Konstrukce zcela novych tkanovych nahrad na bazi syntetickych i
pfirodnich biomaterialt a bunék

1. Pre-vaskularizovany konstrukt tkané in vitro

Zakladem zcela novych tkanovych nahrad vytvarenych metodami moderniho tkanového
inZenyrstvi je pre-vaskularizovany konstrukt tkané in vitro, ktery pak muze byt dale vyvijen
smérem ke kuizi, cévni sténé Ci osteochondralnimu rozhrani.

Do jisté miry univerzalni prevaskularizovany tkanovy konstrukt je vytvoren nasledovné:

Nanovlakenna membrana, pfipravena metodou elektrostatického zvlakhovani
(elektrospinningu) ze syntetického degradovatelného polymeru, napf. PLA, PLGA ¢i PCL,
ziskana ve spolupraci s TUL Liberec éi UMCH AV CR (A), je dale modifikovana vrstvou
fibrinu Ci fibronektinu (B), aby se zvysSila jeji atraktivita pro adhezi bunék. Je osazena
mezenchymalnimi kmenovymi bunkami tukoveé tkané (ASC), relativné snadno dostupnymi
liposukci (C). Po dosaZeni subkonfluence je vrstva ASC prekryta hydrogelem na bazi
kolagenu, do néhoz nasledné ASC migruji a osidluji ho v celém jeho objemu (D).

Pokud jsou do kolagenniho hydrogelu pfimiseny endotelové buriky, napfiklad lidské

endotelové bunky pupecCnikové zily (HUVEC), vytvareji spontanné rozvétvené tubularni
utvary podobné kapilaram, ke kterym se nékteré ASC zvnéjsku pfikladaji na zplsob pericytl
(E). Osadime-li povrch kolagenniho hydrogelu keratinocyty (F), ziskame konstrukt simulujici
epidermis a pre-vaskularizovanou dermis, nebot ASC jsou bunky fenotypicky blizké
fibroblastim, a mohou v né byt i dale diferencovany. Keratinocyty pak mohou byt
pfenesenim na rozhrani médium-vzduch diferencovany ve stratifikovanou vrstvu podobnou
fyziologické epidermis, kde se fenotypicka maturace keratinocytll posouva od relativné
nezralych bazalnich keratinocytl, charakterizovanych imunofluorescenci cytokeratinu 14
(G, tyrkysova), az k diferencovanym keratinocytlim s cytokeratinem 10 (H, Zluta).




Pokud vS8ak neosadime v€as povrch konstruktu keratinocyty, vyusti nam pre-kapilary (1)
na jeho povrch (J, Sipky) a endotelové buriky se po ném rozrostou v konfluentni vrstvu (K).
Ziskame tak konstrukt pfipominajici cévni sténu, tj. komplex tunica intima a media, nebot

ASC mohou byt vhodnym sloZzenim kultivaCniho média pomérné snadno diferencovany
smérem k hladkym svalovym burnkam, charakterizovanym imunofluorescenci kalponinu-1 a
SM1a SM2 myosinu (L). Tyto konstrukty by bylo mozno vyuzit jako cévni zaplaty, nebo po
jejich srolovani do trubicek C&i vytvoreni pfimo v nanovlakennych trubiCkach jako cévni
nahrady malého praméru, které v klinické praxi dosud chybi.
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Konstrukt Ize pfizpUsobit i pro simulaci osteochondralniho rozhrani, tj. oblasti, kde pfechazi
kost v kloubni chrupavku. Na nanovlakennou membranu jsou nasazeny lidské
mezenchymalni kmenové burky kostni dfené (hMSC) a endotelové bunky HUVEC. Po
dosazeni subkonfluence jsou bunky prekryty hydrogelem obsahujicim kolagen a kyselinu
hyaluronovou, do néhoz jsou pfimiseny lidské chondrocyty (M). HUVEC spole¢né s hMSC
vytvareji pre-kapilarni sit (N). Pokud jsou buriky exponovany osteogennimu médiu,
diferencuji hMSC smérem k osteoblastiim. Pfitomnost chondrocytd podporuje osteogenni
diferenciaci hMSC (expresi kolagenu | a alkalické fosfatazy), a zaroven pfitomnost hMSC
podporuje fenotypickou maturaci chondrocytl (produkce chondrogenniho proteinu SOX9).
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2. Tkanové nahrady zalozené na decelularizovanych matricich

K vaskularnimu tkafiovému inzenyrstvi vyuzivame i decelularizované matrice, napfiklad

z perikardu, podkoznich Ci pupec€nikovych Zil (spoluprace s IKEM, dr. Jaroslav Chlupac):

Perikard decelularizovany Perikard recelularizovany
pomoci SDS, DNazy a kmenovymi burikami
dynamického systému tukové tkané (ASC)

ASC diferencovany smérem Povrch perikardu nasledné Bocni pohled na konstrukt
k hladkym svalovym osazen endotelovymi s vrstvou endotelu barvici
burikam cévni stény burikami (zelené von se pozitivné na CD31.

(Cervené alfa-aktin, zelené Willebranduv faktor, fialové Konstrukt I1ze vyuzit pro
kalponin-1, modfe jadra) F-aktin, modfe jadra) cévni zaplaty.
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3. Tkanové nahrady zalozené na 3D poréznich polymernich nosic€ich

Kinzenyrstvi mékkych i tvrdych tkani vyuzivame i porézni polymerni nosi€e bunék, v
nichz lze navodit i vaskularizaci:

MIP - green MIP - merge 3D view

Tvorba pre-vaskularnich
struktur v 3D poréznich
nosicich z PLA/PCL
osazenych endotelovymi
burikami (zelené) a ASC.
Kultivace v dynamickém
systému podporuje jednak
tvorbu pre-vaskularnich
struktur, jednak i prlinik
bunék do nitra nosice.

static

Spoluprace s Vyzkumnym
ustavem potravinaiskym,
Praha (Ing. Milo$ Beran).

dynamic

Mineralizace poréznich nosi€u bunék zlepsuje pranik bunék do jejich nitra:

Porézni kolagenni nosi¢ bunék

nemineralizovany mineralizovany

Spoluprace s Vyzkumnym
ustavem potravinaiskym,
Praha (Ing. Milo$ Beran)
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4. Kompozity polymert s magnetickymi nanocasticemi

Zajimavymi materialy jsou i kompozity syntetického degradabilniho polymeru (PCL)
s uhlikovymi a magnetickymi nanocasticemi, které by bylo mozno vyuzit jak k odstranéni
kostnich nadoru (pomoci fototermalni terapie), tak i k nasledné regeneraci kostni tkané na
stejném materialu, jiz neozafovaném infradervenymi paprsky (spoluprace s UMCH AV CR,
Dr. Daniel Horak, dr. Malgorzata Swietek):
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Metabolicka aktivita (a) a morfologie lidskych osteoblastt linie Saos-2 (b-e) na nosi¢ich z PCL
S magnetickymi nanocasticemi a rdznymi koncentracemi kyseliny askorbové (AA), ktera ma
protinadorové a osteogenni ucinky.
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5. 3D tisténé kovové implantaty

Pracujeme i s 3D tisténymi kovovymi kostnimi implantaty (Ti-6Al-4V), ziskanymi ve
spolupraci s firmou Prospon s.r.o., Kladno (dr. Zden&k Cejka), a Fakultou strojni CVUT,
Praha (doc. Ladislav Cvrcek), s rliznou strukturou povrchové ¢asti implantatu:

hruby & kosoltverecny trabekuldrni dvanactistén - jemny

Gyroidni struktura 2D tistény - sypky material



Jako nejvyhodnéjsi se jevi gyroidni struktura, nebot’ se podoba trabekularni (tj. houbovité,
spongiézni) kostni tkani:
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6. ,,Inteligentni nanovlakenné kryty ran

Velka pozornost je vénovana i novym ,inteligentnim“ nanovlakennym krytim ran
dodavajicim buriky a lécCiva pro aktivni hojeni chronickych ran, zejména diabetickych,
Vyvinuli jsme nasledujici kokultivaéni systém pro zakladni 3 typy bunék obsazenych v kizi,
a sice keratinocyty, fibroblasty a endotelové buriky (spoluprace s TUL Liberec, UMCH AV
CR):
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Lidské epidermalni keratinocyty (A, B) a dermalni fibroblasty (D, E) v kokulturach na
nanovidkennych membranach ze smési polykaprolaktonu (PCL) a polyvinylalkoholu (PVA) bud’
obsahujicich destickovy lyzat (PL) (A, D) nebo bez PL (B, E). Buriky byly dale kokultivovany
s lidskymi endotelovymi burikami, nasazenymi na dné kultivacni komdirky. Je ziejmé, Ze jak
pfitomnost destickového lyzatu, tak kokultivace s endotelovymi burikami podporuje vytvafeni
souvislé vrstvy keratinocytt (C), produkci kolagenu fibroblasty (F) i metabolickou aktivitu obou typd

bunék (G).
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