGA. Vzorky
s vetsi schopnosti vazat v sobé vodu vykazovaly jednozna¢né i nizs$i pokles pH. Navic,
schopnost vazat v sobé vodu neméla souvislost pouze se zménami pH, ale 1 s bunécnou
proliferaci, ktera byla lepsi u vice smacivych vzorki. Naopak u vzorku PGA/HA,

vykazujicitho malou schopnost vazby vody, byla zaznamenéana nejhorsi bunécna proliferace.

Tabulka 5.1.1. Smacivost nosi¢t z netkanych textilii (hodnota + smérodatna odchylka)

Nosic¢ Hmotnost v suchém Hmotnost v mokrém Absorpce vody [%]
stavu [mg] stavu [mg]

PGA 42+09 95+1,6 141 £ 46

PVA/PGA 44+0,2 22,5+1,2 416 £ 26

PVA/PGA/PVA 45+0,3 55+0,6 23+ 10

PGA/HA 3,9+0,5 6,7+0,8 73+13

PGA/PVA/CH 53+0,3 18,3 +2,3 242 +£22
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5.1.2. Diskuse

5.1.2.1.Chondrocyty dobie adherovaly, ale pouze slabé proliferovaly na nosic¢i PGA
Kyselina polyglykolova, pouzivana ve zdravotnictvi jako vstfebatelny Sici material, je

Casto pouzivana v aplikacich tkanového inzenyrstvi (Freed et al., 1994b, Rokkanen et al.,
2000, Schaefer et al., 2000, Lee and Shin, 2007). PGA byla pouzita v tkanovém inzenyrstvi a
regenerativni mediciné v mnoha formach, ale pouze nckolik malo studii se zabyvé timto
materialem ve formé netkané textilie pro rist chondrocytti (Freed et al., 1994b, Schaefer et al.,
2000). Stejn¢ jako v ostatnich studiich se PGA ukazalo jako vhodny material pro adhezi
chondrocytl. Pravé obsah PGA v nosi¢i se piekvapivé ukazal jako klicovy pro dobrou
bunécnou adhezi na netkanych nosic¢ich. Kyselina hyaluronova ani PVA v Zadném z nosict
nevedlo ke zlepseni adheze. Bylo tedy potvrzeno, Zze PGA, at’ uz samotna, nebo v kombinaci
S jinym materidlem, je vhodny polymer pro adhezi chondrocyti. Zaroven vsak doslo
k negativnimu ovlivnéni dalsi proliferace chondrocytii pfitomnosti rozpadovych kyselych
produktti. Pti degradaci se PGA rozpada na kyselinu glykolovou, ktera je dale transformovéana
v citratovém cyklu na koneéné produkty, oxid uhli¢ity a vodu (Athanasiou et al., 1996,
Agrawal and Athanasiou, 1997).

ZvySena koncentrace kyselych vedlejSich produkti mutze byt in vitro upravena
kontrolou pH, nebo vyménou kultivacniho média. Tato metoda vSak nemtize byt pouzita u
kompozitnich nosi¢l, kde je kyselina polyglykolova uzaviena v gelu, nebo jiném materialu.
Avsak pravé tyto kompozitni nosice se stdvaji velmi populdrnimi pro mozné nastaveni a
upravu vlastnosti, které zlepSuji bunécnou adhezi a proliferaci. LepSi porozuméni

degrada¢nimu procesu PGA a jeho moZzna regulace je tedy velmi dilezita.

5.1.2.2.PVAVV nosici zlepSuje proliferaci chondrocytii
Ackoli kompozitni nosi¢e na bazi PGA netkané textilie nevykazovaly zlepSeni

bunécné adheze, jejich aplikace v tkanovém inZenyrstvi se zdd byt velmi slibnd. Vhodné
pfidany material mize vylepSit biomechanické vlastnosti nosice, které jsou pii vyvoji nosict

pro tkanové inzenyrstvi chrupavky zdsadni. Navic mohou pifidané materidly upravit cas
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biodegradace. V této studii byl prokazan pozitivni vliv PVA v PGA netkané textilii na
proliferaci chondrocyt. Pocatecni niz§i bunéénd adheze byla piekonana jiz béhem prvniho
tydne kultivace. Zvysena proliferace byla spojena s lepsi stabilitou pH inkuba¢niho média. To
bylo zplisobeno mensim mnozstvim kyselych rozpadovych produktii v nosici, coz zabezpecilo
lep$i podminky pro rast chondrocyti. Piestoze piidavek chitosanu do nosice PGA/PVA
nezménilo signifikantné pozitivni vliv PVA na bunécnou proliferaci, mohou tyto ptisady
upravit biomechaniku a biodegradabilitu kompozitniho nosi¢e. Vliv pfisad se da vSak
pomérné t€zko odhadnout, jak se ukazalo u vzorku s kyselinou hyaluronovou. Pravé ta je
jednou zklicovych slozek mezibunééné hmoty hyalinni chrupavky. Spravné slozeni

kompozitniho nosi¢e a metodika jeho piipravy zistava predmétem dal§iho zkoumani.

Ptiprava kompozitnich nosi¢li je dalezitym aspektem a vyrazné ovliviiuje vyuziti
nosice. Shledali jsme, ze ptidani PVA zna¢né zvysila schopnost vazat v sobé vodu. To je
jeden z kli¢ovych bodu pro vysvétleni zlepSené proliferace chondrocyttl, nebot’ vétsi mnozstvi
tekutiny v nosiéi zajistuje lepsi zasobovani buné€k Zivinami a rychlejsi odvod rozpadovych
produktt. Struktura nosice by méla mit pevné vazby mezi vldkny a meéla by byt
charakterizovana hydrofilnim prostfedim s velkymi péry, které umozni penetraci tekutin a
rast bun€k. Zpevnéni nosice mize byt dosaZzeno chemickou nebo fyzikalni cestou. Fyzikalni
propojeni vlaken pomoci vpichovani se neukéizalo jako ucinné. Naopak se jako uc€inna

ukézala metoda chemicka — pojeni PGA vlaken pomoci PVA.

5.1.2.3.Chitosan v PGA nosic¢ich napomdha proliferaci chondrocytii
Vedle PVA byl vnasi studii sledovan vliv na buné¢nou adhezi a proliferaci jesté

dalSich slozek, a to kyseliny hyaluronové a chitosanu. HA je biokompatibilni a
biodegradovatelny polysacharid, ktery je hojné zastoupen v synovidlni tekutiné a
mezibunééné hmoté a hraje dllezitou holi v hydrataci tkani. Pro své fyzikdlnéchemickeé
vlastnosti je hojné vyuzivan v mediciné a tkanovém inzenyrstvi (Hahn et al., 2007). Bylo
popsano, ze HA zlepsuje in vitro schopnost adheze a proliferace lidskych chondrocytt (Patti
et al., 2001). Proti ocekavani vsak HA, pouzita jako pojivo pro PGA vlakna v netkaném
textilnim nosici, selhala. Nejen, Ze HA v nosic¢i nezlepsila v zd&dném ohledu riist chondrocyta
na nosici, nezvysila vSak ani schopnost textilie zadrzovat vodu. Tyto vysledky ukazuji, ze
vice neZ hydrofilicita povrchu netkané textilie, ma na proliferaci bunék vliv velikost pori

nosice.
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Pouziti chitosanu jako slozky kompozitniho nosice na bazi PGA vykazovalo rtizné
vlastnosti. Chitosan je ¢astecn¢ deacetylovana forma chitinu, ktery je v ptirod¢ velmi rozsifen.
Jedna se o biokompatibilni a biodegradovatelny polymer, ktery ma nékteré zajimavée
biologické ucinky, jako antitrombogenni nebo homeostatické, zlepSuje imunitu a hojeni ran
(Jia et al., 2007). Chitosan byl jako zajimavy material pouZit jako slozka testovanych nosici.
Zatimco na adhezi chondrocyti nem¢l chitosan zadny pozitivni vliv, jeho pfitomnost v nosici
vyrazn¢ zvysila buné¢nou proliferaci jiz v prvnim tydnu kultivace, zejména pak v druhém
kultivacnim tydnu. Chitosan se vedle PVA ukazal jako vhodna slozka pro pfipravu nosicti na
bazi netkané textilie z PGA vlaken pro tkanové inZenyrstvi chrupavky. Mé&l by vSak byt bran

zietel na to, Ze vlastnosti chitosanu jsou velice zavislé na jeho zdroji a Cistoté.

5.2. Jednoduchy systém Fizeného dodavani latek na mikrovlakenném
nosici pro tkanové inZenyrstvi chrupavky

5.2.1. Vysledky

5.2.1.1.Pfiprava a charakterizace mikrovlakenného nosice z PHEMA
Vldkna z PHEMA byla uspé$né pfipravena, ale byla nestabilni ve vodném prostredi, a

to diky vysoké hydrofilnosti. Pro sniZeni nestability byla PHEMA vrstva sitovana kyselinou
fosforec¢nou. Jako optimdlni mnoZstvi pro vytvofreni PHEMA vlaken stabilnich ve vodé se
ukdzalo 5 hmot% (vzoreck PHEMAI1) a 10 hmot% kyseliny fosfore¢né (PHEMA2).
Mikrovldkna byla testovana vafenim 30 min ve vod&. Pfipraveny vzorek PHEMAI mél
pramér vldken 2,1 + 0,6 um, tloustka vldken u vrstvy PHEMA?2 byla vétsi, 3,6 + 1,3 pm
(Obr. 5.2.1.).
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Obr. 5.2.1. SEM vizualizace mikrovlaken pfipravenych elektrostatickym zvlakiiovanim z PHEMA, sitovanych 5
hmot% kyseliny fosfore¢né — PHEMAL (a), a 10 hmot% kyseliny fosfore¢né - PHEMAZ (b). Vzorek PHEMA2
byl stabilni i po 30 min varu (30 min varu ve vod¢ a ususeno) (c).

5.2.1.2.Interakce mikrovidken s liposomy
Vyvoj funkcionalizovanych mikro- a nanovldken a porozuméni jejich biologickému

ucinku je nezbytné pro jejich pouziti v tkdnovém inZenyrstvi. V naSi studii byla pouZita
mikrovlakna z PHEMA jako model pro funkcionalizaci pomoci liposomt. Ta byla navozena
inkubaci vlédken s liposomy. Velky povrch a vhodny povrchovy ndboj mikrovldken vedl
k imobilizaci liposomu pfipravenych ze smési fosfolipidi (FITC-PC:PL v poméru 1:1000),
coz bylo prokazano konfokalni mikroskopii (Obr. 5.2.2.). Liposomy pevné pfilnuly k povrchu

vléken, coz prokazala jejich pfitomnost i po intenzivnim omyvani.

(a) (b)

Obr. 5.2.2. Adheze liposomi na PHEMA mikrovlakna. Fluorescenéné znaéené liposomy (fluorescein DHPE),
adherované k povrchu mikrovlakenné vrstvy, byly vizualizovany pomoci konfokalni mikroskopie (b). Jako
kontrola byla pouzita mikrovlakna bez adherovanych liposomi (a).
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Adheze liposom1l byla métena také kvantitativné pomoci fluorescencni méteni DPX +
ANTS systému. Zméfend fluorescence ANTS (I = 519 £ 29 a.u., po odecteni pozadi)
prokazala pritomnost velkého mnozstvi liposoml na mikrovldknech. Adheze liposomi byla
pevna i po omyvani vzorkl pfes noc, kdy byla zméfena intenzita fluorescence 140 + 38 a.u.
To znamend, ze okolo 27 % liposomt zlstalo na povrchu mikrovlédken i po jejich omyvani
pfes noc.

Vizualizace spojeni liposomii s povrchem mikrovldken byla provedena pomoci
kryoelektronové mikroskopie (Obr. 5.2.3.). Jak je jasn& zfejmé, liposomy pevné pfilnuly

k povrchu vlaken a penetrovaly hluboko do mikrovlakenné vrstvy.

SEI 3.0kV X12,000 WD 8.3mm Tum

Obr. 5.2.3. Detailni zobrazeni adheze liposomti na PHEMA mikrovlakna. FESEM mikrovlaken s adherovanymi
liposomy (a,c) a nemodifikovanych mikrovlaken (b).

Nabojova interakce mezi polymerem a liposomy byla potvrzena méfenim uvoliiovani
nabitych a nenabitych liposomi z PHEMA vldken. PHEMA je nukleofilni diky
hydroxylovym a karbonylovym skupinam v jeho fetézcich. Ukéazalo se, ze negativné nabité
liposomy (PS) byly charakterizovany krat§im polo¢asem uvoliiovani nez nenabité liposomy
(PC) (Obr. 5.2.4.). Rychlejsi uvoliovani zaporné nabitych liposoml mize byt vysvétleno
repulsi mezi ¢astecné zaporné nabitymi funkénimi skupinami PHEMA a PS. Tyto vysledky
ukazuji, ze interakce mezi mikrovldkny a liposomy je ¢asteCné zalozena na elektrostatickych

interakcich.
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Obr. 5.2.4. Povrchovy naboj PHEMA mikrovlaken ovlivnil uvoliiovani ANTP z negativné nabitych (PS) a
nenabitych (PC) liposomt.

5.2.1.3.Adheze a proliferace chondrocytit na PHEMA mikrovildkenny nosi¢ a tvorba
chrupavcité tkané
PHEMA mikrovldkenny nosi¢ se jevi jako zajimavy material pro pouziti v tkaiovém

inZenyrstvi. AvSak pouze struktura nosice jako takova neni dostatecna pro tvorbu nové tkané.
Vedle vhodného priméru vldken musi materidl vykazovat také biokompatibilitu vi¢i bunikam.
Z tohoto divodu byl nejprve otestovan pro adhezi chondrocyti samotny nosi¢ z PHEMA (bez
funkcionalizace). Builkky byly fluorescenéné obarveny a sledovany konfokéalnim
mikroskopem. Bunécna adheze byla odectena z plochy adherovanych bunék. Chondrocyty
adherovaly k obéma PHEMA nosi¢um (Tabulka 5.2.1.).

Tabulka 5.2.1. Bunéén4 adheze na PHEMA noside

Nosi¢ Plochy bunék (um?)
PHEMAL 257+ 19

PHEMA2 254 +25

PHEMA 1/PBS 203 + 63*

PHEMA 1/FBS 269 + 78

Plochy bunék na mikrovldkennych nosi¢ich PHEMA1 a PHEMA?2 (kultivovano v médiu s FBS), a na nosicich
s adherovanymi liposomy (PHEMAI1/PBS a PHEMA/FBS, kultivovano v bezsérovém médiu) 24 hodin po
nasazeni. Plochy bun¢k byly odecteny z obrazkl konfokalni mikroskopie pomoci softwaru Ellipse (hodnota +
smérodatna odchylka; p < 0,05).
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Metabolicka aktivita a proliferace bunék byla méfena pomoci MTT testu. Oba
mikrovlakenné nosi¢e ptipraven¢ zPHEMA prokazali dobrou biokompatibilitu
k chondrocytim. Pomoci MTT testu byla zjisténa dobra proliferace 3 a 7 dni po nasazeni
bun¢k na nosi¢e (Obr. 5.2.5.). 3. den nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi PHEMA
nosici (absorbance A = 0,51 a 0,42) a kontrolnim kultivacnim plastikem (A = 0,50). 7 dni po
nasazeni bunék na nosice pak byla nejvétsi absorbance namétena na nosici PHEMA2 (A =
0,77), nicmén¢ nebyl zaznamenan rozdil v signifikanci mezi jednotlivymi vzorky (kultivacni

plastik: A =0,71; PHEMAL: A = 0,66).

MTT test
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o 0 o092 o oo o0
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Obr. 5.2.5. Adheze chondrocytl a biokompatibilita PHEMA mikrovlakennych nosi¢u byla zjisténa pomoci MTT
testu.

Proliferace a distribuce bunék na nosi¢ich byla vizualizovana pomoci barveni
propidium jodidem a konfokalnim mikroskopem. 7 dni po nasazeni buné€k na nosice byly
buiiky soustfedény do oddé€lenych ostriivkii. Hustota bun¢k vyrazné stoupla po 14 dnech
kultivace, kdy byla primérné hustota bunék na PHEMA 1 naméfena 2,2 x 10° bunék/cm? a na
PHEMA? 1,8 x 10° bunék/cm’.

Tvorba chrupav¢ité tkané na nosi¢ich byla hodnocena podle pfitomnosti proteini
charakteristickych pro jeji mezibunéénou hmotu. Specifickym proteinem pro hyalinni
chrupavku je kolagen II. Pro jeho detekci byla pouzita imunofluorescenéni metoda pomoci

fluorescencné znaené protilatky. Z obrazkl ziskanych z konfokalniho mikroskopu byla
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odectena relativni plocha pokryta kolagenem II. Po 14 dnech kultivace pokryval kolagen I1 47
% povrchu PHEMA nosic¢u (Tabulka 5.2.2.).

Tabulka 5.2.2. Exprese kolagenu I na PHEMA nosi¢ich po 14 denni kultivaci

Nosic Mnozstvi kolagenu I1 (%)
PHEMA1 47+0,9
PHEMA2 47 £3,6

Plocha kolagenu II vyprodukovaného na mikrovldkennych nosicich, 14 dni po nasazeni chondrocytti (hodnota +
smérodatna odchylka). Plochy byly uréeny z obrazk ziskanych z konfokalni mikroskopie, pomoci softwaru
Ellipse.

5.2.1.4.In vitro testovani PHEMA 1 nosic¢e obohaceného liposomy
Vyvinuty nosi€ s liposomy byl testovan jako mozny systém fizeného dodavani 1éCiv.

Do liposoml navazanych na vldkna nosice byly uzavieny stimulacni faktory, pozitivné
ovlivilujici bunécnou adhezi a proliferaci. Jako modelova latka bylo pouZito FBS, které
obsahuje celou tadu latek se stimula¢nimi efekty na buiiky. Buné¢na adheze byla posuzovéana
podle plochy rozprostieni bunék, odectenych z fluorescencniho barveni 24 hodin po nasazeni
bunék na nosi¢. Nejlepsi bunééna adheze byla sledovana na nosi¢i PHEMA1/FBS (269 pm?),
coz byla hodnota signifikantné vyssi nezZ na kontrolnim nosi¢i PHEMA1/PBS (203 umz) a
dokonce nez na nosi¢i PHEMA1 kultivovaném v médiu obohaceném FBS (257 um?)(Tabulka
5.2.1.). Béhem této casti experimentu nebylo vyménovano kultivaéni médium, abychom
predesli odmyvani stimulacnich faktord. Z tohoto diivodu byla provedena MTT analyza pouze
1. a 3. den kultivace. Vysledky dobie korelovaly s bunécnou adhezi. Vyrazné vyssi bunécna
proliferace byla naméfena na PHEMAI1/FBS (A = 0,15), nez na PHEMA1/PBS (A = 0,05)
(Obr. 5.2.6.).

68



0,186 4

0.14 4

012 4

@Day 1

mDay 2

0.08 4

Absorbance la.u./

0.06 4

0.04

0.02 4

FPHEMANFEBES FPHEMATNFES

Obr. 5.2.6. Adheze chondrocytl a biokompatibilita PHEMA mikrovlakennych nosi¢ti funkcionalizovanych
liposomy byla zjisténa pomoci MTT testu.

ZlepSend bunécna proliferace byla potvrzena také metodou pocitdni zivych bunck
(Tabulka 5.2.3.). Navic byla zaznamenana vétsi plocha kolagenu II na PHEMAI1/FBS (8,2
%), nezu PHEMA1/PBS (1,7 %) (Tabulka 5.2.4.).

Tabulka 5.2.3. Viabilita bunék na PHEMA mikrovlakennych nosi¢ich obohacenych liposomy

Nosi¢ Priimérna hustota bunék, Primeérna hustota bunék,
1. den (buiiky/cm?) 3. den (buiiky/cm?)

PHEMA 1/PBS 2,5+0,9 x 10° 2,1£0,7 x 10°

PHEMA 1/FBS 44+1,6 x 10% 52+33x10%

Hustota bun¢k na mikrovlakennych nosicich byla odectena z barveni zivych/mrtvych bunék, vizualizovaného
pomoci konfokalni mikroskopie (hodnota + smérodatna odchylka; p < 0,05).

Tabulka 5.2.4. Exprese kolagenu II na nosi¢ich s adherovanymi liposomy

Nosic¢ Mnozstvi kolagenu II
PHEMA 1/PBS 1,7+0,7
PHEMA 2/FBS 8,2+25%

Plocha kolagenu II vyprodukovaného na PHEMA1 nosi¢ich s adherovanymi liposomy 3 dny po nasazeni
chondrocytt (hodnota + smérodatna odchylka; p < 0,05). Plochy byly urceny z obrazkt ziskanych z konfokalni
mikroskopie, pomoci softwaru Ellipse.
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5.2.2. Diskuse

5.2.2.1.Priprava viaken PHEMA elektrostatickym zvlakriovanim
Syntetické polymery jsou uspésné pouzivany v tkanovém inzenyrstvi (Lannutti et al.,

2007). V této studii byla uspé$né piipravena mikro- a nanovlakna z PHEMA. To bylo
predpokladano na zaklad¢ piedchozich studii (Horak et al., 2008). Bylo ovSem tieba odstranit
problém s nestabilitou ve vodném roztoku, coz bylo docileno nebulizaci kyselinou
fosfore¢nou. Nizsi koncentrace kyseliny fosfore¢né (5 %) vedla k vytvoreni vldken s menSim
polomérem. Nebulizace sehrala diilezitou roli pii tvorbé struktury mikrovléken a klicovou roli
pii tvorbé pevného nosice. Delsi nebulizace vedla k vétsi koncentraci sitovadla a tim veEtsi

stabilité¢ ve vod¢, coz umoznuje jejich vyuziti v tkdnovém inzenyrstvi.

5.2.2.2.Imobilizované liposomy na mikrovlaknech jako moZnost fizeného dodavani léciv
Bylo prokazano, ze PHEMA mikrovlakna jsou vhodny nosi¢ pro adhezi a proliferaci

chondrocytl. Navic se ukédzalo, Z2¢ PHEMA je vhodny material pro adhezi liposomi a tim
muze slouzit jako nosi¢ pro fizené dodavani 1é¢iv. Mikro- a nanovlakna jsou charakteristické
velkym specifickym povrchem, coZ umoznuje velkou adhezi. Bylo prokazano, Ze vazba
liposomli na vlakna je ovlivnéna ndbojovymi interakcemi. Zaporn€ nabité liposomy se
z PHEMA mikrovladken uvolnovaly rychleji. Nabojové interakce mezi liposomy a vldkny je

tfeba nadale studovat.

Liposomy a imunizované liposomy jsou Casto vyuzivany jako nosi¢e pro lécCiva,
proteiny, peptidy, plasmatickou DNA, oligonukleotidy nebo ribosomy pro farmaceuticke,
kosmetické a biochemické ucely (Ulrich, 2002, Bonanomi et al., 1987). Jejich membrana je
tvofena fosfolipidovou dvojvrstvou, kterd je nepropustnd pro ionty a velké bipolarni
molekuly, jako jsou sacharidy a proteiny. To umoznuje uzaviit do nich latky rozpustné ve
vod¢ a ochranit je pred vnéjSim prostfedim. Tyto vlastnosti délaji z liposomti vhodny
prostfedek pro transport mnoha biologicky aktivnich latek (Matteucci and Thrall, 2000).
Nicméné liposomy maji i slabiny, mezi néZ patii napiiklad cilené doruceni. Pfichyceni

liposomil na nanovldkna mtize rozsifit jejich uziti v fizeném dodavani 1€civ.

Imobilizace liposomt v blizkosti chondrocytli umoziiuje uvolnéni v nich obsaZenych

latek v okoli bun¢k. To bylo potvrzeno v naSem pokusu, kdy bylo jako stimulacni latky
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pouzito FBS. Liposomy piichycené¢ k povrchu mikrovldkenného nosi¢e spolecné
s chondrocyty, ovlivnily chovani bunék. Postupné uvoliovani séra do okoli bun¢k ovlivnilo
pozitivné bunécnou proliferaci (Tabulka 5.2.3., Obr. 5.2.6). Tento systém se ukazal jako

slibny pro fizené uvoliiovani 1é¢iv v tkanovém inzenyrstvi.

5.2.2.3.Vyuziti PHEMA mikrovlaken pro ucely tkariového inZenyrstvi
Nosice pro tkanové inzenyrstvi by mély v idealnim ptipad¢é napodobovat nativni tkan.

Z tohoto diivodu jsou vlakenné nosice s primeérem vldken podobnym mezibunééné hmoté
slibnym materidlem pro regenerativni medicinu. Nanovldkenné kompozitni nosic¢e pfipravené
elektrostatickym zvldknovanim PLGA, chitosanu a PVA byly pouzity pro rekonstrukci kiize
(Duan et al., 2006). Kompozitni membrana z PVA a chitosanu napodobila strukturu
mezibunééné hmoty a mize byt pouzita jako 3D nosi¢ v tkafiovém inzenyrstvi (Duan et al.,
2007). Mezi dalsi slibné syntetické materialy pro tvorbu nanovlaken jsou polyvinylalkohol
(Yang et al., 2008), kyselina polymlé¢na (Liang et al., 2007), polykaprolakton (Schnell et al.,
2007), polyetylenglykol (Rhee et al., 1997), polyakrylamid (Savina et al., 2006),
polyfosfazeny (Carampin et al., 2007) a polyuretany (Zhang et al., 2007a). Vsechny tyto

materialy lze pouzit pro riist chondrocytt a jiné aplikace tkanového inzenyrstvi.

Jak vyplyva z naSich vysledk, velika plocha a vysoka adheze jsou dillezitymi vlastnosti
vlaken ptipravenych elektrostatickym zvlaknovanim. Pfichyceni liposomll na tato vlakna
spolecné s buitkami mize lokéalné posilit efekt stimulacni latky, jako je zlepSena adheze a
proliferace. Vyvoj a pfiprava systému vldkenné vrstvy s liposomy miiZze vést k vyvoji nové
aplikace v tkanovém inzenyrstvi. Pfes naSe pozitivni vysledky in vitro, je tfeba dalsich studii,
aby byla 1épe objasnéna interakce tohoto systému s zivou tkani. Z tohoto divodu planujeme

dalsi experimenty in vivo.

5.3. Pouziti nelinearni mikroskopie pro analyzu a 3D vizualizaci
kolagenu v nosicich osazenych chondrocyty

5.3.1. Vysledky
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SHG bylo pouzito jako metoda pro detekci kolagenu Il v mezibunééné hmoté. Jako
model pro testovani detekce kolagenu v tkanovém inzenyrstvi, byly pouzity zelatinové a PCL
pény osazené chondrocyty. Hustota bunék na 5% Zelatinové péné byla 1,4 x 10* bungk /mm®
a na PCL pén¢ 5,5 x 10* bun&k /mm?°. Chondrocyty dobte pfilnuly k povrchu jak PCL (Obr.
5.3.1.), tak Zelatinové pény (Obr.5.3.2.). Podle ocekavani buiikky nosi¢ dobie porostly a
vristaly hluboko do jeho tloustky (az 80 pm po 5 dnech). Bunky byly shroméazdény do

velkych ostravkil, nebo tvofily souvislou vrstvu.

Proliferace chondrocytii byla spojena s produkei proteini mezibunééné hmoty. Jako
typicky protein chrupavky byl vizualizovan kolagen II a to nejprve konfokalni laserovou
skenovaci mikroskopii (CLSM). Byla pouzita fluorescenéné znacena protilatka proti kolagenu
II. Zatimco na zelatinovém nosici byla zaznamenana pouze ojedinéla pritomnost kolagenu II,
velké mnozstvi bylo shledano na péné PCL (Obr. 5.3.1.). Bylo provedeno stereologické
méteni objemu kolagenu v péti 100 um tlustych vzorcich z PCL pény. Méfeni odhalilo 5,6 £
1,8 % (7,49 x 10° pm®) a 2,6 + 2,3 % (3,43 x 10° pm®) kolagenu v nosiéi (140,57 x 10° um°)

pfi pouziti nondescanned a descanned modu.
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Obr. 5.3.1. Detekce kolagenu na PCL pé€novém nosi¢i. Projekce maximalnich intenzit z 30 pm hloubky nosice
(a), objektiv 20 %, zoom 2 X, méfitko 100 pum. Jednd se o prekryv signalu buné¢nych jader obarvenych
propidium jodidem (Cerveny signal), detekovaného TPE v descanned modu (b), prokolagenu obarveného Cy3
(zeleny signal), detekovaného TPE a kolagenu detekovaného SHG v zadnim nondescanned modu
(purpurova)(d). Vybér na obrazku (a) znazoriuje detailné 3D rekonstrukci rozlozeni kolagenu v ¢asti nosice o
velikosti 36 x 36 x 19 um (e).
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Obr. 5.3.2. Zelatinovy nosi¢ zobrazeny pomoci SHG v piednim a zadnim moédu. Na obrazku (a) jsou pomoci
TPE zobrazena bunécné jadra obarvena propidium jodidem (Cerveny signal), autofluorescence nosice (zeleny
signal) a SHG signal v zadnim modu (purpurova). Vybér na obrazku (a) je v detailu zobrazen na Ctyfech
optickych sekcich, 10 um kazda: (b1) SHG signal v zadnim médu (purpurova), (c1) SHG signal v pfednim modu
(modrozelend). 3D znazornéni vybéru z obrazku (a) vykazuje siln€jsi SHG signal detekovany v zadnim mddu
(b2) v porovnani se signalem v pfednim médu (c2). Rozméry vyseku jsou 60 x 60 x 70 um, objektiv 20 x.

Vysledky z tradicni konfokalni mikroskopie byly porovnany s obrazky ziskanymi
pomoci SHG v pifednim a zadnim nondescanned moédu. U obou nosict byl SHG signal dobie
viditelny (Obr. 5.3.1 a 5.3.2.) a dobte korespondoval s detekci imunofluorescen¢niho barveni
kolagenu II. Autofluorescence byla pouzita pro zviditelnéni struktury pénovych nosicu.

Nejsilnéjsi signal kolagenu II byl detekovan v okoli velkych shluki bunék.

Fluorescencni signél kolagenu II byl ziskan pomoci CLSM (Obr. 5.3.3.). Intenzivni
signdl SHG byl detekovan jak v mezibunééné hmoté chrupavky, tak v okoli bunék, kde byl
pfitomen noveé syntetizovany kolagen. Vedle kolagenu byly rovnéz vizualizovany

chondrocyty a nosice, a to sou¢asnym snimanim SHG a TPEM.
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Obr. 5.3.3. Kolagen v nativni prase¢i chrupavce. SHG signal kolagenu byl znaéné silngjsi v zadnim modu (a),
nez vpfednim (b). Imunohistochemické barveni kolagenu Il, pomoci Cy3 fluorescenéni sondy, bylo
vizualizovano pomoci CLSM (lexc = 514 nm, iem = 555 to 600 nm) (c). Projekce maximalnich intenzit,
objektiv 20 x, méfitko 50 pm.

Bylo méfeno mnozstvi vizualizovaného kolagenu produkovaného buitkami
(porovnanim signalu z pfedniho a zadniho modu SHG). Pro rozeznani oblasti se silnym
signalem SHG bylo pouzito prahovani ve stupnich Sedi na ziskanych 3D obrazcich. Objem
téchto oblasti byl vypocitan z poctu voxell. Pii pouziti prahu 30 (Skéala 0 — 225 stupiiti Sedi),
byl vypocitan objem kolagenu detekovany v pfednim mddu na 5,36 x 10° um3 a v zadnim na
1,54 x 10° um?’. Objem celého snimaného vzorku byl 140,57 x 10° um?’. To naznacuje vetsi

citlivost detekce kolagenu v zadnim moédu v porovnani s médem piednim.

5.3.2. Diskuse

Multifotonova mikroskopie je vyvijejici se technika s vysokou rozliSovaci schopnosti,
ktera byla Gispé$né pouzita v riznych odvétvich biomediciny (Denk et al., 1990, Diaspro et al.,
2005). Nelinearni mikroskopie muze produkovat dva druhy signali, fluorescence a SHG.
Zatimco dvoufotonova excitace (Two photon excitation — TPE) je metoda platna pro
monitorovani dynamického chovani chemickych slozek tkéni, SHG je nova metoda pro
zjisténi jejich prostorové distribuce (Imanishi et al., 2007). Pii TPE je fluorescen¢ni molekula
excitovana soucasné dvéma fotony, jejichz celkova energie vede k piechodu molekuly do
excitovaného stavu, zatimco SHG je koherentni nelinedrni proces, ktery vznika pfi extrémné
intenzivnim osviceni centralné symetrickych molekul, jako je kolagen, myosin a mikrotubuly

(Campagnola et al., 2002). Aby bylo mozno dosahnout takové koncentrace fotont, je ticba
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koncentrace laseru do kratkych pulst (kolem 200 fs) s frekvenci kolem 80 MHz. VInova
délka emitovaného svétla odpovida piesné polovici excitaéni vinové délky. Intenzita emise
odpovida ctverci energie excitacni v ohnisku (Palero, 2007). Mezi vyhody SHG patii vysoka
citlivost a rozliSeni a nevysvécovani vzorku, absence autofluorescence a nedestruktivni

zviditelnéni nativni tkané.

SHG bylo pouzito pro studium rGznych tkani obsahujicich kolagen, jako je kuze,
Slacha, sval, chrupavka, fascie nebo endometrium (Légaré et al., 2007, Williams et al., 2005,
Bianchini and Diaspro, 2008, Chernyavskiy et al., 2009, Cox et al., 2003, Brockbank et al.,
2008). Také byly sledovany strukturalni zmény kolagenu v chrupavce zamrazené pro

uchovani (Brockbank et al., 2008).

V nasi studii byl sledovan signal SHG z mezibunécné hmoty chrupavky (Obr. 5.3.3.3,
b). Tento signal byl homogenni, coz bylo ve shodé¢ s imunohistochemickym obarvenim
kolagenu 11 (Obr. 5.3.3.c). Byla hledana optimalni technika pro detekci kolagenu pomoci
SHG. Byly sledovany signaly z descanned a nondescanned moédu, tyto signaly se liSily. Jak se
ukazalo v pracich Bianchiniho a Diaspra (Bianchini and Diaspro, 2008) a Coxe a kol. (Cox et
al., 2003), signal SHG ve pfednim mdodu nemutize projit vzorkem tlust§im nez 500 um. Vyuziti
zadniho modu SHG u tlustSich vzorku je tedy vyhodnéjsi. To je v souladu s vysledky nasi
studie, kde byly pouzity vzorky s tloustkou 100 a 300 um.

Data ziskana z obou moda ukazala nehomogenni distribuci kolagenu ve 3D a byla ve
shod¢ s imunohistochemickym barvenim kolagenu II. Jiz paty den kultivace bunék na
nosicich byl pfitomen kolagen a to zejména v okoli bunék. To bylo plisobeno tim, Ze pouZzita
protilatka se vaze na prokolagen a novotvoreny kolagen (Obr.). Naopak SHG signal byl
viditelny v oblasti dobfe organizované¢ho kolagenu v mezibunééné hmoté. Tyto data jsou

vvvvvv

muze byt zplisoben vétsim obsahem nezralého kolagenu ve vzorku.

Vedle kolagenu mohou byt pomoci CLSM, TPEM A SHG zviditelnény i jiné ptirodni
nebo syntetické polymery (Sun et al., 2008, Wang et al., 2005). Mnoho pfirodnich fluorofort,
jako jsou napiiklad aminokyseliny (tryptofan, tyrosine a fenylalanin) obsazené v kolagenu,
elastinu a dalSich proteinech, flavin adenin di-nukleotid, nikotinamid adenin di-nukleotid,
porfyrin, melanin, lipofuscin a dalsi, zptsobuji pfirozenou autofluorescenci (Chorvat and
Chorvatova, 2009). Autofluorescencni signal zavisi také na chemickém slozeni nosice.
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Napiiklad syntetické polyestery, jako je PCL, obsahuji m elektrony nezbytné pro emisi

fluorescence.

Produkci kolagenu 1 a Il chondrocyty v nosi¢ich ovliviiuje stav diferenciace
chondrocytl, hustota bungk, slozeni média a biomechanicka stimulace (Carver and Heath,
1999, Necas et al., 2010). V Zelatinovém nosi¢i byl signal SHG pouze ojedinély, coz bylo
zpusobeno pravdépodobné vétsim mnozstvim nezralého kolagenu. Silny SHG signal byl
detekovan v nosi¢i PCL (Obr. 5.3.1.). 3D rekonstrukce ukézala prostorovou distribuci

kolagenu, ktery byl pfitomen zejména v oblastech velké koncentrace bunck.

TPEM a SHG bylo pouzito pro vizualizaci riznych tkani (Chen et al., 2008). V této
studii byly pomoci CLSM, TPEM a SHG zviditelnény vzorky pfipravené in vitro. Analyza
obrazu, stereologickd méteni a 3D rekonstrukce obrazu umoznila kvantifikaci a vizualizaci
systému buné¢k, kolagenu a nosice. To zatim nebylo nikde publikovano. Bylo prokézéano, ze
zminéné metody jsou pouzitelné pro analyzu a vizualizaci kolagenu v nosi¢ich uréenych pro

tkanové inzenyrstvi chrupavky.

5.4, Kompozitni hydrogel na bazi fibrinu a kyseliny hyaluronové jako
vhodny nosi¢ pro implantaci chrupavky in vivo

5.4.1. Vysledky

5.4.1.1.Piiprava hydrogelového nosice a biomechanické testovani
Byly pfipraveny 2 druhy nosi¢i, z nichZ jeden obsahoval kolagen I (0,1 mg/ml), a

druhy nikoli. Biomechanické vlastnosti téchto nosic¢t pfipravenych in vitro, byly testovany
pomoci metody tupého ndrazu. Pfitomnost kolagenu vyrazné ovlivnila biomechanické
vlastnosti nosice, ktery byl signifikantné pevnéjs$i a byl charakterizovan o pfiblizné 25%

vy$$im Youngovym modulem pruznosti (Tabulka 5.4.1.).
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Tabulka 5.4.1. Biomechanické vlastnosti hydrogeli

Nosic Youngtv modul (MPa)
Kolagenni nosic¢ 0,544 + 0,008
Nosi¢ bez kolagenu 0,445 + 0,005
Regenerovana chrupavka 1,754 £ 0,015
Nativni chrupavka 2,390 £ 0,051

Youngtiv modul kolagenniho nosice, kompozitniho hydrogelu na bazi fibrin/HA okamzité po piipravé a 6
meésicl po implantaci in vivo (regenerovana chrupavka), nativni chrupavky, méfeny metodou tupého narazu
(hodnota + smérodatna odchylka, ur¢eno z 10 nezavislych mérenti).

5.4.1.2.Implantace chondograftu a lécba zviiat
Pfes positivni u¢inek kolagenu na biomechnické vlastnosti, ktery byl prokazan v in

vitro experimentu, v in vivo studii byl pouzit hydrogel bez kolagenu. Zvifatim v lé¢ené
skupiné (Skupina I) byl implantovan nosi¢ se zvySujici se koncentraci autolognich
chondrocyti (8,1 x 10° az 10,3 x 10° bundk/ml nosie). Bshem 6 mésich trvani pokusu
stoupala kontinualn¢ vaha lé¢enych zvifat, pfiméfené k jejich veéku (Tabulka 5.4.2.). Jak je
patrno, v lécené skupiné byla hmotnost zvifat na konci pokusu mirné vyssi. To bylo
zpusobeno ziejmé lepSim a rychlejSim hojenim defektli a tim lepSimu krmeni zvifat. Nebyly
sledovany zadné klinické zmény a pii hojeni ran nedochédzelo k sekundarnim zanétim.
Pohyblivost kolen nebyla operaci ovlivnéna. VSechna zvifata ptezila az do planovaného

terminu jejich eutanazie.

Tabulka 5.4.2. Praimérna hmotnost miniaturnich prasat v prabéhu pokusu

Hmotnost 1. den (kg) Hmotnost 3. tyden (kg) Hmotnost 6. mésic (kg)

Skupina | 132+0,5 15,3 £0,6 40,1 +23
Skupina Il 12,4+0,3 14,7+1,0 355+2,0

Priimérnad hmotnost mini prasat ve skupiné I a skupin€ II béhem experimentu. Prasata byla vazena 1. den, po 3
tydnech, a po 6 mésicich. Hodnota byla primérovdna z hmotnosti 8 prasat v kazdé skupiny (hodnota +
smérodatna odchylka).
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5.4.1.3.Histopatologické a imunohistochemické vySetieni
Po 6 mésicich trvani experimentu bylo provedeno histologické vySetieni

osteochondralnich defekti lécenych hydrogelem, na bazi fibrinu a HA. Typicky obraz
zhojeného defektu byl ovalny, s primérem 6 — 9 mm, bilé barvy (Obr. 5.4.1.a). V nékterych
piipadech byla piitomna centralni proldklina. Nebyla pozorovéna piitomnost exsudatu

Vv kloubnim pouzdru, ani zanét okolnich mékkych tkani. Ostatni organy v hrudni a bfi$ni

dutin€ nevykazovaly u zadného z miniprasat abnormality.

Obr. 5.4.1. Makroskopické vySetfeni regenerované chrupavky. Snimek regenerované chrupavky 6 mésici po
implantaci nosic¢e osazeného bunikami (a), u kontrolni skupiny bez 1é¢by (b).

Bylo zajimavé, Ze vysledky z histologického vySetieni se liSily v z&vislosti na poctu
bun&k obsazenych v implantovaném nosici. U péti zvitat s poctem bunék od 8 do 9 x 10° byly
vysledky podobné (Skupina I[A]). Okraje defektti byly lemovany tizkou nebunéénou zoénou.
Smérem do defektu byly pritomny izogenetické fady chondrocyti kolmo na osu defektu, v
defektu byly pozorovany znamky pokrocilé diferenciace do fibrozné chrupavcité tkané (Obr.
5.4.2.a). Byly pfitomny pouze ojedinélé tukové buiiky a nevyrazna vaskularizace. PAS reakce
byla pozitivni na bazi defektu a jemné v jeho stfedu. Podobné¢ vysledky byly shledany pfi
barveni alcidnovou modii (Obr. 5.4.2.c), pfiCemz fibrozni tkan pokryvajici defekt byla
negativni pro oboje barveni. Imunohistochemické barveni na kolagen II bylo pozitivni v
novotvofené chrupavce na okrajich defekti. Kolagen se formoval v okoli izogenetickych
skupin a v centru fibrozni tkan€ na povrchu defektu. Méné kolagenu II bylo ptitomno v centru

defektu (Obr. 5.4.2.e).
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Obr. 5.4.2. Histopatologické a imunohistologické vySetfeni, pomoci barveni hematoxylin-eosinem, alcianovou
modii, PAS a barveni kolagenu II. Histopatologické vySetfeni osteochondralnich defekti 1éenych pomoci
nosicl osazenych buikami, vykazovalo dva odlisné ptipady. V prvnim ptipadé (skupina I, defekt 1é¢eny nosicem
obsahujicim 8,4 x 10° bun&k/ml nosite) byla vytvorena hyalinni chrupavka a fibrozni chrupavka: HE (a),
alcianova modr a PAS (c), zatimco kontrolni defekt byl vyplnén tkani s minimem kolagenu a velkym mnozstvim
tukovych bunék a znacnou vaskularizaci: HE (b), alcianova modi a PAS (d). Nové vytvofeny kolagen
V regenerované chrupavce byl obarven imunohistologicky pomoci monoklonalni protilatky proti kolagenu II,
osteochondralni defekt 1é¢eny nosicem s bunikami (e) a kontrolni defekt bez 1écby (f).
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Horsi hojeni bylo pozorovano u nosicli obsahujicich vice nez 9 X 10° bunék/ml
(Skupina I[B]). Defekt u prasete s implantovany nosi¢em obsahujicim 9 x 10° bungk/ml byl
po obou okrajich lemovan tenkou nebunéfnou zoénou. Na okrajich a dné¢ defektu byla
vytvofena vrstva fibrézni chrupavky, obsahujici izogenetické skupiny chondrocytli se znaky
pokrocilé diferenciace. Stied defektu byl vyplnén fidkym vazivem s Cetnymi tukovymi
buitkami a relativnd nevyraznou vaskularizaci. Cetné malé ostrivky chondrocytt byly
pravdépodobné pozlstatkem implantovanych autolognich chondrocytd. Defekt byl pokryt
hustym fibroznim vazivem. Imunohistochemickym barvenim byla prokdzana ptitomnost
kolagenu Il v novotvofené chrupavce na okrajich defektu v okoli izogenetickych skupin.
Méné kolagenu bylo pozorovano v centrdlni ¢asti defektu. Podobné byly vysledky z barveni

alcianovou modii a PAS.

U dvou zbyvajicich vzorki byl defekt vyplnén fidkym kolagennim vazivem, s hojné se
vyskytujicimi tukovymi bunkami a vyraznou vaskularizaci. Defekt byl na obou stranach
ohranic¢en tenkou nebunécnou zénou a vrstvou fibrézni chrupavky. Barveni PAS a alcidnovou
modii bylo pozitivni v okoli isogenetickych skupin chondrocytt, stted defektu vykazoval
pouze slabou pozitivitu. Kolagen II byl pfitomen pouze v nebun&cné zon€ v novotvoiené

fibrozni chrupavce.

Vysledky histologie kontrolni skupiny byly podobné jako u skupiny I(B). Defekty
V kloubni chrupavce mély ovalny tvar, s primérem 8 — 11 mm, a byly vyplnény bilou tkani.
V kloubni dutiné, ani v okolnich mékkych tkanich, nebyly shledany znamky exsudatu nebo

zanétu (Obr. 5.4.1.b).

Histopatologické vysetieni odhalilo, Zze defekt zasahuje hluboko do subchondralni
kosti (hloubka ptfesahovala tloustku chrupavky asi 2 — 3krat). Na obou stranach byla uzka
bezbunécna zoéna. Na lateralnich stranach defektu se nachazely Cetné izogenetické skupiny
chondrocytl, prochdzejici casnou fazi diferenciace do hyalinni chrupavky. Baze defektu byla
ohrani¢ena vrstvou kubickych bun¢k, zfejmé osteoblasty, na niZ navazovala fibrézni tkan
s cetnymi kapilarami. Stied defektu byl vyplnén fidkym kolagennim vazivem s velkym
mnozstvim tukovych bun€k a znaénou vaskularizaci (Obr. 5.4.2.b). Defekt byl pokryt hustym
vazivem. Barveni PAS a alcidnovou modii bylo pozitivni pouze v okoli izogenetickych

skupin chondrocytt, stied defektu byl pozitivni pouze slabé (Obr. 5.4.2.d).
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Imunohistochemické barveni na kolagen II ukdzalo pouze slabou pozitivitu na okrajich

defektu (Obr. 5.4.2.1).

5.4.1.4.Vyhodnoceni histologického vysetieni
Obrazky z histologickych tezi defekti obou skupin byly vyhodnoceny pomoci

histologického bodovaciho systému (Tabulka 5.4.3.). Piekvapivé bylo zjisténo, ze hodnota
histologického skore byla zavisla na mnozstvi bun¢k implantovanych v hydrogelovém nosici
(Tabulka 5.4.4.). Zatimco skore pro noside obsahujici mén& nez 9 x 10° bunsk/ml bylo
pramérmné 16,0 = 3,8, skore pro nosice obsahujici vice bunék bylo pouze 9,0 + 0,8. Tato

hodnota byla na stejné hlading statistické signifikance jako kontrolni skupina (9,7 = 2,3).
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Tabulka 5.4.3. Histologicky a histochemicky skorovaci systém (modifikovano z Susante a kol. 1999;

Skupina | — osteochondralni defekt 1é¢eny hydrogelovym kompozitnim nosi¢em na bazi fibrinogenu a
HA,; 1l — Skupina Il - kontrolni — defekt bez 1é¢by)

Charakteristika Skupinal  Skupina | Skupina Il
A(5) B(3)
Nature of predominant tissue
Morfologie bunék (I)
Hyalinni kloubni chrupavka 0 0 0
Ne pln¢ diferenciovano 4 0 2
Fibrozni tkan a kost 1 3 6
Barveni tkan¢ alcianovou (IT)
Normalni nebo blizko normalu 2 0 0
Primétené 2 0 1
Slabé 1 2 7
Zadné 0 1 0
Strukturalni charakteristika
Povrch tkané (1)
Hladky a kompaktni 1 1 1
Povrchova horizontalni laminace 3 2 5
Praskliny, 25-100% tloustky 1 0 2
T¢&zké naruseni a fibrilace 0 0 0
Strukturalni integrita (IV)
Normalni 1 0 0
Jemné naruseni, obsahuje cysty 4 3 8
Té&zka rozkladani tkané 0 0 0
Tloustka (V)
100% okolni chrupavky 5 1 3
50-100% okolni chrupavky 0 2 5
0-50% okolni chrupavky 0 0 0
Vazba na okolni tkan (VI)
Vazba na obou okrajich a dn¢ defektu 4 1 2
Caste¢na vazba 1 2 6
Neni vazba 0 0 0
Bunécné zmeny a hypocelularita
Hypocelularita (V1)
Z4adna 1 0 0
Slaba 3 0 1
Mirna 1 1 3
Tezka 0 2 4
Tvorba klastrti (VIII)
Z4dné 2 0 1
<25% bunck 3 3 7
25-100% bun¢k 0 0 0
Degenerativni zmény v okolni chrupavce (IX)
Normaélni celularita, bez klastrd, normalni barveni 1 0 0
Normalni celularita, mirné klastry, mirné barveni 2 0 2
Mirna nebo slaba hypocelularita, slabé 2 3 6
Tézka hypocelularita, slabé nebo zadné 0 0 0
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Tabulka 5.4.4. Piehled histologického skore pro jednotlivé skupiny

Skupina Pocet bun€k v nosici (x  Histologické skore Pramérna hodnota
10° chondrocytti na 1 histologického skore
ml nosice)
Skupina I (A) 8,1 18 16,0 = 3,8%*
8,2 15
8,4 20
8,6 9
8,8 18
Skupina I (B) 9,0 10 9,0+0,8
9,7 9
10,3 8
Skupina II (kontrolni) 9,7+23

Vztah mezi po&tem bunék v nosi¢i a histologickym skore (skupina I (A) — nosi¢e s mnozstvim bunék pod 9 x 10°
bun¢k/ml nosice; skupina I (B) — nosi¢e s mnozstvim bunék 9 x 10° bunek /ml nosiée,nebo vice; skupina II —
kontrolni, bez 1é¢eni)(hodnota + smérodatna odchylka, *p < 0,05).

9.4.1.5.Biomechanické vlastnosti nové vytvoiené tkané
Biomechanické vlastnosti tkan€ zformované 6 mésicli po implantaci kompozitniho

hydrogelu na bazi HA a fibrinu byly porovnany s nativni chrupavkou (Tabulka 5.4.1.). Pouziti
nosi¢e vedlo k tvorbé tkan¢, ktera dosahovala 73,4 % mechanickych vlastnosti nativni
chrupavky. Younglv modul se vyrazné ménil a pfibliZil se tak nativni chrupavce, podobné
jako diagram zéavislosti napéti na protazeni (Tabulka 5.4.1.). Nové vytvorena tkan vykazovala

dobré biomechanické vlastnosti i pies absenci kolagenu v implantovaném nosici.

5.4.2. Diskuse

Hydrogel vytvoieny smichanim fibrinu s vysokomolekularni HA, s obsahem kolagenu
I, nebo bez ngj, se jevil jako vhodny material pro osazeni chondrocyty a jejich kultivaci in
vitro. Pfitomnost kolagenu v nosici jednozna¢né zménila viskoelastické vlastnosti a zlepSila
biomechanické vlastnosti chondrograftu in vitro. Toto zjisténi souhlasi s diive publikovanymi

studiemi (Filova et al., 2008, Filova et al., 2007, Park et al., 2004). OvSem je obtizné ziskat
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kolagen schvaleny pro pouziti v humanni mediciné. V¢EtSina schvéalenych  produkti
obsahujicich kolagen neni povoleno pouzit pro kosti, Slachy nebo vazy (Bauman, 2004).
Pfi¢inou je nebezpe¢i prenosu bovinni encefalopatie pii pouziti hovéziho kolagenu.

Rekombinantni lidsky kolagen zatim nebyl rozsifen do praktického uziti.

Z tohoto diavodu nebyl kolagen v této studii do hydrogelu ptidan, byl tedy pouzit
pouze fibrin a vysokomolekularni HA. Pfes to, Zze v hydrogelu nebyl obsazen kolagen,
ptitomnost HA pfispéla K tomu, Ze nosi¢ byl pomémé tuhy a mél vhodné biomechanické

vlastnosti pro implantaci.

Oproti vysledkim in vitro, pro regeneraci chrupavky in vivo nebyla pfitomnost
kolagenu I nutnd, i tak vedla k tvorbé biomechanicky stabilni tkan&. Implantace nosicii
osazenych autolognimi chondrocyty byla miniaturnimi prasaty dobie tolerovana. Proces
hojeni zasahoval vétSinou hluboko do subchondralni kosti bez piitomnosti tukovych bunék
vaskularizaci ve stfedu defektu. Bylo pfitomno vice kolagenu II v mistech ¢asné diferenciace
chondrocytli, novotvorena tkan byla vice diferenciovand do hyalinni chrupavky oproti
kontroldm. Novotvofend chrupavka vykazovala po 6 mésicich od implantace zlepSené
biomechanické vlastnosti a lepsi vysledky histologie pokud nosi¢ obsahoval méné bunék (8 —
9 x 10° bun&k/ml). U nosi&i osazenych v&tsim mnoZstvim bundk byly vysledky srovnatelné
S neléCenymi kontrolami. Biomechanické anebo viskoelastické vlastnosti nosict jsou ziejmé
limitujicimi faktory b&hem procesu hojeni. Niz§i difuzni koeficient a Castecnd destrukce
fibrinového nosi¢e mohou byt spojeny s horSim prostupem Zivin anebo odpadnich produktd.
Volny objem piipadajici na jednu bunku nosi¢i byl 2 — 3krat mens$i nez u nativni chrupavky
(Temenoff 2004). Vyssi mnozstvi bun€k v hydrogelu mize omezit vyménu Zivin. Navic,
sekrece plasminogenii a metaloproteinli z enkapsulovanych bunék miiZze ovlivnit integritu
fibrinového nosice a degrada¢ni produkty mohou negativné ovlivnit mikroprostfedi bun¢k
(Passaretti et al., 2001). Tento problém miiZze byt detailn¢ popsan a feSen teoretickymi

vypocty. Tato studie byla provedena v souhlasu s principy SLP.
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6. Zavér

Bylo uspésné vytvoreno nékolik nosi¢l z pfirodnich i1 syntetickych materiald, které se
ukazaly jako vhodné pro rast chondrocyti a jejich syntézy proteini mezibunééné hmoty.
Jednim z hlavnich pozadavkl na nosice pro tkanové inzenyrstvi chrupavky je 3D struktura
s velkou porositou. Tento pozadavek spliiovaly nosi¢e z netkanych textilii na bazi PGA. U
nosicl ze samotnych PGA vlaken ovSem dochézelo k poklesu bunécné proliferace a to diky
vzniku kyselych rozpadovych produktt. Pfidani PVA a/nebo chitosanu snizilo okyselovani
média a vylepSilo proliferaci chondrocyti na jejich povrchu. Dale byly pfipraveny

hydrogelové nosice na bazi fibrinu, hyaluronanu a kolagenu, pénové nosice z Zelatiny a PCL.

Mikrovldkenné nosice z PHEMA pfipravené elektrostatickym zvldkiniovanim byly
funkcionalizovany pomoci liposoml slouzicich jako systém fizen¢ho dodéavani latek.
Chondrocyty i liposomy na PHEMA mikrovlakna dobie adorovaly. Imobilizace liposomt na
vlakna nosice ptimo do blizkosti bunék a postupné uvoliiovani FBS vedlo k zvySeni bunééné
proliferace a k podpote syntézy kolagenu II. Tento systém se ukazal jako velmi platny pro

zlepSeni funkce nosice.

Pro vizualizaci bunék a proteini mezibunécné hmoty bylo pouzito metod
fluorescenéni a konfokalni mikroskopie. Pomoci né€kolika barveni pomoci fluorescen¢nich
sond a fluorescen¢né znacenych protilatek, bylo znaceno bunécné jadro a membrany. Déle
bylo pouzito barveni Zivych a mrtvych bun€k pro wurCeni bunécné viability.
Imunofluorescenéni barveni bylo pouzito pro detekci kolagenu 11, typického proteinu, ktery je
syntetizovan bunikami hyalinni chrupavky. Vizualizace takto obarvenych bun&k a struktur

navic znazornila jejich polohu ve struktuie nosice.

Pro rychlou detekci noveé exprimovanych protein bylo pouzito SHG. Vyhodou této
metody je moZznost vizualizace mezibunécné hmoty bez fixace a nasledného fluorescenc¢niho
barveni, coz zna¢né snizuje dobu ptipravy vzorku. Tato metoda umoznila 3D rekonstrukci

kolagenu obsazeného v nosici v celé jeho tloust'ce. Navic, pfi soucasném pouziti TPEM, bylo
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mozno zviditelnit nosi¢ a bunky, a tim ziskat informace o distribuci a struktufe celého

systému.

Pro regeneraci chrupavky in vivo je tfeba vytvofit nosi¢, ktery je biokompatibilni a
biomechanicky simulujici nativni tkan. Tyto podminky dobie splioval hydrogel na bazi
fibrinu a kyseliny hyaluronové, testovany na miniaturnich prasatech. Regenerovana
chrupavka vykazovala jiz 6 mésici po implantaci vylepsené biomechanické a histologické
parametry. Bylo prokazano, ze kvalita procesu hojeni zavisi na pocate¢ni koncentraci bunck
v nosici. Tato studie byla provedena podle principu SLP a je piipravena k dal$im krokim

vedoucim k aplikaci pro lidské pacienty.
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Abstrakt

Tkanové inzenyrstvi je rychle se vyvijejici obor vyuzivajici nosice z ptirodnich nebo
syntetickych materiali kombinovanych s bunkami a stimula¢nimi latkami pro nahradu
poskozené ¢i chybéjici tkdn€. Pii testovani nosicl je potfeba dobife zhodnotit jejich kvality

nezbytné pro rust bun¢k a jejich mechanickou podporu na misté urceni.

Cilem prace bylo vytvofeni vhodného nosi¢e pro rust chondrocytdi, jeho
funkcionalizace a detekce bunék a proteinii mezibunécné hmoty pomoci metod fluorescencni

a konfokalni mikroskopie. Vhodny nosi¢ m¢l byt otestovan na velkém animalnim modelu.

V této praci bylo pfipraveno nékolik nosicii jak z pfirodnich, tak ze syntetickych
materialdi, a to ve form¢ mikrovldken, netkanych textilii, geld a pén. Nosi¢e byly osazeny
buitkami a byla sledovana bunétna adheze, proliferace a syntéza proteini mezibunécéné
hmoty. K vizualizaci bun€k a mezibunééné hmoty bylo pouzito metod fluorescenéni a
konfokalni mikroskopie a druhé harmonické (SHG). Jako nosi¢ pro implantaci do

osteochondralniho defektu mini prasete byl pouZit gel na bazi fibrinu a hyaluronanu.

Ptipravené nosice vykazovaly biokompatibilitu, chondrocyty k nim dobie adherovaly
a produkovaly proteiny mezibunééné hmoty. Mikrovlakenny nosi¢ z PHEMA byl navic
obohacen o liposomy obsahujici fetalni bovinni sérum. Tento systém fizeného dodavani latek
se jevil jako u¢inny v podpote bunécné proliferace a diferenciace. Fluorescencni konfokalni
mikroskopie byla vhodnd metoda k zobrazeni bunck a specifickych proteint. Pouziti druhé
harmonické (SHG) navic umoznilo zobrazeni proteini mezibunééné hmoty bez pouziti
fluorofori. Kombinaci obou téchto metod bylo moZné sledovat rozloZeni bunék a jimi
vytvofené¢ mezibunééné hmoty v nosi¢i. Kompozitni gel na bazi fibrinu a hyaluronanu byl
Usp&s$né testovan na modelu miniaturniho prasete. Jiz po 6 mésicich po implantaci byla
vytvofena chrupavka hyalinniho charakteru s biomechanickymi vlastnostmi bliZicimi se

nativni chrupavce.
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Summary

Tissue engineering is a rapidly developing field, based on using scaffolds made from
natural or synthetic materials in combination with cells and stimulating factors for the
replacement of damaged or lost tissue. It is very important to evaluate qualities of these

scaffolds, which are necessary for cell proliferation and their mechanical support.

The aim of this study was to develop a suitable scaffold for chondrocyte proliferation,
scaffold functionalization and detection of cells and proteins of extracellular matrix (ECM)
using methods of fluorescence and confocal microscopy. Another aim was to test an

appropriate scaffold on a big animal model in vivo.

Several scaffolds from natural and synthetic materials, in the form of microfibers, non-
woven textiles, gels and foams were prepared for this study. Scaffolds were seeded with
chondrocytes and cell adhesion, proliferation and synthesis of ECM proteins were detected.
Methods of fluorescence microscopy, confocal microscopy and second harmonic generation
(SHG) were used for visualization of cells and proteins. A hydrogel based on fibrin and

hyaluronan was used as an scaffold for osteochondral defect regeneration in minipigs study.

Prepared scaffolds showed high biocompatibility, good chondrocyte adhesion and
ECM proteins synthesis. Moreover, microfibrous scaffold from PHEMA was enriched by
liposomes containing fetal bovine serum (FBS). This system of drug delivery was found as an
appropriate system for cell proliferation and differentiation support. Fluorescent confocal
microscopy was shown as a suitable method for visualization of cells and ECM. Moreover,
the usage of SHG enabled detection of ECM specific proteins without any need of a
fluorescent probe. Combination of these two methods enabled detection of cells and ECM
distribution. Composite hydrogel based on fibrin and hyaluronan was successfully tested on

the minipig model in vivo. Hyaline like cartilage was created 6 months after implantation.
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