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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova prace se zaméiuje na komplexni zkoumani vyuziti bioreaktorti v
oblasti tkanového inzenyrstvi, s dirazem na dva kli¢ové aspekty: 1) scaffold jako zakladni
stavebni jednotku pro podporu bunééného ristu a 2) rizné typy bioreaktort, které ovliviuji

prostiedi pro bunécnou kultivaci.

V teoretické ¢asti prace je proveden detailni rozbor technik tkdnového inzenyrstvi, s diirazem
na vyznam scaffoldii v tkanovém inZenyrstvi. Dale jsou analyzovany rtizné typy bioreaktorti
a jejich role pii vytvareni optimalnich podminek pro bunécénou kultivaci a tkanovou

regeneraci.

Praktickd cCast prace se zabyva experimentalni studii efektivity rotacniho perfuzniho
bioreaktoru pfi kultivaci bunéénych kultur mysSich embryonalnich fibroblasti na
kompozitnich scaffoldech z polyvinylidenfluorid-trifluoroethylene-chlorotrifluoroethylenu
a polykaprolakton (P(VDF-TrFE-CTFE) -PC) v poméru 1:4 a ptipravenych pomoci metody
3D tisk.

Klicova slova: bioreaktor, tkanové inzenyrstvi, scaffold, rota¢ni perfuzni bioreaktor,

dynamicka kultivace, mysi fibroblasty.



ABSTRACT

This master's thesis focuses on a comprehensive exploration of bioreactor utilization in the
field of tissue engineering, with an emphasis on two key aspects: 1) the scaffold as the
fundamental building unit for supporting cell growth and 2) various types of bioreactors that

influence the environment for cell cultivation.

The theoretical part of the thesis provides a detailed analysis of tissue engineering
techniques, with emphasis on the importance of scaffolds in tissue engineering. Additionally,
various types of bioreactors and their roles in creating optimal conditions for cell cultivation

and tissue regeneration are examined.

The practical section of the thesis delves into an experimental study of the effectiveness of
a rotary perfusion bioreactor in cultivating mouse embryonic fibroblast cell cultures on
composite scaffolds made of polyvinylidene fluoride-trifluoroethylene-
chlorotrifluoroethylene and polycaprolactone (P(VDF-TrFE-CTFE) -PC) in a ratio of 1:4
and prepared using the 3D printing method.

Keywords: Bioreactor, tissue engineering, scaffold, rotary perfusion bioreactor, dynamic

cultivation, mouse fibroblasts.
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UvVOD

V oblasti tkanového inzenyrstvi je vyuziti bioreaktort klicovym krokem k efektivnimu a
reprodukovatelnému vyvoji tkanovych kultur. Spojenim pokrocilych technik tkanového
inzenyrstvi s principy bioinZenyrstvi a bunééného ristu umoznuje vytvoreni funkénich tkani
a organu pro lécebné, diagnostické a vyzkumné ucely (Langer, R., & Vacanti, J. P., 1993).
Rozsah aplikaci tkanového inzenyrstvi je znacny a zahrnuje terapeuticky potencidl pro
mnoho chorob spojenych se starnutim a zivotnim stylem, které dominuji v zapadnich
populacich. Zékladnim principem tkanového inzenyrstvi je implantace bunck do
strukturdlniho scaffoldu, ktery slouzi jako podpiirnéd struktura. Buiiky pak maji moznost
transformovat scaffold do tkan¢€ pfirozenym zpisobem pied jeho implantaci do téla pacienta

(Place et al., 2008).

Vyuziti bioreaktort piinasi vyznamné vyhody pfti kultivaci a proliferaci bunééné kultury na
scaffoldu v ramci tkanového inzenyrstvi. Diky peclive fizenému prostiedi, které bioreaktory
poskytuji, je mozné dosahnout optimalnich podminek pro bunéény rust a diferenciaci.
Bioreaktory umoznuji kontrolovat fyzikalni a chemické parametry, jako je naptiklad
proudéni média, koncentrace zivin, teplota nebo pH, coz vede k dosazeni maximalniho
vykonu buné¢ného procesu (Moheb et. al., 2023). Ptestoze dynamicka kultivace na scaffoldu
muze byt pro bunécnou kulturu stresujici kvili dynamickému namahani, je mozné pomoci
bioreaktori minimalizovat negativni dopady a optimalizovat prostiedi pro bunécny rust.
Dulezité je také klast diraz na materialové slozeni scaffoldu, které hraje klicovou roli pii

podpote bunééné adheze, proliferace a diferenciaci (Kong et. al., 2021).

Na scaffoldu, ktery slouzi jako prostfedi pro bunécnou kultivaci, umoziuje vyuziti
bioreaktoru dosdhnout homogenni distribuce zivin a kysliku, coz ma za nasledek lepsi
proliferaci a diferenciaci bun¢k. Diky pfesnému fizeni podminek kultivace je také mozné
eliminovat vznik nepfiznivych prostiedi, jako jsou lokalni hypoxie nebo toxické produkty

metabolizmu, které by mohly negativné ovlivnit bunécny rist.

Teoreticka Cast predloZzené prace byla zaméfena piedevSim na zdklady genového a
tkanového inZenyrstvi a dale potom na bioreaktory v téchto oblastech vyuzivané. Na zaklad¢
ziskanych poznatkil pfi zpracovani teoretické Casti byla pak provedena prakticka ¢ast, kdy

byl pro kultivaci bun¢k na scaffoldu vyuzit dynamicky reaktor. Konkrétné¢ byl vybran
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perfuzni rota¢ni bioreaktor od spolecnosti Synthecon Incorporated. Testovany scaffold byl
ziskan diky spolupréci s Ustavem fyziky a materialového inzenyrstvi Fakulty technologické
(Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢). Scaffold byl pfipraven pomoci metody 3D tisk a byl
slozen z polyvinylidenfluorid-trifluoroethylene-chlorotrifluoroethylenu a polykaprolaktonu
(P(VDF-TrFE-CTFE) -PC). Pro vyhodnoceni schopnosti proliferace bunék na materialu
v dynamickych a statickych podminkach byla vyuzita bunécna linie mysich embryonalnich
fibroblasta NIH/3T3.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADY GENOVEHO INZENYRSTVI

Genové inzenyrstvi (Gl) je soubor metod biochemie a molekularni genetiky, pomoci kterych
se provadi cilené kombinovani genetické informace riiznych organismii. Gl umoziuje
prekonévat ptirozené mezidruhové bariéry branici vymeéné genetické informace mezi
taxonomicky vzdalenymi druhy organismt a vytvaret buniky a organismy s neexistujicimi
kombinacemi gent s uréitymi dédiénymi vlastnostmi. Hlavnim objektem Gl je nositel
genetické informace — deoxyribonukleova kyselina (DNA), jejiz molekula se obvykle sklada
z dvou fetdzc (Sélkunov S. N., 1986).

Ptisna specificnost vzajemného parovani purinovych a pyrimidinovych bazi umoziiuje
vlastnost komplementarity. Vytvofeni novych kombinaci genti bylo mozné diky zésadni
podobnosti struktury molekul DNA u vSech druhii organismt a také skute¢na univerzalnost
genetického koédu zajistujici expresi cizich gent (projev jejich funkéni aktivity) v
jakychkoliv typech bun¢k (Temin et al 1970). K tomu pfispélo také nahromadéni znalosti v
oblasti chemie nukleovych kyselin, objeveni molekularnich vlastnosti organizace a funkce
genll (véetné stanoveni mechanismi regulace jejich exprese a moznosti podiizeni gent
pusobenim "cizich" regulacnich prvka), vyvoj metod sekvenovani DNA a objev
polymeréazové fetézove reakce, coz umoznilo rychlou syntézu libovolného fragmentu DNA

(Ajala F., 1988 etal).

Dulezitym piedpokladem pro vznik Gl byl objev plazmidu, které jsou schopny autonomni
replikace a pfenosu genetické informace z jedné bakterialni buiiky do druhé (Lederberg, et
al., 1946) - pfenosu nékterych gent bakteriofagy, coz umoznilo formulovat ptfedstavu o
vektorech: molekulach nesoucich geny (Temin, H. M., et al. 1970). Dalsi velky vyznam pro
rozvoj metodologie Gl hraly enzymy ucastnici se pfemény nukleovych kyselin: restrikéni
endonukleazy (rozpoznavaji v molekulach DNA ptesné ur¢ené posloupnosti — mista — a §tépi
dvojity tetézec v téchto mistech), DNA ligdzy (kovalentné spojuji jednotlivé fragmenty
DNA), reverzni transkriptdza (syntetizuje na matrici RNA komplementarni kopii DNA,
znamou jako cDNA) a dalsi (Smith, H. O., etal. 1970). Pouze diky jejich pfitomnosti se stala
tvorba umélych struktur technicky proveditelnym ukolem. Enzymy jsou pouzivany k
ziskavani individudlnich fragmenti DNA (genil) a vytvafeni molekularnich hybridid —

rekombinantni DNA (rekDNA) zaloZené na DNA plazmidi a virQ. Tyto posledni predavaji
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potfebny gen do hostitelské bunky, kde zajistuji jeho reprodukci (klonovani) a tvorbu
kone¢ného produktu genu (jeho exprese) (Nathans, et al. 1979).

Jednim z kli¢ovych ukoli Gl je vytvoreni kmenti bakterii, kvasinek nebo bunéénych linii
zvitat a rostlin, a také transgennich rostlin a zvitat, které by zajistily efektivni expresi
klicovych gentl, které do nich byly vlozeny. Vysoka produkce proteint je dosazena tim, ze
geny jsou klonovany do vektori v mnoha kopiich, coz zpiisobi hojné zastoupeni cilového
genu v bunce. Dilezité je, aby DNA sekvence byla pod kontrolou promotoru, ktery je u¢inné
rozpoznavan RNA polymerdzou bunky, a aby vytvofena mRNA byla relativné stabilni a
efektivné vyuzita béhem translace proteint. Je dulezité zajistit, aby cizi protein
syntetizovany v pfijimajicich buiikach nebyl rychle degradovan intracelularnimi protedzami

(Sélkunov S. N., 1986).

Geneticky kod je univerzalni, coZ znamend, Ze schopnost exprese genu je uréena pouze
pfitomnosti signdlli pro zahajeni a ukonceni transkripce a translace, které jsou spravné
rozpoznany buiikou. V¢EtSina gend vysSich eukaryot ma rozdélenou exon-intronovou
strukturu, coZz znamenda, ze pii transkripci téchto gen vznika prekurzor mRNA (pre-
mRNA), ze kterého jsou pfi nasledném sestiihu (splicing) odstranény nekodujici sekvence
— introny — a vytvoii se mRNA. Tyto geny nemohou byt exprimovany v bakterialnich
bunkach, kde chybi mechanismus splicingu. Aby se toto omezeni piekonalo, vytvoii se na
mRNA molekulach pomoci reverzni transkripce DNA kopie (cDNA), ke které je nasledné
druhy fetézec dokoncen pomoci DNA polymerazy. Takové fragmenty DNA, odpovidajici
koédovym sekvencim gent (které jiz neobsahuji introny), mohou byt vlozeny do vhodného

molekularniho vektoru (Sélkunov S. N., 1986).

1.1 Principy vytvareni rekombinantnich molekul DNA

Termin Gl se zacal Siroce pouzivat po tom, co v roce 1972 Paul Berg a jeho kolegové poprvé
ziskali rekombinantni DNA. Tato rekombinantni DNA je hybrid, ktery obsahuje fragmenty
DNA bakterie Escherichia coli, jejiho viru (bakteriofag L) a DNA opic¢iho viru SV40
(obrazek 1) (Sélkunov S. N., 1986). Rekombinace je vysoce ¢inna a pfesna metoda Gl
DNA. Pomoci rekombinace lze provadét genové nédhrady, delece, inzerce, inverze a

jednoduché a vicenasobné bodové mutace (Sawitzke et al, 2023).
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Obrazek 1 -Schéma popisujici ziskani prvni rekombinantni DNA Peterem Bergem, vlastni
obrazek inspirovano (Sélkunov S. N., 2004).

Na obrazku C.1 je zndzornén postup ziskani rekombinantni DNA Paulem Bergem a jeho
kolegy. Prvné pievedli kruhovou molekulu DNA na linearni formu a to tim, Ze byla kruhova
DNA opiciho viru SV40 rozstépena restrikéni endonukleazou. Pak nésledovalo odstiizeni
nukleotidi na konci fetézce. Pomoci enzymu 5'-exonukleazy bylo odebrano nékolik
nukleotidl z 5' konce kazdého linearniho fetézce. Tim vznikly jednotfetézcové vycnélky. K
témto vycnelkiim byly pridany oligonukleotidy, které obsahovaly piiblizn€ 50 adeninovych
zbytki. Toto bylo provedeno pomoci enzymu terminalni transferaza (koncova transferaza).
Obdobnym zplsobem byl ke konci jednoho z fetézch fragmentu DNA faga lambda, ktery
obsahoval geny bakterie E. coli, pfidan thymidinovy oligonukleotid. Po smichani téchto
molekul DNA obou virGl byly jednofetézcové mezery zaplnény chybéjicimi nukleotidy
pomoci DNA-polymerazy. Kovalentni spojeni bylo dokonceno diky ucasti DNA-ligazy
(Ajala F., 1988 etal).

V roce 1973 Stuart Cohen a jeho spolupracovnici pouzili plazmid pSC101 a restrikéni enzym
(EcoRlI), ktery rozstépoval plazmid na jednom misté, ¢imz vytvofil kratké komplementarni
jednotetézcové "pricky" na koncich dvoufetézcové DNA molekuly. Tyto pricky byly

nazyvany "sticky ends" (lepivé konce), protoze se mohly spojovat (nebo "lepit™) dohromady.
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Kdyz tuto DNA smisili s fragmenty cizi DNA, které¢ byly také zpracovany stejnym
restrikénim enzymem a mély stejné lepivé konce, vytvorily se nové hybridni plazmidy.
Kazdy z téchto plazmidid obsahoval alespon jeden fragment cizi DNA vlozeny do
restrikéniho mista enzymu (EcoRI) na plazmidu (obrazek 2) (Sélkunov S. N., 1986).

cizi DNA 2
—

Restrikéni endonukleaza

W E— —
1 2

B Ny ==~

Restrikéni endonukleaza DNA ligéza

—

; .

DNA plazmidy pSC101 Rekombinantni DNA

Obrazek 2 - Schéma pro ziskani rekombinantni DNA podle S. Cohena. Plazmidova DNA
byla Stépena restrikénim enzymem, ktery produkuje piesahujici jednofetézcové
komplementarni (lepivé) konce. Tato DNA byla smichana s fragmenty cizi DNA oSetfené
stejnym restrikénim enzymem. Lepivé konce riznych molekul DNA se znovu spojuji v
dasledku komplementarnich interakci a DNA ligaza kovalentné¢ zesituje fetézce do
jednotlivych molekul. Vlastni obrazek, inspirovano (Sélkunov S. N., 2004).

Timto zptisobem byly vytvoreny kruhové molekuly DNA obsahujici geneticky material z
obou virl, coZz umoznilo studium a manipulaci s témito molekulami v laboratofi. Bylo
ziejmé, ze do téchto plazmidil Ize vlozit fragmenty riznych cizich DNA, které byly ziskany

jak z mikroorganismil, tak i z vyssich eukaryotickych organismi (Sélkunov S. N., 1986).

1.2 Prehled aplikaci genového inZenyrstvi v mediciné a biotechnologii

Pomoci GI byly vyrazné rozsifené hranice molekularni biologie, protoZze GI umoZnilo
zavadéni cizi DNA do riznych typl bun¢k a zkoumani jejich funkci, coZ ndm umoznilo

sledovani pfenosu a exprese genetické informace u riznych organismt.
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Usili o syntetickou biologii za¢alo v jednoduchych jednobunéénych systémech, s nimiz bylo
relativn€ snadné geneticky manipulovat (Cameron et al., 2014). Toto pole v poslednich dvou
desetiletich exponencialné rostlo a jednou z nejnovéjsich hranic jsou syntetické vyvojové
programy pro mnohobunécné savei systémy (Black et al., 2017; Wieland a Fussenegger,
2012) pro genetickou kontrolu vlastnosti, jako je vzorovani nebo morfogeneze. Tyto
programy se spoléhaji na upravenou komunikaci buiika-buitka, mnohobunécné genové

regulacni sit¢ a efektorové geny.

Tento pfistup oteviel moznosti vytvareni zcela novych mikrobiologickych producent
biologicky aktivnich latek a také zvitat a rostlin nesoucich funkéné aktivni cizi geny. Mnoho
diive nedostupnych biologicky aktivnich proteinti ¢loveka, véetné interferond, peptidovych
hormonii a krevnich faktorii, zacalo byt produkovdno ve velkém mnozstvi v buiikach
bakterii, kvasinek nebo savcili a Siroce vyuzivano v mediciné. Navic se objevila moZnost
uméle vytvaret geny kodujici chimérické polypeptidy s vlastnostmi dvou nebo vice

ptirodnich bilkovin (Black et al., 2017; Teixeira a Fussenegger, 2012).

Hlavnimi objekty GI jsou bakterie Escherichia coli a Bacillus subtilis (senova palicka),
pekaiské kvasinky Saccharomyces cerevisiae, rizné linie sav¢ich bunék. Rozsah objekti Gl
se neustale rozsitfuje. Intenzivné se rozvijeji sméry ve vyzkumu vytvareni transgennich
rostlin a zvifat. Metodami GI je vytvaiena nova generace vakcin proti riznym infekénim
agens (prvni z nich byla vytvofena na zakladé kvasinek tlumicich povrchové proteiny viru

hepatitidy B u lidi) (Calixto, 2019).

Velka pozornost je také vénovana vyvoji klonovacich vektort na zdkladé€ savc€ich virt a
jejich pouziti pro vytvareni zivych polyvalentnich vakcin pro potieby veterindistvi a
mediciny, stejné¢ jako molekularni vektory pro genovou terapii rakovinnych nador a

dédi¢nych onemocnéni (Calixto, 2019).

V poslednich letech byla vyvinuta metoda ptimého zavedeni do organismu ¢loveka a zvitat
rekombinantni DNA, sméfujici k produkci antigenu riznych infekénich agens v jejich
bunkach (DNA vakcinace). Nejnovéjsim smérem GI je vytvareni jedlych vakein na zakladé
transgennich rostlin, jako jsou raj¢ata, mrkev, brambory, kukufice, salat a dalsi, produkujici

imunogenni bilkoviny patogent infekci (Rolf D. Shmid, 2015).
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Gl se svou schopnosti modifikovat genomy organismil, zaznamenalo rapidni rozvoj, a diky
tomu stava se klicovou disciplinou v oblasti biotechnologie. Naptiklad pomoci GI jiz byly
vytvotreny kmeny bakterii, které i¢inn¢ rozkladaji toxické latky znec€istujici Zivotni prostiedi
a které prispivaji k urychleni rastu plodin v zeméd¢lstvi. Déle které kmeny bakterii jsou po
upraveé schopny efektivné rozkladat celulozu na nizkomolekuldrni uhlikaté slouceniny a

hubit skodlivy hmyz.

Pro efektivni implementaci Gl na primyslové trovni a ve vyzkumu hraje roli nezbytny
nastroj, znamy jako bioreaktor (fermentor). Bioreaktor je zafizeni, které umoznuje napiiklad
kultivaci mikroorganismii za pfisné kontrolovanych podminek, coZ zahrnuje kontrolu
teploty, pH, kysliku a dalsich faktord, které ovliviiuji jejich rtst a produkci. Bioreaktory jsou
nezbytné pro priimyslovou vyrobu biotechnologickych produktti, jako jsou 1éCiva, enzymy
a biopaliva. Bioreaktory jsou nedilnou soucasti Gl. Poskytuji prostiedi pro vyvoj, testovani
a produkci geneticky modifikovanych organismit a jejich produktti, coz zvysuje efektivitu a
ekonomicnost procest spojenych s genovym inzenyrstvim. Jejich role je nezastupitelna pro

védecky a primyslovy rozvoj v této oblasti (Teixeira, 2019).

Existuje mylny nazor, ze Kultivace velkého mnozstvi mikroorganism je rutinnim postupem.
Nicméné pro uspésnou vyrobu rekombinantnich bilkovin v priimyslovém méftitku je tfeba
kontrolovat mnoho parametrt, které ovliviiuji rist téchto mikroorganismi a vysi produkce
produkti. Gl a biotechnologie bezpochyby hraji dileZitou roli v inovacich a feSenich v
oblasti zivotniho prostiedi, zeméd¢€lstvi a 1ékafstvi a bioreaktory jsou kli¢ovymi nastroji pro
efektivni provadéni téchto procest a produkci biotechnologickych produkti (Rolf D. Shmid,
2015).

1.3 Obavy spojené s genetickym inZenyrstvim

V souvislosti s pokrokem v oblasti Gl se objevuje nékolik bioetickych problémi, predevsim
tykajicich se zasaht do genetického kodu ¢loveéka. Metody této védy jsou ohodnocené velmi
pozitivné v ptipadech 1é¢by nékterych dédi¢nych nemoci, avSak existuje riziko cileného
zdokonalovani lidstva a jeho podstaty s cilem stidle vétSi adaptace na naroky moderni
technosféry. Existuje obava, ze mize dojit ke zneuziti genového inzenyrstvi k vytvafeni
"designovych" lidi s vybranymi genetickymi vlastnostmi, coz by mohlo vést k

nepiedvidatelnym sociokulturnim disledkim (Chadwik 2016).
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Navic je tu dalsi dilezity problém spocivajici v tom, Ze organismy ucastnici se genetickych
experimentl mohou vyméinovat genetickou informaci s ostatnimi jedinci. Vysledky
takovych interakci mohou vést k nekontrolovatelnym mutacim, dfive nepfitomnym
genetickym vlastnostem, nebot’ mnoho experimentt v oblasti genového inzenyrstvi svédéi
o nepiedvidatelnosti jejich blizkych i vzdalenych dasledki. Existuje také riziko vytvareni
geneticky modifikovanych organismt pro vojenské ucely, coz muze vést ke zneuziti této
technologie ve vojenskych konfliktech. Schopnost vytvaret efektivnéj$i nebo na urcité
bojové podminky ptizpisobené jednotky mize vyvolat obavy z vytvafeni biologickych

zbrani (Viktorius 2013).

Existuje také riziko, ze genové inzenyrstvi muze byt dostupné pouze uréitym skupinam
spolecnosti, coz by mohlo vést k prohlubovani socidlnich nerovnosti. To vyvolava etickou

otazku, jak zajistit spravedlivy a rovny piistup k témto technologiim (Chadwik 2016).

1.4 Tkanové vs Genové inZenyrstvi

Oba ptistupy mohou mit vliv na 1é€bu nemoci a zlepSovani zdravi pacientt. I kdyz genové
inZenyrstvi se zaméfuje na geneticky materidl, zatimco tkanové inzenyrstvi pracuje s
fyzickymi tkdnémi a organy. Genové inZenyrstvi miize byt zaméfeno i na mikroskopickou
uroven v bunkéch, zatimco tkanové inzenyrstvi se soustiedi na vytvareni makroskopickych
struktur. Oba tyto piistupy mohou spolupracovat v oblasti mediciny a vyzkumu, napiiklad
pii vytvareni geneticky modifikovanych bunék pro tkanové inzenyrstvi nebo vyuzivani
genovych terapii pro 1é€bu onemocnéni spojenych s tkanémi (Shpichka 2023, Bates C.
2012).
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2 ZAKLADY TKANOVEHO INZENYRSTVI

Tkanové inzenyrstvi (T1) je interdisciplinarni obor, ktery kombinuje znalosti a principy z
oblasti inzenyrstvi, biologie, materialové védy a Iékafstvi, s cilem vyvinout nové metody a
technologie pro vytvoreni, nahradu nebo opravu biologickych tkani a organti v lidském téle.
Jeho hlavnim zamérem je poskytnout pacientim trpicim tkanovymi defekty moznost obnovit
funkce jejich poskozenych nebo ztracenych tkéani, coz miize vést ke zlepseni jejich kvality
zivota a snizeni poteby ¢ekani na vhodné darce organt nebo tkani (Langer, R., & Vacanti,

J. P., 1993).

Cilem TI je konstruovat a kultivovat mimo lidsky organismus zivé, funkéni tkané nebo
organy pro naslednou transplantaci pacientovi s cilem nahrazeni nebo stimulace regenerace
posSkozenych organti ¢i tkani. Jinymi slovy, na mist¢ defektu by meéla byt obnovena
trojrozmérna struktura tkdn€. Vzhledem k tomu, Ze poptavka po transplantacich roste
kazdym rokem, tradi¢ni darcovstvi neni schopno zajistit vSechny pacienty potiebujici
transplantaci (P. Sharma 2022). Kromé toho TI umozfiuje snizit poet experimentli na
zvitatech. VSe, co je potieba k testovani 1éki a kosmetiky, mohou védci nyni vytvaret

Vv laboratofi (Shpichka 2023).

Je dulezité zduraznit, ze bézné implantaty z inertnich materidli mohou odstranit pouze
fyzické a mechanické nedostatky poskozenych tkéni, na rozdil od tkani ziskanych
inZzenyrskym zptsobem, které obnovuji také biologické (metabolické) funkce. Jinymi slovy,
dochazi k regeneraci tkané, nikoli pouhému nahrazeni syntetickym materialem (Bates C.
2012).

Nicméné pro rozvoj a zdokonaleni metod rekonstrukéni mediciny zaloZenych na TI je
nezbytné spravné navrhovani novych vysoce biologickych funkénich materiali. Materialy
pouzivané pro bioimplantity mély by se podobat zivym tkanim a spliiovat nasledujici

pozadavky (Bates C. 2012):

- Podpora regenerace
- Biokompatibilita
- Schopnost udrzovat krevni zdsobovani

- Adaptace jako reakce na okolni faktory, véetné mechanické zatéze.
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2.1 Historie tkanového inZenyrstvi

Tl jako disciplina zacalo svoji historii v prvni poloving 20. stoleti. Zakladem pro jeji vznik
byly teoretické a praktické vyzkumy vytvareni "umélych" organti a tkani a prace v oblasti
transplantace bunék a biologicky aktivnich slozek na nosi¢ich k obnové poskozeni riznych

tkani v organismu (Langer R., Vacanti J.P., 1993).

Zakladni pochopeni fungovani lidskych tkani vzniklo daleko diive, nez bychom mohli
ocekavat. Jiz v dobé& neolitu byly Svy pouzivany k uzavirani ran a urychleni hojeni. Pozdé&ji
civilizace, jako naptiklad staroveky Egypt, vyvinuly kvalitn€j§i materialy pro Siti ran,
naptiklad Inéné nité. Pfiblizné€ kolem 2500 roku pied nasim letopoctem byly v davné Indii
vytvafeny koZni transplantaty odfiznutim kize z hyzdi a jejich pfiSivanim k mistim ran na
uchu, nosu nebo rtech. Starovéci Egyptané Casto piesazovali kiuzi z t€l na zivé lidi, a dokonce
se pokouseli pouzivat med jako antibiotikum a tuk jako ochrannou bariéru k prevenci
infekce. V 1. a 1. stoleti naseho letopoctu Gallo-Romanci vyvinuli implantaty z kovaného

zeleza (Gluchanova 2021).

S pribéhem casu a rozvojem technologii se Tl neustale vyvijelo. Na zacatku lidé pouzivali
vzorky piimo z tél lidi nebo zvitat. Nyni ma T schopnost nahradit mnoho tkani v t€le pomoci
modernich metod, jako je naptiklad trojrozmérny biotisk v kombinaci s buiikami ptivodnich

tkani (Gluchanova 2021).

V roce 1960 byli Vichterle a Lim prvnimi, kdo publikovali experimenty s hydrogely pro
konstrukci kontaktnich ¢ocek. Béhem nasledujicich dvou desetileti se prace v této oblasti
rozvijely pomalu, ale pozd&ji nasly podporu, kdyz byly hydrogely ptepracovany pro Cilené
dodavani 1€kt. V roce 1984 Charles Hall vyvinul biotisk, pfeménujici inkoustovou tiskarnu

Hewlett-Packard na zatizeni schopné aplikovat buiiky ve 2D (Gluchanova 2021).

Jamese Thompson pracoval nad kultivaci prvnich linii lidskych kmenovych bunék v roce
1998 s naslednou transplantaci prvnich v laboratofi syntetizovanych organt v roce 1999 a
vytvorenim prvniho biotisku v roce 2003 na Univerzité v Missouri. Také v Missouri se

védcim podafilo vytisknout mini-organoidy a organy na Cipech, coz prakticky pomohlo
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porozumét funkcim lidského téla. Farmaceutické spolecnosti doted’ pouzivaji tyto modely k
testovani 1é¢iv pred prechodem k testovani na zvitatech. Tym z University v Utahu vytiskl
usi a uspésné je prenesl détem narozenym s vadami, kvili kterym zdstaly usi ¢asteéné

nedovyvinuté (Gluchanova 2021).

2.2 Zakladni pojmy a principy

V soucasné dobé jedna ze strategii tkanového inzenyrstvi je nasledujici (obrazek 3)
(Shpichka 2023):

1. Odbér a kultivace vlastnich nebo darcovskych kmenovych bunék.

2. Vyvoj a navrzZeni specialniho nosi¢e bun€k (matrix) z biokompatibilnich materiala.

3. Aplikace bunééné kultury na matrix a proliferace bunék v bioreaktoru za specifickych
podminek kultivace.

4. Pfimé zavedeni tkanoveé inzenyrské konstrukce do postizené oblasti organu nebo
piedbézné umisténi v oblasti s dobfe vyvinutym cévnim zdsobenim pro dozrdvani a

formovani mikrocirkulace uvniti konstrukce neboli prefabrikace.

mechanicka dp
stimulace
rustovy
faktor
implantace biopsie
et e ©
DAt S
o
izolace bunék
vyvoj tkané

i \

scaffold

Q

a — e

kultivace bunék

poliferace bunék

Obrazek 3 — Princip tkanového inZenyrstvi (WikiSkripta, projekt 1. 1ékarské fakulty a
Univerzity Karlové).
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Matrix se po uré¢ité dob&é po implantaci do organismu hostitele zcela ztrati (v zavislosti na
rychlosti ristu tkan€), a na mist¢ defektu zlstane pouze nova tkan. Je také mozné
implantovat matrix s jiz ¢aste¢né utvorenou novou tkani (biokompozit). Samoziejmé, po
implantaci tkanove inzenyrska konstrukce musi zachovat svou strukturu a funkce po dobu
dostate¢nou k obnoveni norméaln¢ fungujici tkané na misté defektu a integrovat se s okolnimi

tkanémi (Shpichka 2023).

2.2.1 Typy bunék v tkafiovém inZenyrstvi

Vyroba inzenyrské tkané in vitro vyzaduje pouziti bunék k osidleni matric a k produkci
matrice pripominajici pfirozenou tkan. Hlavni uspéchy v tomto oboru jsou ziskané diky
pouziti primarnich bunék, odebranych pacientovi pro pouziti ve spojeni s nosici k vytvoreni
tkan€ pro opétovné zavedeni. Tato strategie vSak ma sva omezeni kvili invazivni povaze
sbéru bun€k a moznosti, ze se buiikky nachazeji v nemocném stavu. Proto se pozornost
zamétila na pouziti kmenovych buné€k, véetné embryondlnich kmenovych (ES) bunék,
mezenchymalnich kmenovych bun¢k z kostni dien¢ (BM-MSCs) a mezenchymalnich

kmenovych bunék z pupecnikové krve (UC-MSCs) (Howard et al., 2008).

2.2.1.1 Primarni bunky

Primérni buiiky jsou zralé bunky konkrétniho typu tkané, které 1ze ziskat ptimo z téla darce
(ex vivo) chirurgickym zptisobem. Pokud jsou primarni buiikky odebrany od konkrétniho
organismu-darce a je pozdéji potieba je implantovat zpét do tohoto organismu jako piijemce,
je pravdépodobnost odmitnuti implantované tkané vyloucena, protoze existuje maximalni
mozna imunologickd kompatibilita mezi prvnimi buiikami a ptijemcem, takhle je zajisténa

autogenita (Shpichka 2023).

Primarni butiky mohou prochazet délenim, ale velmi limitované — jejich potencial k mnozeni
a rustu je nizky. Pti kultivaci téchto bungk in vitro (prostfednictvim tkanového inzenyrstvi)
muize dojit k dediferenciaci nékterych typi bun€k, coz znamena ztratu specifickych
individualnich vlastnosti. Naptiklad chondrocyty, které jsou zavedeny do kultury mimo télo,

casto produkuji fibrézni chrupavku namisto prihledné (Shpichka 2023).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

Vzhledem k tomu, Ze primarni buiitky mohou ztratit své specifické vlastnosti, vznikla potieba
alternativnich zdroji bun€k pro rozvoj technologii bunééného inzenyrstvi. Jako alternativa

k nim se staly kmenové buitky (Woollacott 2011).

2.2.1.2 Kmenové buiiky

Kmenové buriky jsou nediferencované bunky (Obrazek cislo 4), které maji neomezenou
schopnost déleni, samo obnovy a diferenciace do riznych typt specializovanych bunék pod
vlivem konkrétnich biologickych stimuli (Chugunov 2009). Kmenové bunky jsou rozdéleny
do dvou hlavnich kategorii: ,,dospélé“ (adultni) a ,,embryonalni®. Embryonalni kmenové
bunky se vytvareji z vnitini hmoty embrya v rané fazi vyvoje, zatimco dospélé kmenové
buiiky pochézeji z tkani dospélého organismu, jako je napiiklad pupecnikova krev, kostni
dfen, tukova tkan nebo dokonce plodova tkan (Woollacott 2011). Existuje ale eticky problém
spojeny s nevyhnutelnym zni¢enim lidského embrya pii ziskavani embryonalnich

kmenovych bunék (Chugunov 2008).

Obrézek 4 — Morfologie embryondlnich kmenovych bunék mysi (linie buné¢k ESR1) pii
zvétSeni 100x, vlastni fotografie potizena pomoci inverzniho mikroskopu (Olympus).

Proto je preferovano ziskavani bunék z tkani dospélého organismu. Naptiklad v roce 2007
objevil Sindza Jamanaka (Shinya Yamanaka) z Univerzity v Kjotu v Japonsku indukované
pluripotentni kmenové bunky (iPSC), které se ziskavaji z kuze a dal$ich povrchovych tkani

Cloveéka. iPSC jsou specialni typ kmenovych bunék, které jsou vytvofeny pfeménou
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dospélych bunék, obvykle kiize nebo krevnich bunék, zpét na stav podobny embryondlnim
kmenovym bunkam. Tato pfeména je dosazena v laboratornich podminkach obvykle za
pouziti kombinace transkrip¢nich faktord, které jsou schopny reprogramovat diferencované
bunky zpét na stav pluripotence. iPSC maji schopnost se neomezené¢ mnozit a diferencovat
do rtznych typa bunégk téla, coz je déla velmi uziteCnymi pro vyzkum a 1ékarské aplikace.
Jsou povazovany za alternativu k embryonalnim kmenovym buitkam, které vyvolavaji etické
a pravni otazky (Obokata A Vacanti 2014). iPSC oteviraji dosud nevidané moznosti pro

regenerativni medicinu (Chugunov 2009).

Dalsi moznosti rozdéleni kmenovych buné€k je na zéklad¢ jejich diferenciacniho potencialu,
pak je délime na totipotentni, pluripotentni, multipotentni a unipotentni. Totipotence je
schopnost jedné bunky vytvofit jakykoli typ diferencované bunky v organismu, zatimco
pluripotence odkazuje na schopnost jedné bunky diferencovat se do bunék vsech tii
zérode¢nych vrstev embrya, ale ne do mimoembryondlnich tkani. Nicméné, ve striktnim
slova smyslu, totipotence se odkazuje na schopnost jediné buiiky vyvijet se do organismu
(Dang-Nguyen A Torres-Padilla 2015). Pfechod od totipotence k pluripotenci je doprovazen
zménami v metylaci DNA (Smallwood et. al., 2011), v modifikacich histond jako je
H3K27me3 a H3K4me3 a v aktivaci retrotransposont (Santos et. al., 2005). Nicméné,
jednou z nejvyraznéjSich vlastnosti béhem téchto stadii je aktivace nové vytvoreného
genomu. Soucasn¢ dochazi k zasadnim zméndm v remodelaci chromatinu béhem tohoto

klicového vyvojového obdobi (Dang-Nguyen A Torres-Padilla 2015).

Multipotentni lidské kmenové buiiky se nachazeji v mnoha tkénich téla, jako jsou svaly,
chrupavka, kosti, nervovy systém, jatra a slinivka bfiSni. Sem fadime naptiklad
mezenchymalni buniky (MSCs). MSCs maji schopnost diferencovat do riiznych bunécnych
typil, véetné osteoblastli (buiiky kosti), chondrocytt (buiky chrupavky) a adipocytl (tukové
buiiky). Jsou klicové pro proces regenerace a opravy tkani v téle. Mezenchymalni buiiky
mohou modulovat imunitni odpovéd’ tim, ze ovliviyji aktivitu imunitnich bunék (P. Sharma
2022).
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2.2.1.3 Dalsi typy bunék

Ackoliv jsou kmenové bunky nejvice diskutované v TI, setkame se i s vyuzitim jiz

diferencovanych bungk, které plni svoji danou funkci. Vybér typu bunék se pak bude odvijet

od finlni aplikace scaffoldu. Radime sem naptiklad:

Fibroblasty — bunky, které hraji klicCovou roli pfi tvorbé pojivovych tkani, jako jsou
Slachy a vazy (Obrazek ¢islo 5). Fibroblasty jsou odpovédné za tvorbu extracelularni
hmoty, ktera zahrnuje kolagen, elastin a glykoproteiny. Tyto latky poskytuji pevnost,
pruznost a strukturu tkanim. Fibroblasty mohou reagovat na signaly z imunitniho
systému a zucastilovat se imunitnich reakci, zejména pii zanétlivych procesech.

Diferencuji do myofibroblasti, které maji vlastnosti hladkého svalstva a jsou kli¢ové

pro kontrakci a smrsténi tkani béhem procesu hojeni (P. Sharma 2022).

AL %) 181 >
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Obrazek 5 — Mysi embryonalni fibroblasty (NIH/3T3), vlastni fotografie pofizena pomoci

inverzniho mikroskopu (Olympus). Zvétseni je 100x.

Endotelialni buiikky — tvofi vnitini vrstvu cév a jsou klicové pro tvorbu novych
cévnich struktur pfi tvorbé umélych cév nebo tkani. Endotelialni buriky tvofi bariéru
mezi krvi a okolnimi tkdnémi. Tato bariéra reguluje pohyb latek a bunék mezi krvi a
tkanémi. Také hraji roli v regulaci pratoku krve tim, ze kontroluji primeér cév a
reaguji na signaly, které ovliviiuji dilataci a konstrikci cév (Shpichka 2023).

Endotelidlni buniky jsou zodpovédné za tvorbu novych cév, coz je proces zndmy jako
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angiogeneze. Tato schopnost je dulezita pti hojeni ran a pfi rustu tkani. Endotelidlni
buiiky tvofi vnitini vrstvu cév a jsou usporadany tak, aby vytvarely hladky povrch,
ktery minimalizuje tfeni a odolava tvorbé krevnich srazenin. Maji specifické ptipojné
proteiny a receptory, které umoziuji komunikaci s okolnimi bunikami a regulaci

ruznych fyziologickych procest (P. Sharma 2022).

e Kardiomyocyty — srde¢ni buiky, které jsou dilezité pro vytvareni umélého
srde¢niho svalu. Kardiomyocyty jsou odpovédné za kontrakci srdce, coz zajistuje
pumpovani krve do celého téla. Maji vysoky obsah myofibril, coz jsou struktury
umoznujici svalovym vlaknim kontrakci. Kontrakce kardiomyocytii je fizena
komplexnim systémem iontovych kanalt a signalnich drah. Kardiomyocyty jsou
studovany v oblasti tkdflového inZenyrstvi s cilem vytvoftit funkéni srde¢ni tkan pro

transplantace nebo modelovani onemocnéni (Shpichka 2023).

e Kozni buniky — buiky, které¢ jsou pouzivany pro vytvareni umélych kiizi nebo

povrchovych vrstev pro rizné tkanove inzenyrské aplikace.

e Hepatocyty — buiiky jaterni tkdné€, které jsou dulezité pro vytvareni umélych

jaternich tkani nebo organu (E. Woollacott 2011).

2.3 Aktualnost a moznosti tkanového inZenyrstvi

Tl predstavuje pokrocily pristup k 16€be€ pacienta, ktefi utrpé€li ztratu nebo selhani tkané nebo
organu, s konecnymi cili obnoveni tkan¢ a prodlouzeni ocekavané délky zivota. Vyzkumnici
pracuji na hledéni alternativnich feSeni pro zvySenou poptavku po organech kvili nedostatku

darct a dalSim 1ékaiskym omezenim pro transplantace (Umar Aslam Khan et al., 2023).
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Tl se v poslednich letech rozsahle rozviji, a to nejen pro regeneraci tkani, ale také pro

regeneraci organu (Obrazek 6).

1968 — prvni transplantace bunék:
transplantace kostni diené.

1989 — objev kmenovych bunék v
pupeéni $nlre.

1993 — prvni linie kmenovych
1993 1998 bunék in vitro.
1998 - prvni zkonstruované
plavidlo.
4 2000 - prvni uméla tkén:
b [ 3 oy
\ transplantace kdze.
2002 - kmenové buiky a
regenerace cév.
2015 2013 2002 2000
2013 — implantovan umély mocovy
méchyi u pacienta z

myelomeningocele.

2015 — jatra vytvorené s tkéné
dércovskych jater.

2017 — 3D tisk cév.

2021 — zlepSovani 3D tisku.

2017 2021 2022 2022 — schaffoldy pro regenerace

tkani.

Obrazek 6 - ZjednoduSeny ¢asovy piehled pokroku v technologii tkanového inzenyrstvi.
Vlastni obrazek, inspirovano (Yasaman et al., 2023).

Biosenzory jsou uzitenymi nastroji v oblasti Tl, které jsou pouzivani k monitorovani a
hodnoceni stavu bunék a tkani béhem procesu regenerace nebo kultivace. Biosenzory jsou
analytickd zafizeni umoziujici detekci molekuldrnich interakei a preménu téchto interakci
na detekovatelny elektricky signal. Biosenzory zahrnuji kombinaci biologickych prvki, jako
jsou enzymy, DNA, RNA, metabolity, bunky, oligonukleotidy, transduktory, jako jsou
elektrochemické, optické, piezoelektrické, akustické a kalorimetrické biosenzory. Schopnost
pfemény biochemickych interakci do detekovatelné a kvantifikovatelné elektrické formy je
klicovym prvkem biosenzori (Mehrotra 2016). Biosenzory ziskaly sviij vyznam diky
nizkym vyrobnim nakladim, rychlé dobé odezvy, pienositelnosti, schopnosti kvantifikovat
biologické prvky v nepatrném métitku, vysoké specificité a citlivosti (Solaimuthu et al.,
2020).

DNA biosenzory byly vytvoreny na zaklad€ vlastnosti, Ze jednotetézcova nukleova kyselina
je schopna rozpoznat a vazat se na svilj komplementarni fetézec vzorku. Tato interakce je

zpusobena vytvorenim stabilnich vodikovych vazeb mezi obéma fetézci nukleovych kyselin
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(Wang 1998). Magnetické biosenzory: miniaturizované biosenzory detekujici magnetické
mikro a nano ¢astice v mikrofluidnich kanalech s vyuzitim magnetorezisten¢niho efektu maji
velky potencial z hlediska citlivosti a velikosti (Scognamiglio et al., 2014). Piezoelektrické
biosenzory existuji ve dvou typech: kvartovd mikrovdha a povrchové akustické vinové
zafizeni. Jsou zaloZzeny na méfeni zmén rezonanc¢ni frekvence piezoelektrického krystalu v

dusledku zmén hmotnosti na struktuie krystalu (Mehrotra 2016).

Opticky biosenzor je nejbéznéjsim typem biosenzord kvili jeho ptimé detekci v realném
Case. Optické senzory prevadéji svételnou energii na elektrické signaly, které lze Cist
integrovanym detektorem. Hlavnim cilem optického biosenzoru je produkovat signaly
ekvivalentni méfenému  substratu a  ziskdvat signdly biosnimacim  prvkem
(biorozpoznavani), ktery interaguje s analytem a snima svételnou interakci (opticky

pievodnik) a dale zesilovat signaly, které lze Cist detektorem (Solaimuthu et al., 2020).

Obréazek cislo 7 predstavuje schéma generovani signalu optickym biosenzorem.
Biorozpoznavaci prvky se mohou pohybovat od enzymt, protilatek, bun¢k atd. Snimace
pouzivaji k detekei signalti povrchovou plazmovou rezonanci (SPR), kterd vznika v tésné

blizkosti interakce analyt-biorozpoznavaci prvek (Solaimuthu et al., 2020).

Biorozpoznavaci prvek

Biomolekuly O

Opticky snimac Detektor
signdl

Obrazek 7 — Generovani signalu optickym biosenzorem. Vlastni obrazek (Inspirovano
Solaimuthu et al., 2020).
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2.4 Typy materiali vyuZivané v tkafiovém inZenyrstvi

2.4.1 Polymerni materialy

Polymerni biomaterialy jsou stale oblibené v aplikacich Tl kvili svym vyhodnym
vlastnostem, jako je pfizplsobiva struktura, vynikajici flexibilita, vrozena biokompatibilita,
fyziologicka aktivita, silnd mechanicka sila a pfiznivé biologické prostiedi. Polymerni
biomaterialy maji nékolik aplikaci v oblasti Tl, v¢etné¢ kosti, srdce, ktize, svalli, nervi, tstni

dutiny a cév (Umar Aslam Khan et al., 2023) (obrazek ¢.8).

Obrazek 8 - Vyuziti biomaterialti v tkafiovém inzenyrstvi (ptelozeno: Umar Aslam Khan et
al., 2023).

Polymerni biomaterialy jsou bud’ sitované nebo zpracované materialy, které mohou mit
struktury rozpustné ve vod¢. Sitované polymerni biomaterialy jsou polymery spojené do
trojrozmérné sit€ pomoci chemickych vazeb, coz vytvari trvalé spojeni mezi jednotlivymi
fetézci polymeri. Tato sitovana struktura poskytuje materidlu vétsi stabilitu a mechanickou
pevnost, maji také zlepSenou odolnost vii¢i degradaci a stabilitu ve srovnani s nesitovanymi

polymernimi materialy (Umar Aslam Khan et al., 2023). Zpracované polymerni
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biomaterialy jsou materialy, které diky své linearni, ¢i rozvétvené strukture maji formu
rozpustou ve vodé. To znamend, Ze se mohou dispergovat ve vod¢, coz umozinuje snadnéjsi
interakci s biologickym prostiedim, coz je vyhodné pro urcité¢ typy lécebnych nebo

diagnostickych aplikaci (Umar Aslam Khan et al., 2023).

Polymerni biomaterialy mohou byt vyvinuty z pfirodnich i syntetickych polymera. Také
mohou byt klasifikovany podle riznych parametrti, véetné¢ metody vyroby, mechanickych,
strukturdlnich, fyzikalné-chemickych a biologickych charakteristik. Tyto materidly mayji
potenciadlni vlastnosti a odezvy, jako jsou teplota, pH, povaha iontti atd., s moznymi

aplikacemi v oblasti t€lesného inzenyrstvi (Liu 2023).

2.4.1.1 Biopolymery

Ptirodni polymery ziskaly v poslednich desetiletich znaénou pozornost pii vyrobé
biomateridll v oblasti tkanového inZenyrstvi. Materidl je vybirdn na zakladé jeho
rozpustnosti,  struktury, hydrofilnosti, povrchové morfologie, biodegradace a
biokompatibility (Khan et al., 2022). Pfirodni polymery byly pouzity k vytvofeni
biomaterialll pro asistenci s tkanémi, jako jsou kosti, mocovy méchyft, chrupavka, rohovky,
srde¢ni chlopné, nervy, slinivka bfi$ni a kiize (Ullah a Chen, 2020). Produkty zaloZené na
prirodnich polymerech jsou fizen¢ biodegradovatelné a maji laditelné fyziomechanické
chovani s zadouci architekturou a konstrukci v aplikacich TI. Syntetické polymery jsou
oblibené v oblasti tkanového inzenyrstvi v nékolika biomedicinskych aplikacich kvili jejich
fizenym a optimalizovanym vlastnostem, jako jsou mechanické, povrchové, velikost port a
objemové porozity. Nicméné syntetické polymery maji méné mozZnosti nez pitirodni
polymery, pokud jde o podporu a udrzeni mikroprosttedi hostitelské biomedicinské lokality.
Ptirodni polymery poskytuji vynikajici bioaktivni vlastnosti, které podporuji interakci
biomaterialu s buitkami a zvySuji u¢innost bunék v biologickém systému (Umar Aslam Khan

etal., 2023).

2.4.1.1.1 Alginat

Alginat je aniontovy polymer, ktery obvykle pochazi z hnédych moiskych fas. Ziskal
popularitu diky potencidlnim vlastnostem, jako jsou biokompatibilita, cytokompatibilita,
antibakterialni aktivita a gelace. ProSel rozsahlym vyzkumem a je pouzivan v rGznych

biomedicinskych aplikacich (Safarin et al., 2023). Hydrogelem z alginatu lze vytvaret
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riznymi technikami sitovanou strukturu, protoze ma strukturalni podobnosti s extracelularni
matrix (ECM) v biologickych tkanich. Jeho gely umoznuji mnoho aplikaci pfi transplantaci
bunék, 1écbé ran a dodavani bioaktivnich latek, vcetné proteinovych molekul, malych
molekulovych 1ékia (Penglei Cui et al., 2023). Podporuje hojeni tkani uchovanim
fyziologického mikroprosttedi vlhkosti a snizovanim bakteridlniho ristu na misté poskozené
tkan¢. Gely z alginatu lze také aplikovat injekéné€ s minimalni invazivitou nebo podavat
ustné. Tyto techniky umoznuji mnoho aplikaci v oblasti Tl a farmaceutiky (Chia et al.,
2022).

2.4.1.1.2 Kolagen

Kolagen je pfitomen v mnoha dtlezitych tkanich a organech, véetné kiize, kosti, krevnich
cév a srdcové tkang, a Casto se vyuziva v oblasti T1 pro rekonstrukce a opravy tkani (Bharat
Charbe et al., 2022). Kolagen muze ovliviiovat morfologii, adhezi, migraci a diferenciaci
bunék. Ma nizkou imunogenicitu, strukturu s vyznamnou permeabilitou, vynikajici
biokompatibilitu a biodegradabilitu. Na zakladé svych vynikajicich vlastnosti je vhodnym
biomateridlem pro nosi¢e Tl (Pradyumna Kumar a Ganguly 2023). Kdyz jsou kolagenové
nosi¢e hydratované, ztraceji svou mechanickou odolnost a strukturdlni stabilitu, coz
ovliviiuje tkang, pro které mohou byt pouzity. Fyzikaln€ nebo chemicky lze pouzit techniky
k ptekiizeni molekul kolagenu, ¢imz se zlepsi mechanické vlastnosti nosice. Nicméné bylo
vyvinuto mnoho kolagenovych biomaterialti, do kterych jsou zaclenény dalsi latky k zvyseni

mechanické odolnosti kolagenovych nosi¢t (Umar Aslam Khan et al., 2023).

2.4.1.1.3 Celuloza

Biomaterialy vyrobené z celuldzy a jejich derivati maji zdsadni biomedicinské vlastnosti,
které zvySuji jejich vyznam ve srovndni s ostatnimi pfirodnimi a syntetickymi polymery
(Ethan Li 2019). Je to biopolymer s vSestrannymi vlastnostmi diky své funkéni Gprave,
modifikaci a optimalizaci, coz z n¢j €ini potencidlni materidl v biomedicinskych aplikacich
pro vyvoj biomateriall, které ptipominaji ptirozenou ECM. (Hasanin 2022). Vytvaii
biokompatibilni mikroprostiedi pro buriky, které podporuje adhezi, proliferaci, migraci a
diferenciaci bun¢k. MiiZe regulovat a funkcionalizovat tkdné, aniZ by vyvolala jakoukoli

reakci hostitele na misté tkané hostitele (Hasanin 2022).
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2.4.1.1.4 Kyselina hyaluronovd

Kyselina hyaluronova je glykosaminoglykan pfitomny v mezibunééné tkdni mé nékolik
potencidlnich biomedicinskych aplikaci, vcetné substrati pro kultivaci bun¢k a
kosmetickych vyrobki (Ucm 2022). Jeji fyzikalni a biologické vlastnosti, at’ uz ve formé
roztokd nebo hydrogeld, jsou lakavé pro riizné biomedicinské aplikace v oblasti opravy a
regenerace tkani. Ziskava zdjem v biomedicinskych aplikacich diky své funkc¢nosti,
mechanismu Uéinku a schopnosti vytvaret vhodné strukturované biomaterialy (Sekar et al.,
2023). Pfedchozi hodnoceni kyseliny hyaluronové se zaméfovala na chemické upravy,
biologické procesy a l€karské pouziti, jako jsou viskosuplementace, 1éCba ran, cileni a

dodavani lé¢iv (Umar Aslam Khan et al., 2023).

2.4.1.2 Spyntetické polymery

Syntetické polymery jsou uméle vytvorené makromolekuldrni latky, které mohou byt
pouzity v riiznych odvétvich, vcetné biomediciny a Tl. Tyto polymery jsou vytvareny
chemickou syntézou a maji rizné vlastnosti, které umoziuji jejich pouZziti v riznych
biomedicinskych aplikacich, jako jsou nosice 1é¢iv, implantaty nebo nosice pro Tl. Mezi
piiklady syntetickych polymert patii polyethylenglykol (PEG), polyglykolidy (PGA),
polykaprolakton (PCL) a polyvinylchlorid (PVC). Tyto polymery mohou byt navrzeny tak,
aby mély urcité vlastnosti, jako je biodegradabilita nebo biokompatibilita, podle konkrétnich

potieb aplikace (Umar Aslam Khan et al., 2023).

2.4.1.2.1 Polyethylenglykol

PEG je synteticky a biodegradovatelny polymer, je rozsahle studovan pro potencidlni
aplikace v riiznych biomedicinskych oblastech, Tl a regenerativni medicin€. Je dobie
znamym biomateridlem diky svym vyjimecnym vlastnostem, v€etné¢ mimotadné flexibility,
biokompatibility, hydrofilnosti a rozpustnosti ve vodé (Peng et al.,, 2020). Vyroba
tiirozmérnych nosicu, které usnadiuji adhezi, proliferaci a diferenciaci bunék kostni tkang,
muze byt dosaZzena pomoci hydrogelli na bazi PEG. Hydrogely mohou replikovat sloZeni a
strukturu ECM nalezené v kostni tkéni, usnadfiujici interakce bun€k se nosiCem a
podporujici regeneraci tkan¢ (Suamte et al., 2023). Hydrogely obsahujici buiiky mohou
generovat bioaktivni molekuly a usnadiiovat proces opravy kostni tkan¢. Potahy na bazi PEG
mohou byt vyuZity u lékatskych implantati a ortopedickych zatizeni. Tyto potahy zvySuji
jejich biokompatibilitu a snizuji pravdépodobnost imunitnich reakci a dalSich souvisejicich

problémt (Orinakova et al., 2022). Hydrogely na bazi PEG mohou byt kombinovany s
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riznymi latkami, jako jsou jiné polymery nebo keramika, k vytvoteni kompozitnich nosic¢t
s vylepsenou biologickou a mechanickou funkcionalitou. Materidly nosi¢ti na bazi PEG
mohou mit Sirokou Skalu molekulovych hmotnosti, hustoty zesiténi a dalSich vlastnosti,

které podporuji opravu a regeneraci kosti (Umar Aslam Khan et al., 2023).

2.4.1.2.2 Polykaprolakton

PCL ziskal zna¢ny zajem v oblasti regenerace kosti a tkdnového inzenyrstvi diky svym
biodegradovatelnym a biokompatibilnim vlastnostem (Umar Aslam Khan et al., 2023).
Vyroba poréznich nosict s fizenymi praméry port, mechanickymi vlastnostmi a rychlostmi
degradace muze byt provedena pomoci PCL. Tyto nosi¢e poskytuji trojrozmérnou sit, ktera
usnadniuje piilnavost, proliferaci a diferenciaci osteoblastti tvoficich kosti a aktivujicich
regeneraci tkané (Chen et al., 2023). Nosice na bazi PCL jsou ¢asto kombinovany s jinymi
materidly (polymery, kovové nanocastice a keramika), aby se zvysily jejich biomechanické
a fyzikalné-chemické vlastnosti. Jejich tuhost a tahova pevnost mohou byt upraveny tak, aby
spliovaly mechanické pozadavky cilové kostni tkan¢ (Rezania et al., 2022). PCL muze
obklopovat kmenové nebo osteoblastové buriky, coz vede ke vzniku struktur bohatych na
bunky, které podporuji regeneraci tkan¢ (Valizadeh et al.,, 2022). Lee a kolegové
syntetizovali tisknutelny polymerni kompozitni material z PLA/B-trikalciumfosfatu k

vytvoifeni 3D nosice pro tkanové inzenyrstvi kosti. (Lee et al., 2020).

2.4.1.2.3 Polyglykolova kyselina

PGA je biodegradovatelny polymer s potencialem pro aplikace regenerace a opravy kosti.
Stala se prfedmétem rozsahlého vyzkumu a vyuzivani v biomedicinskych a tkanovych
inzenyrstvich. Pravidelné se kombinuje s jinymi materidly (polymert a keramiky), aby se
zlepsily mechanické vlastnosti PGA, takové jako je napiiklad elasticita, rozpustnost ve vodé
a pevnost. Lze ji pouzit k vyrobé poréznich nosi¢l s fizenymi velikostmi pord a
mechanickymi vlastnostmi (Eun Song et al., 2023). Tyto nosi¢e poskytuji docasny ramec
pro pfilnuti, rist a tvorbu nové tkan¢ kosti a pak se rozkladaji na glykolovou kyselinu jako
vedlejsi produkt. Ackoliv je PGA velmi kiehkd, jeji mechanické vlastnosti 1ze upravit
zaClenénim jinych materidli do syntetizovanych kompozitii, které pfipominaji vlastnosti
ptirozené kostni tkan€. Byla pouZita pro bunécnou terapii k obaleni osteoblastovych bun¢k
a injekci do defektnich oblasti k podpofe regenerace tkané (Kunwong etal., 2021). Shuai a
kolegové vyrobili bioaktivni nosi¢ z PGA/HAP/poly-l-laktidu (PLLA) se zvySenou

degradaci, bioaktivitou a osteogenezi. Také uvedli, Ze nosi¢e podporovaly biomineralizaci,
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zivotaschopnost a proliferaci bunék a jsou potencidlnimi materidly pro regeneraci kosti a

kostnich aplikace (Shuai et al., 2021).

2.4.2 Bioaktivni keramika

Vyroba biomateriald pro TI, véetné mékkych a tvrdych tkéani, zahrnuje aktivni reakci
bioaktivni keramiky. Jako aktivni reakce chapeme schopnost materidlu vyvolavat specifické
biologické odpovédi nebo interakce v téle, coZ nasledovné ovlivni procesy hojeni a
regenerace tkani a bunék. Bioaktivni keramika interaguje s biofluidy, aby podporovala
fyziologické interakce se zvysenou bunéénou aktivitou. Casto pouzivanymi bioaktivnimi
materidly jsou hydroxyapatit (HAp), tricalcium fosfat (TCP), skelna keramika a bioaktivni
skla jako silikdtova a fosfatovd skla. Jejich cCasto nedostateCna biokompatibilita a
biodegradabilita vSak omezuji jejich potencidl pro aplikaci v klinickém prostiedi. Tyto
obtize lze ptekonat kombinaci polymerti nebo pouzitim kompozitnich materiali, které
zlepSuji vlastnosti nosi¢e a umoziuji regulovany rozklad a biologickou kompatibilitu v
aplikacich Tl. Metodou dosazeni konstruované a biologické t¢innosti v tvrdych tkénich a
mekkych tkanich je vyroba polymernich kompoziti s vyuzitim pfirodnich polymert a

anorganické bioaktivni keramiky (Umar Aslam Khan et al., 2023).

2.4.3 Kovy

Kovy maji v tkanovém inzenyrstvi nékolik aplikaci a vyuziti, zejména pii vyrob¢ implantat
a lékarskych prostiedkti. Kovové materidly, jako je nerezova ocel, titan, kobalt-chromové
slitiny a dalsi, jsou bézn¢ pouzivany jako material pro vyrobu ortopedickych implantata,
jako jsou umeélé klouby, Srouby, hieby a destiCky. Nékteré specialni kovy, jako je hoicik,
jsou biodegradovatelné a mohou byt pouzity pro vyrobu do¢asnych implantatt, které se
postupné rozkladaji a nahrazuji se tkanémi béhem hojeni. Metal-organic frameworks
(MOFs) jsou tfirozmérné krystalické struktury vytvofené silnymi interakcemi mezi
kovovymi ionty a organickymi spojovadly. Pravidelné pory a ultravysoka porovitost jsou
byt pouZivany v riznych oblastech, jako je technologie senzort, katalyza, separace plynt a
lI¢kafské aplikace. MOFs lze snadno pfipravit pomoci mechanochemickych,
sonochemickych, elektrochemickych a solvochemickych postupti (Reza Ramezani at al.,
2019).
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V poslednich letech doSlo k rychlému narGstu pouziti nanoMOFsS nanomateridli v
biosenzorech, biozobrazovani, podavani 1ékd, genové terapii. Navic nanoMOFs ziskaly
velkou pozornost mezi védeckou komunitou v oblasti regenerativni mediciny a TI. Studie
také prokazaly, ze nanoMOFs poskytuji kmenovym bunkam vodici signaly ke zlepSeni jejich
adheze, proliferace a diferenciace smérem k pozadovanym typim bunék. Modifikace
biomaterialti s MOFs a nanoMOFs vede ke zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti nosict,
vcetné hrubosti, funkénich skupin, porézni struktury a hydrofility, coz jsou pravdépodobné
hlavni diivody pro podporu adheze bunék a jejich odpovédi. Kromé toho mohou nanoMOFs
slouzit jako nosice pro zatiZzeni riistovymi faktory nezbytnymi pro diferenciaci bunék a
antibiotiky pro inhibici infekce. Zaclenéni nanoMOFs s nosici vede k vyssi kapacite zatizeni
1é¢iva nez pouhy polymerni nosi¢ diky vysokému povrchu a vynikajici porovitosti

nanoMOFs (Asadniaye Fardjahromi et al., 2022).

2.5 Scaffoldy

Pro organizace, podporu ristu a diferenciace bun€k pii procesu rekonstrukce poskozené
tkan¢ je nezbytny specialni nosi¢ bun¢k — matrix, coz je trojrozmérna sit’ podobna houbé
(obrazek 9). K jejich vytvoreni se pouzivaji biologicky inertni syntetické materialy,
materidly zaloZzené na ptirodnich polymerech (chitosan, alginat, kolagen) a biokompozity.
Ve Tl se 3D struktury, scaffoldy, pouzivaji jako nosi¢e bunék a matrice pro vytvoieni
tkanovych nahrad. Tyto scaffoldy poskytuji fyzickou podporu pro bunéény riist a umoznuji
témto buitkam vytvorit tfirozmérné tkanové struktury, které maji podobné vlastnosti jako
piirozend tkan v téle. Napiiklad ekvivalenty kostni tkan¢ jsou ziskdny sméfovanou
diferenciaci kmenovych bunék kostni dfené, pupecnikové krve nebo tukové tkdné na
osteoblastech, které jsou pak aplikovany na rizné materialy, které podporuji jejich déleni
(napiiklad darcovska kost, kolagenové matrix atd.) (Shpichka 2023).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

i

i

Obrazek 9—A) sitované (B) dBECM-gelatin (C) sitované dBECM-gelatin (D) rohoze
(Baiguera, S., et al., 2014).

Intuitivné by nejlepsim scaffoldem pro upravenou tkan mélo byt ECM cilové tkané v jejim
nativnim stavu. Nicmén¢ mnoho funkci, komplexni slozeni a dynamickd povaha ECM v
nativnich tkanich ztézuji pfesné napodobeni. Soucasnym konceptem scaffoldu v TI je proto

alespon Caste¢né napodobovat funkce nativniho ECM (Chan a Leong 2008).

Scaffoldy by mély poskytovat prazdny objem pro vaskularizaci, tvorbu nové tkané a
remodelaci, aby se usnadnila integrace hostitelské tkan€ po implantaci. Biomateridly by
mély byt zpracovany tak, aby poskytly dostatecné porézni strukturu pro ucinny transport
zivin a metabolitt, aniz by doslo k vyznamnému ohrozeni mechanické stability scaffoldu.
Kromé toho by biomaterialy mély byt také degradovatelné po implantaci, rychlost
odpovidajici rychlosti produkce nové vyvijejici se tkani (tabulka 1) (Chan a Leong 2008).
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Tabulka 1: Funkce ECM v nativnich tkanich a scaffoldu v uméle vytvorenych tkanich

(upraveno dle Chan a Leong 2008).

Funkce ECM v nativnich
tkanich

Analogické funkce
scaffoldi v uméle

vytvorenych tkanich

Architektonické, biologické a
mechanické vlastnosti

scaffoldu

Poskytuje strukturalni

podporu (kostru) bunkam.

Poskytuje strukturalni

podporu pro exogenné

aplikované buiky, aby se

Biomateridly s  vazebnymi

misty pro bunky; porézni

struktura pro migraci bunék a

mohly  pfipojit,  rlst, | pro difizi Zivin; docasna
migrovat a diferencovat in | odolnost vuci biodegradaci po
vitro a in vivo. implantaci.
Piispiva k mechanickym | Poskytuje  tvarovou a | Biomateridly s dostateCnymi
vlastnostem tkani mechanickou stabilitu | mechanickymi vlastnostmi
tkanovému  defektu a | vypliuji  prdzdny  prostor

dodava tuhost a pevnost

upravenym tkénim.

defektu a simuluji tkané.

Poskytuje bioaktivni

podnéty  bunkam, aby

reagovaly na své

mikroprostiedi.

Aktivné  interaguje s

bunkkami a  usnadiuje
¢innosti, jako je proliferace

a diferenciace.

Biologické podnéty, jako jsou

bunétna adhezivni vazebna
mista; fyzické podnéty, jako je

topografie povrchu.

Pisobi jako rezervoary

rustovych faktora a

potencuje jejich piisobeni.

Slouzi jako transportni
prostiedek a rezervoar pro
exogenné aplikované

faktory stimulujici rist.

Mikrostruktury a dalsi
matricové faktory zadrzujici

bioaktivni latky v scaffoldech.

Poskytuje flexibilni
prostiedi umoznujici
remodelaci v reakci na

dynamické procesy tkang,

jako je hojeni ran.

Poskytuje  objem  pro
vaskularizaci a tvorbu nové

tkané béhem remodelace.

Porézni

diftzi

mikrostruktury  pro
zivin a metabolitd;
maticovy design s fizenymi
degradacnimi mechanismy;
biomaterialy a jejich

degradované produkty.
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2.5.1 Autogenni scaffoldy

Biomaterialy pouzivané jako nosice v tkanovém inzenyrstvi hraji klicovou roli jako
nezavisla terapie pti aplikacich regenerace tkani. AvSak syntetické $t€py, xenografty a
allografty jsou v lidském téle vnimany jako cizi materialy, coz mize vést k suboptiméalnim
klinickym vysledkim. Nedavno se zacaly uplatiiovat autologni materialy z téla pacienta, coz
ziskava velkou pozornost v klinickém osetfeni a tkdflovém inzenyrstvi. V ramci tkanového
inZenyrstvi ma personalizovanad medicina za cil vytvaret tkdn¢ nebo organy, které jsou
specificky pfizpuisobeny genetickym charakteristikdm konkrétniho pacienta. Tato oblast
mize v budoucnosti hrat klicovou roli v 1écbé nemoci a poskytovani individudlné
prizptisobenych 1écebnych postupti. Navic autologni nosi¢e vybavené vyhodami tkanove
podobnych hydrogelti maji velky potencial stat se vysoce vSestrannym nastrojem v podob¢
personalizovanych hydrogela pro aplikace ve 3D bunécné kultufe a tkdniovém inzenyrstvi,
ptiklady vyuZiti a ziskani personalizovanych hydrogell jsou zndzornény na obrazku cislo 10

(Kong et. al., 2021).

Autogenni materidly

Vlasy Tkanové inzenyrstvi

Keratin

O @)
O

Fibrin
e

e

A

Autogenni hydrogely

Aplikace
O Hojeni
O Oprava kosti

O Srdeéni onemocnéni

O Navrh novych léCivych
latek

Obrézek 10 — Schéma ilustrujici zdroj (tkdn&/organy) personalizovanych hydrogeli a jejich
vyuziti v oblasti tkanového inzenyrstvi a reparace (upraveno dle Kong et. al., 2021).
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Zacina to analyzou genetického materialu pacienta. Na zékladé genetickych informaci lze
pak vytvaret tkané nebo organy, které nejen plni potieby pacienta, ale také pro minimalizaci
rizika odmitnuti transplantatu a zvySeni tispésnosti chirurgického zakroku. Personalizovana
medicina umoznuje lékafiim pfizpisobit lécbu kazdému pacientovi individualné. To
znamena, ze léCba mize byt Iépe cilena na konkrétni molekularni nebo genetické

charakteristiky onemocnéni (Kong et. al., 2021).

2.5.2 Vyrobni technologie

Existuje n€kolik metod vyroby scaffoldu (Ponamarev 2015):

e Elektrospinning — proces, pfi kterém jsou vladkna z polymerového roztoku
vytahovana elektrostatickym polem na substrat, kde vytvareji sitovou strukturu. Tato
metoda umoznuje vytvoreni tenkych vlaken s vysokou povrchovou plochou, coz je

idealni pro podporu bunécného ristu.

e Solvent casting (licovani rozpoustédlem) — rozpusténi polymeru ve vhodném
rozpoustédle za vzniku homogenniho roztoku. Tento roztok je poté pielit na plochou
podlozku a nasledné dochazi k odpateni rozpoustédla, timto vznikne polymerova

vrstva. Tato vrstva mize byt nasledné zpevnéna nebo upravena podle potieby.

e Vyluhovani €éastic — vytvoreni porézni struktury v polymeru pomoci ¢astic, které
jsou rozpustné nebo odstranitelné. Nejprve se piidaji Castice (naptiklad soli nebo jiné
materidly) do polymerového roztoku. Poté, co je vrstva prelita a ztuhne, Castice jsou

bud’ vylouhovany nebo odstranény z polymeru, ¢imz vznikaji dutiny a pory.

e Fazova separace — vytvoieni poru v scaffoldech pomoci rozdilnych rozpustnosti
slozek v polymerovém roztoku. Po ztuhnuti polymeru se nerozpustné faze odstrani,

¢imz vzniknou porézni struktury.

e 3D tisk —pfesné vytvareni 3D struktur pomoci postupného nanaseni materialu vrstva
po vrstvé. Tato metoda poskytuje kontrolu nad geometrii a vnitini strukturou
scaffoldu, coz je dulezité pro specifické aplikace v tkanovém inzenyrstvi. Touhle
metodou byl piipraven material z polycaprolaktonu (PCL) a polyvinylidenfluoridu
(PVDF), ktery byl testovan v praktické casti prace. Proto bude tato metoda

Vv nésledujicich kapitolach rozepsana podrobnéji.
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2.5.2.1 3D biotisk bez bunék

Trojrozmérny (3D) biotisk, je Spickova technologie pro vytvaieni biologickych struktur s
hierarchickou architekturou podobnou tém ptirozenym. Vyvoj zivych funkénich tkéni
umélym zptisobem mize vyieSit nesplnénou potfebu v oblasti nahrazovani tkani a
transplantaci organt. S timto pohledem ziskava biotisk ohromnou akceptaci od 1ékait a

vyzkumnikti po celém svété s cilem zlepsit Zivoty pacientl postizenych nemocemi (Matai
2020).

Technologie 3D tisku umozituje vytvaret objekty z plastu nebo kovu, ale pro biologické
struktury, jako jsou srdce nebo cévy, jsou potiebné specidlni mekké materidly. To
pfedstavuje vyzvu pro tradi€ni vrstevnaty tisk, protoze zdkladem pro nanaseni nasledujici
vrstvy materialu musi byt pfedchozi vrstva. Vhodné materialy pro biomedicinu, jako je
kolagen a fibrin, se usazuji pod svou vlastni vahou. Nyni vSak védci nasli zpisob, jak tento
problém obejit, a to pomoci specidlniho gelu na béazi mikro€astic Zelatiny. Tento
biokompatibilni material s nizkym mechanickym odporem zistava dostate¢né hustym. Jako
vzorek byly pouzity detailni 3D obrazy cév a srdce ziskané pomoci magnetické rezonance

(Ponamarev 2015).

3D tiskarna nanasi material vrstvu po vrstvé, a v ur¢itych mistech se vrstvy chemicky spojuji.
Nicméné stoji za zminku, ze pro nejmensi kapilary nejsou tiirozmérné tiskarny dostatecné
piesné. V této souvislosti se pouziva metoda multiphotonové polymerizace, ktera se pouziva
v polymernim prumyslu. Kratké intenzivni laserové impulsy, které zpracovavaji material
(uhlikovy nanovlaknity fotopolymer), tak silné excituji molekuly, Ze vzajemné interaguji a
spojuji se do dlouhych fetézcl. Timto zplisobem se material polymerizuje a stava se pevnhym,
ale elastickym, podobné jako pfirodni materidly. Tyto reakce jsou tak fizené, Ze s jejich

pomoci Ize vytvaiet nejjemnéjsi struktury podle trojrozmérného "naértu" (Peshkova 2019).

2.5.2.2 3D biotisk s burikami

Hlavni vyhodou bun&éného 3D biotisku je prostorové uspotadani zivych bunék v piesné
strukturované 3D hydrogelové matici napodobujici piivodni tkan nebo organ. Nicméné
nepravidelné a nekontrolované rozlozeni bunék v hydrogelovém bioinku mulze vést k
nerovnomeérné regeneraci tkdn€ ve 3D rozsahlych nebo komplexnich nosi¢ich s rozdilem v

biologickych a mechanickych vlastnostech v kone¢nych fazich (Bhattacharyya et al., 2021).
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Dosahnout homogenity slozeni matrixu pii vyrobé rozsahlych nosici a jeho
biomechanickych vlastnosti je velkou vyzvou v oblastech tkanového inzenyrstvi a 3D
biotisku. I kdyZ 3D biotisk nabizi mozné feseni pro piesné rekonstrukce vrstvenych tkanoveé
inzenyrskych struktur, komplexni rekonstrukce tkan¢ bez toxického kiizového vazebniho
Pozadovanych biomechanickych vlastnosti je dosazeno pouzitim bioinku, ktery obsahuje
vice slozek, jako jsou polymery tvofici hydrogel, bioaktivni mikro/nanopartikuly a
biomolekuly spole¢né s bunkami tvoficimi tkané (Bhattacharyya, Janarthanan a Noh, 2021).
Navic je vyzadovan in situ a kontinualni biotisk k minimalizaci poSkozeni bun¢k béhem

dlouhého tiskového procesu (Bhattacharyya 2023).

3D tisk organi s tryskovym systémem probiha nasledujicim zptisobem: biologicky
materidl je uchovavan v kartridzich, které¢ jsou rozpraSovany na hydrogelovy substrat. Tato
metoda je nachylnd k moznému nepifesnému vystiiku kapek a ucpani rozpraSovace, coz
muze vést k ztraté bunécného materialu. Tenhle zplisob neni vhodny pro viskézni materialy.
Tato metoda se nejcastéji pouziva k obnové tkéni, jako jsou kosti, chrupavka, svaly a kize

(Bhattacharyya 2023).

3D tisk organi pomoci mikroextruze: tato metoda se pouziva pii tisku organti a vyuziva
mikroextruzi. Material je pfivadén pneumaticky do pohyblivé hlavy extruderu, ktera pevné
uklada bunky. Oproti tryskovému tisku zahyne pii této metod¢ vice bunék. Mikroextruze se
vyuziva zejména pi1 3D tisku organii s vysokou hustotou, a lze jemné naladit podavani

materialu pomoci regulace tlaku (Bhattacharyya 2023).

2.5.2.3 P¥iklady vyuZiti 3D biotisku

V TI jsou bunky vysévany do 3D nosi¢it vyrobenych z ptirodnich, syntetickych nebo
smiSenych slozek, aby vytvotily konkrétni tkdn s koneénym cilem implantace do téla k
obnoveni funkce u pacientli. Naptiklad pro systém srdce na nosi¢i (Gu et al., 2024). Vysoka
umrtnost z divodu srde¢niho selhani vyzaduje u¢inné terapeutické strategie a in vitro
kardiologické modely (Zhang et al., 2021). Moderni pfistupy v Tl srde¢ni tkané dosahly
pokrokt ve vyvoji vysoce spolehlivych a fyziologicky relevantnich in vitro kardiologickych
modell, aby porozumély fyziologickym/patologickym mechanismiim srdce a urychlily

farmakologicky vyzkum tykajici se srdce. V poslednich letech byly in vitro kardiologické
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modely kombinovény s technologiemi lab-on-a-chip, coz podporuje rist systému srdce-
nosi¢ (Ma et al., 2021). Systémy srdce-nosi¢ jsou hlavné slozeny z mikrofluidnich ¢ipa a
kardialnich tkani na nosi¢i. Mikrofluidni nosi¢ umoznuje vytvareni pozadovanych in vitro
mikroprostiedi, vcéetné¢ kontrolovaného kultivaéniho média a dodavky plynu, aby
podporoval a reguloval kardialni mikrotkané na nosi¢i dynamickym zptisobem (Bhatia a
Ingber 2014). Rezim kultivace na vyzadani poskytovany systémy srdce-nosi¢ umoziuje
piesné reprodukovani procest vyvoje srdce a progrese onemocnéni in vitro. Navic jsou
vynalozeny vyznamné Usili na integraci riznych biosenzorti do systému srdce-nosi¢ pro
online monitorovani fyziologickych, patologickych a farmakologickych reakci v kardialnich
tkanich na nosici. Sledovani v redlném case je slibné pro presny sbér informaci o udalostech
probihajicich v kardialnich tkanich na nosi¢i na urovni bun¢k (mechanické, elektrické a

biochemické chovani) (Gu et al., 2024).

Jako dalsi ptiklad pouziti biotisku lze uvést vytvafeni cév. Aby vytvoiené cévy mohly
interagovat s bunikami organismu, jsou do nich integrovany modifikované biologické
struktury (naptiklad heparin) a proteiny pottebné pro ukotveni materialu. Na dalSim stupni
jsou do systému vytvorenych "trubi¢ek" ptipojeny endotelové bunky (jednovrstevny plast
plochych bunék, vypliiujici vnitini povrch krevnich cév) - aby se slozky krve nelepily ke

sténam cévniho systému a zaroven se volné po ném prepravovaly (Peshkova 2019).
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3 STATICKA KULTIVACE

Staticka kultivace se vyuziva pii péstovani bunck a tkani bez mechanického michani nebo
proudéni média. V oblasti T1 se jako prvni pro statickou kultivaci zacal vyuzivat tkanovy
plastik jako jsou napiiklad Petriho misky, lahve T75 a dalsi nadoby, ve kterych jsou bunky
a kultivaéni médium umistény v nepohyblivém stavu. V téchto systémech jsou bunky
umistény v uzavieném prostoru, ktery poskytuje optimalni podminky pro rist, véetné
teploty, vlhkosti a koncentrace CO». Staticka kultivace je Casto vyuZivana v malych
meéfitkach, naptiklad pro vyzkumné ucely. Tento pfistup mize byt vyhodny pro studium
specifickych biologickych procesti nebo pro ziskani tkani s vy$$imi organizacnimi
vlastnostmi. Nicmén¢ statickd kultivace mize byt omezena v rychlosti riistu a difuzi zivin,
zejména u vetSich objemi kultur. Pro vétsi objemy nebo pro zajisténi lepSich podminek pro
bunécny rast a diferenciaci se Casto upiednostiiuje dynamickd kultivace s aktivnim

michanim nebo priatokem média (Kanda et al., 2016).

Z4sadnim pfinosem kultivace za statickych podminek na tkanovém plastiku je jeji Siroka
dostupnost na komer¢nim trhu a jednoducha manipulace. Uplatnéni najdeme pii provadéni
vysoce kapacitniho screeningu farmakologickych sloZeni. Schopnost poskytnout stabilni a
reprodukovatelné podminky kultivace je klicova pro efektivni hodnoceni biologické aktivity
testovanych latek. Timto zpiisobem statické kultivace ptispiva k rychlému a systematickému

vyvoji novych 1é¢ivych piipravku a farmakologickych terapii (Kanda et al., 2016).

Pii statické kultivaci maji buiiky stabilni pfisun Zivin, vzduchu, stabilni teplotu a vihkost a
jsou obvykle subkultivovany za stejnych podminek. Nicméng¢, tyto podminky se vyrazné lisi
od téch, které panuji v t€le (in vivo). Vétsina studii provadénych s trojrozmérnym (3D)
kultiva¢nim systémem stdle vyuziva statické podminky. Buiiky v téchto systémech ptezivaji
pouze diky metabolizaci Zivin a kysliku, protoze jim chybi mechanickd stimulace a
dostate¢né smykové napéti tekutin (Wong et al., 2019). Pro napodobeni co nejptirozenéjsiho
prostiedi in vivo v in vitro podminkach je vhodné vyuzivat dynamickou kultivaci, které bude

vénovana nasledujici rozsahla kapitola.
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4 DYNAMICKA KULTIVACE

Dynamické kultivace piedstavuje proces péstovani bun€k v kultivanim prostiedi, kde
dochazi k neustalému pohybu nebo michani kultivaéniho média. Michani pomaha udrzovat
homogenitu kultivaéniho média, coz zajistuje rovnomérné rozlozeni zivin a kysliku pro
bunky. Pro ziskani trojrozmérného funkéniho tkdnového $tépu je statickd kultivace neticelna
kvili omezenim v hustoté bunck, vyzivé a podpoie kysliku. Dynamicka kultivace v
bioreaktorovém systému muiZze prekonat tato omezeni, a navic poskytnout moznost fidit

prostiedi s ohledem na pH, obsah kysliku a teplotu (Diederichs et al., 2009).

Dynamické kultivace nabizi nékolik vyhod oproti statické kultivaci, naptiklad dynamické
prostfedi napodobuje fyziologické podminky v téle 1épe neZ staticka kultivace, coz mize
vést k lepsi diferenciaci bun€k a vyvoji specializovanych bunéénych funkci. Také neptetrzité
michani v kultivaénim médiu zlepSuje interakce mezi bufikami a mezi buikami a

extracelularni matrix, coz je dilezité pro tvorbu tkani a organd (Diederichs et al., 2009).

4.1 Bioreaktory v tkanovém inZenyrstvi

Bioreaktory umoziuji méfitelny posun od laboratorniho vyzkumu smérem k pramyslové
produkci, a to vSe zahrnuje moznost ménit objemy produkce od malych vzorki na
laboratornim stole az po masovou vyrobu v primyslovém méfitku. Bioreaktory také
poskytuji izolované a sterilni prostfedi pro praci s geneticky modifikovanymi organismy,
coz je dulezité pro zachovani bezpecnosti a také jsou Casto pln€¢ automatizovany, coz

zjednodusuje provoz a umoziuje dlouhodobé experimenty bez neustalé lidské pritomnosti

(Rolf D. Shmid, 2015).

V potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu jsou bioreaktory aktivné
vyuzivany k fermentaci organickych latek za ptitomnosti bakterii, hub nebo enzymu. A také
ke Kkultivaci a fizeni mikroorganismii nebo Zivych bunék za ucelem vyroby raznych
produktli, vcetné¢ enzymil, bilkovin, protilatek, biologicky aktivnich latek a dalSich
biologicky dilezitych komponent. Jako ptiklad 1ze uvést primyslovou vyrobu erytromycinu,
antibiotika ziskaného z mikroorganismu Saccharopolyspora erythraea fermentaci za
aerobnich podminek. Mikrobialni fermentace se také vyuziva pii vyrobé vitamind, jako je
riboflavin, beta-karoten a vitamin B12 (Calixto, 2019). Ngkteré bilkoviny kli¢ové pro
Iékatstvi a tkanové inZenyrstvi, 1ze produkovat v aktivni formé pouze v Zivo€iSnych

bunikach. Podobné jako pii mikrobidlni fermentaci je dulezité zajistit efektivni promichavani
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a dodavani kysliku do bunééné suspenze, coz ma vliv na rist a kvalitu produkovanych
bilkovin. Po ziskani téchto bilkovin z zZivocisSnych bunck nasleduje peclivy proces ¢isténi.
Béhem tohoto procesu jsou odstranovany necistoty, jako jsou jiné bilkoviny, a také stopy
DNA a RNA, zejména retrovirového ptivodu. Tim se zajisti Cistota a kvalita vyslednych

proteint (Rolf D. Shmid, 2015).

Jelikoz fermentacni procesy jsou extrémné citlivé i na vnéjsi faktory je tdrzba a provoz
bioreaktoru extrémné narocny proces a vyzaduje vysoké hygienické standardy. Hygienické
standardy v kontextu fermentacnich procesti zahrnuji soubor opatieni a postupti, které jsou
navrzeny tak, aby minimalizovaly riziko kontaminace a zahrnuji sterilizaci bioreaktort a
piidruzené¢ho zatizeni, Cist€ pracovni prostfedi, monitorovani procesu, ochranu pied
vzdusnou kontaminaci, Skoleni persondlu a diikkladnou dokumentaci a sledovani, aby se

zajistila bezpecnost a ¢istota vysledného produktu (Rolf D. Shmid, 2015).

4.2 Co jsou to bioreaktory a jak funguji?

Laboratorni bioreaktory, jsou komory, ve kterych probihd kultivace bunécnych kultur a
mikroorganismi. Vné&jSek fermentoru/bioreaktoru ptedstavuje hermetickou nadobu
vybavenou elektrickym michadlem a aeracni trubici, ktery zajistuje pravidelny piisun
sterilniho vzduchu dovnitt. (Vzboltay 2019). Bioreaktory jsou nezbytnym nastrojem v
oblasti vyzkumu tkanového inzenyrstvi. Cilem pouzivani téchto zafizeni je vytvaieni
funk¢éni tkanové konstrukce, kterou lze aplikovat v klinické medicing, zkoumani
biologickych mechanismu tvorby tkani a také ke zlepSovani parametri produkce bunék
(Moheb et. al., 2023).

Vyznam bioreaktort spociva v jejich schopnosti efektivné vyrabét Sirokou skéalu produkta.
Pouzivaji se v primyslovych odvétvich: vyroba potravin, farmacie, biopaliva a bioplasty.
Bioreaktory mohou produkovat enzymy, proteiny, mikrobidlni biomasu, vakciny, biopaliva

(Obrazek 11) (Microbiologynote 2023).
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Obrazek 11 — Vyuziti bioreaktoru pro genové inzenyrstvi (vlastni obrazek).

Bioreaktor obsahuje nadobu nebo komoru, kde se buniky nebo mikroorganismy kultivuji. V
bioreaktoru se obvykle nachazi michadlo, které zajistuje rovnomérné rozlozeni bun¢k a
zivin ve vodnim médiu. To je dulezité pro optimalizaci rustu a produktivity. Bioreaktory
jsou vybaveny mechanismy pro udrzovani konstantni teploty, coz je klicové pro biologické
procesy. pH také hraje dilezitou roli v biologickych procesech, a proto bioreaktory maji
systémy pro udrzovani konstantni hodnoty pH. Moderni bioreaktory jsou vybaveny senzory
a monitorovacimi systémy, které sleduji rizné parametry, jako jsou koncentrace metaboliti,

hustota bun¢k nebo koncentrace produkti (Moheb et. al., 2023).

4.2.1 Ruzné typy bioreaktorii pouzivanych pri dynamické kultivaci.

1. Reaktory s mechanickym michanim (Obrazek 12—a). Tato zafizeni jsou navrZena tak,
aby umoznovala G¢inné a konstantni michani ve vné&j$im prostoru reaktoru. Existuje
n¢kolik typti michadel, v¢etné kotoucovych, propelerovych nebo turbinovych. Pohon

michadel mize byt elektricky, mechanicky nebo hydraulicky (Ogurcov 2012).

2. Reaktory s kolonami, do kterych je pro promichani obsahu vpravovan vzduch nebo
jiny plyn (Obrazek 12-b). Jsou to véstivou vertikalni kolony, ve kterych je kultiva¢ni

médium nebo reakéni smés promichdvana pomoci plynu, ktery je vpravovan do



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

spodni ¢asti kolony. To vytvaii mnozstvi drobnych bublin, které podporuji michani

obsahu (Ogurcov 2012).

v

3. Erlenmeyerové reaktory s vnitini (Obrazek 12—c) nebo vnéjsi cirkulaci (Obrazek 12—
d). Tyto nddoby maji charakteristicky kuzelovity tvar, pfipominajici Erlenmeyerovu
bariku, tento tvar umoznuje efektivni michani a umisténi zatky nebo membrany, coz

usnadnuje manipulaci s obsahem reaktoru (Moheb et. al., 2023).
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Obrazek 12 — Zakladni typy bioreaktora: a — mechanické michani, b — michani pomoci

plynu, ¢ — vnitini cirkulace plynu, d — vné&jsi cirkulace plynu (pielozeno Ogurcov 2012).

Michani a cirkulace kultivacniho média v erlenmeyerovych reaktorech jsou
zajistovany tokem plynu, obvykle vzduchu, diky kterému vznikd hustotni gradient
mezi horni a dolni vrstvou kultivacniho média. Nejcastéji se pouzivaji bioreaktory

prvniho typu, protoze oni maji nasledujici vyhody (Ogurcov 2012):
e Snadna Gprava technologickych podminek.
e Tyto reaktory jsou vzdy k dispozici na trhu.

e Maji vysoky objemovy koeficient hmotnostni vymény, coZ zajiStuje

efektivni dodavku plynu k rostoucim bunikam.

Erlenmeyerové bioreaktory a reaktory s kolonami maji nékolik konstruk¢nich vyhod
oproti reaktorim s mechanickym michanim. Pneumatické reaktory jsou
ekonomictejsi, protoze michani v nich probihd pomoci vzestupného proudu vzduchu,

nikoli pomoci mechanické michacky, kterd spotfebovavd mnoho energie. Kromé
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toho s absenci mechanické michacky odpadda moznost pronikani cizich
mikroorganismt do bioreaktoru. Také v pneumatickych reaktorech nedochazi k tak
vyraznym hydrodynamickym perturbacim (posunuti vrstev tekutiny relativné k
sob¢), pfiCemz v erlenmeyerovych bioreaktorech probiha michani rovnomérnéji po
celém objemu. Snizeni perturbac¢niho G¢inku je velmi dilezité z nékolika divodu:
buniky rekombinantnich mikroorganismu jsou kieh¢i nez buiiky netransformované,
protoze Cast energetickych zdroji je spotfebovana na syntézu cizorodych proteint,
coz vede k tvorbé méné pevné bunécné stény; nejbéznéjsi odpoveéd’ buiiky na vnéjsi
vliv je sniZzeni mnoZstvi vSech syntetizovanych proteinil, véetné rekombinantnich. V
dasledku posunii vrstev mohou byt ovlivnény fyzikalni a chemické vlastnosti bunék,
muze dojit k nartistu vrstvy polysacharid na povrchu bunék, coz povede k zhorSeni
podminek pro jejich vylucovani a lyzi, a také miize ztizit ¢iSténi rekombinantniho

proteinu (Ogurcov 2012).

4.2.1.1 Spinner flask bioreaktor

Spinner flask bioreaktor patii mezi jednodussi navrhy bioreaktorti. Konkrétné jsou nosice
(scaffoldy) osazené specifickymi bunkami konvekci pfipevnény k jehlam visicim z vika
lahve (obrazek ¢islo 13). Do lahve se pfidava médium tak, aby pokrylo konstrukci burika-
nosic, a kazdych par dni se medium méni, pro zajisténi vysoké koncentrace zivin. Behem
celého procesu kultivace je médium ve sklenici neustale michano magnetickym micha¢em
na dn¢ sklenice, aby se vytvorfily konvektivni sily umoziujici nepietrzité michani média
kolem nosi¢t, coZ zptisobuje promichani zivin a aeraci v celém médiu a sniZilo koncentra¢ni
vrstvu na povrchu konstrukce (Sikavitsas et al., 2002). Nevyhnutelné mechanické michani
ale mize generovat turbulentni viry nebo vyvolévat nechténé gradienty smykového napéti v

nadobé reaktoru, coz je ale skodlivé pro vyvoj tkané (Niu et al., 2023).
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Obrazek 13 - Schematicky nakres bioreaktoru spinner flasks (upraveno dle Rauh 2024).

V téchto typech bioreaktoru se scaffold fixuje nebo se necha plavat a kultiva¢ni médium se
méni v ur€itych intervalech. VyuzZivaji nizky mechanicky odpor k udrZeni bunék v
suspendaci a zaroven brani jejich usazovani. Tyto nadoby se pomalu otaceji, vytvarejici
nepfetrzit¢ Setrné podminky pro bunécnou 3D kultivaci. Nicméné bunécny rast
a mineralizace v takovych bioreaktorech jsou omezeny na vngjsi ¢ast scaffoldu, protoze
nejsou eliminovana omezeni vnitiniho transportu zivin jako naptiklad je nestejnomérna
distribuce kysliku a zivin, coz mé za nasledek, Ze bunky se usazuji pifevazné na periferii

scaffoldu (Kanda et al., 2016).

4.2.1.2 Rotaéni bioreaktor

Rotaéni bioreaktor (Obrazek ¢islo 14) je zatizeni pouZzivané pro kultivaci bunék nebo tkani
za podminek, které simuluji pfirozené prostfedi. Tento typ bioreaktoru vyuZziva rotace nebo
michéni, aby zajistil rovhomérné distribuce zZivin, kysliku a dalSich dilezitych slozek médii
a zaroven minimalizoval tvorbu gradientd v tekutiné (Ogurcov 2012). Rychly rozvoj
kosmického inzenyrstvi také zptsobil rostouci zajem védcl o vyzkum provadény ve
vesmirném prostfedi. Tento vyzkum byl také podpofen narodni agenturou, napiiklad
Nérodni tfad pro letectvi a vesmir (NASA) podporoval vyzkum zalozeny na studiu nulové
gravitace na morfologii bun€k. Tato snaha vedla k vyvoji specidlnich zafizeni a technik,
které umoziuji védcim simulovat podminky vesmirného prostfedi, zejména nulovou

gravitaci, na Zemi. Jednim z té€chto zafizeni je rotacni reaktor, ktery se pouziva k otaceni
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bunécnych kultur a vytvareni podobnych podminek, jako je stav beztize ve vesmiru
(Chaudhuri, 2005).

Obrazek 14 — Rotacni bioreaktor (RCCS-4) od spole¢nosti Synthecon Incorporated. Zdroj:
Laboratot bunécné biologie, Centrum polymernich systémt, Univerzita Tomase Bati ve
Zliné (vlastni fotografie).

Integrace dynamickych bioreaktorovych systémt, jako jsou rotac¢ni baiilky nebo michané
tankové reaktory, by mohla pfipravit cestu pro robustni, Skdlovatelnou objemovou expanzi
agregatl MSC nebo extracelularnich vezikul odvozenych od MSC. Bylo prokazéano, Ze
terapeutické u¢inky MSC, MSC kondicionované¢ho média nebo agregatli odvozenych od
MSC podporuji regeneraci po poranéni organid a tkdni. Strategie piedbéZzného
kondicionovani in vitro mohou zlep$it pieziti a parakrinni vlastnosti MSC, a proto

optimalizovat jejich terapeuticky potencial (Egger et al., 2018).

4.2.1.3 Perfuzni bioreaktor

Dal8im ptikladem je perfuzni bioreaktor, ve kterém jsou scaffoldy upevnéné a médium

nepretrzité cirkuluje po komorach (Kanda et al., 2016).

Perfuzni bioreaktory jsou navrZzeny tak, aby co nejptesnéji simulovaly procesy hmotnostniho
transportu, které probihaji v Zivém organismu. Typicky perfuzni bioreaktor se sklada z
cerpadla a inkubacni komory, které jsou propojeny s flexibilnimi trubkami do otevieného

nebo uzavieného obvodu. Cerpadlo vytvaii mirny nadtlak, ktery umoziiuje neustaly tok
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tekutého média skrz tkdn¢ a nosné struktury, coz napodobuje ptirozeny proud tekutin v téle

(Kanda et al., 2016).

Bioreaktor s radialnim prutokem je jednim typem perfuzniho bioreaktoru. Tento typ ma
schopnost udrzovat idealni prostfedi pro bunééné kultury diky radidlnimu poskytovani
média. Krom¢ toho perfuzni bioreaktor nabizi vysoce funk¢éni 3D kultivaci. Aby bylo
umoznéno rovnomeérné rozlozeni kysliku, je médium Cerpano do stiedu komory z periferie

za nizkého smykového napéti (Kanda et al., 2016).

I presto pouze né€kolik studii dosud hlasenych vSak vyuzilo dynamické podminky pro
trojrozmérnou agregovanou kultivaci vétSina experimentu popisuje dynamickou kultivaci

mezenchymalnich kmenovych buné¢k (MSC) (Egger et al., 2018).

Perfuzni rotacni bioreaktor

Perfuzni rotacni bioreaktor je specificky typ zatizeni navrzeny ke kultivaci bun¢k nebo tkani
za pouziti kombinace perfuze kultivaéniho média a rotace kultivaéni nadoby. Tento
bioreaktor je konstruovan tak, aby umoznil kontinudlni proudéni kultivaéniho média skrz
bunééné nebo tkanové struktury, zatimco rotace nadoby napomahd kvalitnéjSimu

promichani média a zajistuje rovnomeérné prostiedi pro bunécny rast (Chaudhuri, 2005).

V podstate se perfuzni rotacni bioreaktor sklada z inkubacni komory (Obrazek ¢islo 15), ve
které jsou umistény buiky nebo tkané spolu s nosnym materialem (scaffold), ktery slouzi
jako podpora pro bunécny rust. Tato komora je propojena s externim zdrojem kultiva¢niho
média, které je pohanéno do komory pomoci perfuzniho systému, jako je napiiklad
peristaltické ¢erpadlo. Soucasn¢ je inkuba¢ni komora piipevnéna k rotacnimu mechanismu,
ktery umoziiuje rotaci kolem osy. Tim se zajiStuje neustalé michani kultivaéniho média a

lepsi distribuce Zivin do buné¢nych nebo tkanovych struktur (Chaudhuri, 2005).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Perfuzni rotacni reaktor byl zvolen pro experimentélni ¢ast predlozené prace.

Obrazek 15 — Perfuzni rota¢ni bioreaktor od spole¢nosti Synthecon Incorporated,. Zdroj:
Laboratoi bunééné biologie, Centrum polymernich systémt, Univerzita Tomase Bati ve
Zliné (vlastni fotografie).

Vyznamnou vyhodou bioreaktoru s perfuzi kultivatniho média, je minimalizace
koncentracniho gradientu a efektivni podpora Zivin. Namisto michéani kultivaéniho média je
kontinualn¢ perfuzovano médium pies nosnou strukturu osazenou bunikkami (Chaudhuri,
2005). Nosna struktura je pevné umisténa uvniti komory bioreaktoru, coz omezuje jeji pohyb
a zajiStuje spravnou funkci bioreaktoru. Zohar a jeho kolegové studovali G€inky piimého
pratoku média skrz porézni 3D nosnou strukturu s piedkultivovanymi bunikami. Pro tento
ucel vyuzili typicky perfuzni bioreaktor, ktery se sklddal z drzdku nosné struktury,
oxygenatoru, zasobniku média a peristaltického Cerpadla. Ve svém vyzkumu popisovali
podminky, které podporuji 3D neovaskularizaci za proudovych podminek (Zohar, Blinder
etal., 2018).

4.2.1.4 Mechanické bioreaktory

V poslednich letech byly vyvinuty rizné systémy bioreaktorti pro podporu ristu a vyvoje
konkrétnich typt tkani. Napiiklad v oblasti TI zabyvajici se chrupavcitou tkani vyuziti
bioreaktori poskytlo moznost mechanické stimulace pomoci hydrostatického tlaku a
komprese, coz je prospésné pro napodobovani mechanického prostiedi in vivo (Moheb et.
al., 2023).
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V kontextu s chrupavcitou tkani pfipravenou in vitro je mechanicka stimulace kli¢ova,
protoze prirodni chrupavka je vystavena mechanickym silam in vivo, jako je tlak pfi pohybu
kloubu. Bioreaktory mohou aplikovat hydrostaticky tlak na rozvijejici se tkan chrupavky.
Tim se napodobuje sila zatézovani a odlehcovani, kterou chrupavka zaziva v kloubech, a
podporuje se tvorba extracelularni matrix s fyziologicky relevantnimi vlastnostmi.
Kontrolovana komprese mtze byt pouzita k napodobeni mechanické zatéze, ktera nastava
béhem aktivit, jako je chiize nebo pohyb kloubu. To pomaha s orientaci kolagenovych vlaken

a celkovou organizaci tkdn¢ (Nikolova a Chavali 2019).

4.3 Kontrola prostredi v bioreaktorech pro rist a diferenciaci bunék.

Bioreaktory poskytuji jedine€nou pftilezitost zkoumat chovani bun€k v kontrolovaném
fyziologickém prosttedi, na rozdil od jednoduchych kultur ve formé monovrstev ¢i 3D kultur
vyuzivajicich ne fyziologické statické podminky. Naptiklad bioreaktory mohou byt pouzity
k vystaveni bunék riznym stimuliim, vCetné hydrostatického tlaku, elektromagnetickych

poli, napéti, teplotnich zmén a smykovych a tlakovych sil (Sugimoto et al., 2017).

V reaktorech s mechanickym michanim je plyn, obvykle vzduch, ptivadén do kultiva¢niho
média pod tlakem prostfednictvim aeratord, tak vznikaji malé bublinky vzduchu, coz
zajistuje jejich rovnomérnéjsi rozlozeni (Moheb et. al., 2023). Nicméné asto se pouzivaji
plastové trubky, i kdyz vytvareji vétsi bubliny neZ aeratory, protoze jsou méné nachylné
K ucpavani (Ogurcov 2012). Pro rovnomérnou aeraci po celém objemu bioreaktort se
pouzivaji michadla — jedno nebo vice. Michadla rozdéluji velké bublinky vzduchu, rozptyluji
je po celém reaktoru a zvysuji dobu setrvani v kultivaénim médiu. Aerace zavisi predevsim
na typu michadla, po¢tu otacek a fyzikalné-chemickych vlastnostech médii (Ogurcov 2012).
V tkéanové kultufe je nutné monitorovat mnoho klic¢ovych parametri pro hodnoceni jejiho
vyvoje. Mezi tyto parametry také patfi spotieba zivin a kysliku, hypoxie, apoptdza a n€kdy
1 specificka sekrece proteinli. VétSina téchto parametri mize byt v principu monitorovana
pomoci obrazovych technik pfevzatych z biomedicinskych a l1ékatskych oblasti, aniZ by
dochazelo k ruseni normalniho rastu tkané. Navic stejny vzorek mliZze byt pouzit jako jeho

vlastni reference pro denni sledovani (Dubois et al., 2011).

Velikost bioreaktoru je omezena jeho schopnosti efektivné odvadeét teplo, které se uvoliuje

v disledku michani. Pokud neni odvéadéni tepla dostatené, teplota médii muze prekrocit
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kritickou hodnotu, coz mtze snizit vytéznost produktu. K odvadéni tepla se pouziva chladici
plast nebo hadice umisténé uvnitt reaktoru. Vnitini chlazeni je sice ucinnéjsi, ale hadice se
Casto pokryvaji vrstvou rostoucich bunék, coz zt€zuje chlazeni a n¢kdy snizuje intenzitu

michani kultiva¢niho média (Ogurcov 2012).

Je zndmo, zZe builky a tkan¢ reaguji na externi mechanické podnéty, které mohou zahrnovat
gravitacni a hydrostatické tlaky, stejné jako smykové sily zpisobené proudénim tekutiny
(Niu et al., 2023).

4.4 Technologie a design bioreaktorii.

Existuje né€kolik typl bioreaktord, vcetné¢ davkovacich reaktort, které se pouzivaji pro
davkovani piesn¢ kontrolovanych mnozstvi zivin do kultivaéniho média, kontinualnich
reaktortt — uméle udrzuji konstantni pritok médii, coz umozituje dlouhodoby proces bez
pferuseni, erlenmeyerovych reaktort, které jsou vhodné pro sledovani ristu mikroorganismu

(Ogurcov 2012).

Bioreaktory mohou byt vyrobeny z raznych materialli, véetné nerezové oceli, skla, plasti
nebo hybridnich materialti, v zéavislosti na pozadavcich procesu a povaze kultury
(Microbiologynote 2023). Napiiklad sklo se pouziva zejména pro experimenty, kde je
sledovani procesu vizualné dulezité. Plasty se pouZzivaji pro jednorazové nebo kratkodobé
procesy, jsou lehké, ale mohou byt citlivé na teplotu a chemikélie. Volba materidlu zavisi na
narocich konkrétniho biotechnologického procesu, jeho parametrech, délce procesu a
hygienickych pozadavcich. Kazdy material ma své vlastni vyhody a omezeni, a je dilezité

vybrat takovy, ktery nejlépe splituje specifické pozadavky dané aplikace (Ogurcov 2012).

Vétsina bioreaktorovych systémil je pouzivana v kombinaci s inkubatorem pro kultivaci
bunck. Proto cCasto neni potieba navrhovat systémy pro kontrolu zakladnich
environmentalnich parametrt, jako je teplota (37 °C), vlhkost (100 % pro minimalizaci
vyparovani kultivacniho média), tlak (atmosféricky) a hladina COz2 (5 %), uvnitf bioreaktoru.
V téchto bioreaktorovych systémech je vSak nezbytné zahrnout ventilacni otvor (se sterilnim
filtrem pro zabranéni kontaminace), ktery usnadiiuje vyrovnani prostiedi média s okolnimi
podminkami uvniti inkubatoru (Yilgor et al., 2015). Mnoho kultiva¢nich médii jsou velmi

agresivni a pro prevenci koroze nebo mechanického poskozeni stén bioreaktort se bézné
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vyrabi z nerezové oceli nebo skla. Sklenéné Casti se obvykle pouzivaji pouze v rotac¢nich

reaktorech s objemem mensim nez 50 litrt (Ogurcov 2012).

Aerace je kriticky prvek pro okyslicovani kultury. Pouzivaji se rtizné typy aeracnich
systémil, vcetné tryskacli, membranovych difuzort a vitivych aeracnich systému. Michani
kultivaéniho média je také klicové pro rovnomérmné distribuovani zivin a plynu. Michadla
mohou byt mechanicka nebo vzduchova. Vétsina bioreaktorti je vybavena systémy pro
udrzovani optimalni teploty a pH, coz jsou dulezité parametry pro rust a produkci biomasy.
Moderni bioreaktory jsou vybaveny senzory a systémy fizeni, které umoziuji sledovani a

optimalizaci parametrd procesu (Ogurcov 2012).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

5 VYUZITI BIOREAKTORU PRI KULTIVACI BUNEK A TKANI

5.1 Experimentalni a klinické aplikace bioreaktortii.

V bioreaktoru lze kultivovat nadorové buiiky spole¢né s okolnimi tkanémi, jako jsou cévy,
a sledovat, jak nadorové bunky reaguji na zmény v mikroprostiedi. V bioreaktoru jsou
umisténé jak umeéle vytvorené cévy, tak nadorové builky a dochéazi ke sledovani zmén
bunééného chovani béhem rtiznych zmén v okolnim prostiedi. To miize zahrnovat simulaci
faktort, jako jsou variace koncentrace kysliku (kombinace umélych cév a nizké koncentraci
kysliku k napodobovani podminek v téle onkologického pacienta, ktery ma nizkou saturaci
krve), zivin, nebo mechanickych sil. Vyzkum v oblasti onkologie v bioreaktorech mtize
poskytnout informace o mechanismech riistu nadort a jejich interakcich s okolim. To mize
vést k objevu novych cilli pro terapeutické intervence a testovani ucinnosti 1€¢iv pred
klinickymi zkouskami. Bioreaktory tak slouzi jako nastroj pro vyvoj perspektivnich

terapeutickych strategii v boji proti rakoviné (Ogurcov 2012).

Déle mohou byt bioreaktory vyuzivany ke zkoumani vlivu riznych fyzikalné-chemickych
signal na chovani kmenovych bunék, coz je klicové pro pochopeni a optimalizaci procesu
diferenciace (An et al., 2015). Kromé toho bioreaktory nabizeji velky potencial pro vytvareni
novych systémt pro dodavani 1é¢iv. Tyto systémy mohou simulovat fyziologické podminky,
coz umoznuje vyzkumnikim studovat kinetiku uvoliiovani a biologickou odezvu Ié¢iv v in
vitro prostiedi. Tento piistup muize vyrazné zlep$it vyvoj a optimalizaci systému pro
dodavani 1éCiv, protoze umozituje hodnoceni ucinnosti a bezpecnosti 1€¢iv pied provedenim

studii na zvifatech a klinickych testi (Moheb et. al., 2023).

Bioreaktory jsou kli€ovym néstrojem pro zkoumdni a testovani novych biomateridli
urcenych pro tkanové inzenyrstvi. Tyto materidlly mohou zahrnovat rtizné polymerni
scaffoldy, hydrogely nebo kombinace materialt, které¢ maji poskytovat vhodné podminky
pro rust a diferenciaci bun¢k. V bioreaktorech lze testovat interakce bun€k s novymi
materidly pod kontrolou riiznych parametrt, jako jsou teplota, koncentrace Zivin, a proudéni
médii. To umoznuje vyzkumnikiim sledovat, jak se nové materidly chovaji v prostredi
simulujicim télesné podminky. Vlastnosti téchto materiald 1ze upravit tak, aby reagovaly na
konkrétni vné&jsi podnéty, coz umoziuje manipulaci s funkcionalitou nosi¢i (Shen et. al.,

2022). Nizka toxicita stimula¢né reagujicich materialti (Naptiklad termoregulacni polymery,
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které se mohou smr§t'ovat nebo rozpinat pti zménéch teploty) ve srovnani s jinymi polymery
je dalezitym kritériem, které je ¢ini vhodnymi pro biomedicinské aplikace. To je zvlaste
dilezité v TI, kde je tfeba, aby nosi¢e poskytovaly pfiznivé prostiedi pro rist bunck a

regeneraci tkani (Yuan et. al., 2022).

Kromé¢ toho mohou stimulacné reagujici nosi¢e napodobovat dynamickou povahu
puvodnich tkéni, reagovat na zmény vnéjSich podnétt, jako jsou teplota, pH a mechanické
sily. Tato schopnost reakce umoznuje fizené vyvolavani dodavky bioaktivnich molekul na
vyzadani a modulaci vlastnosti nosi¢t, coz vede ke zlepSeni kontroly nad uvolfiovanim 1é¢iv
a procesy regenerace tkani. Celkové pouziti stimula¢né reagujicich materialti pti navrhu
nosic¢l nabizi obrovsky potencidl pro pokrok v oblasti tkanového inzenyrstvi a strategii
dorucovani 1é¢iv, coZ usnadnuje rozvoj piesnéjSich a ucinnéjSich biomedicinskych aplikaci

(Moheb et. al., 2023).
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE

e Osvojeni technik kultivace bunécnych linii v laboratotich bunééné biologie.

e Testovani proliferace mysSich embryonalnich fibroblastd na scaffoldu pfipraveném

pomoci 3D tisku ve statickych podminkach.

e Vybér vhodného bioreaktoru pro experiment na zaklad¢ ziskanych znalosti z teoretické
casti.

e Testovani proliferace mysSich embryonalnich fibroblastd na scaffoldu ptipraveném

pomoci 3D tisku v dynamickych podminkach.
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Pouzité chemikalie

P(VDF-TrFE-CTFE) (Polyvinylidenfluorid-trifluoroethylene-chlorotrifluoroethylene)
(Arkema, France), (PC) Polycaprolactone Purasorb® PC12 (Corbion, Nizozemsko), NN-
dimethylformamide (Sigma Aldrich, USA), calf Serum (Biosera, Francie), fosfatovy pufr
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, BioSera, Francie), médium DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, PAA Laboratories GmbH, Rakousko), penicillin/streptomycin
(GE Healthcare HyClone, Velka Britanie), trypsin (Biosera, Francie), triton™ X-100
(Sigma Aldrich, USA), formaldehyd 3638 % (Penta s. 1. 0., Ceska republika), ActinRedTM
555 (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, USA), Hoechst 33258 (Molecular Probes,
Carlsbad, CA, USA).

7.2 Pouzité pristroje

Centrifuga 5702 R (Eppendorf, CR), inkubator Heracell™ 150i (ThermoFisher Scientific,
USA), inverzni mikroskop IX51 (Olympus, Japonsko), konfokalni mikroskop (Olympus,
Japonsko), laminarni box Biol30 A2 s pfislusenstvim (Alpina, Polsko), perfuzni rota¢ni

bioreaktor (Synthecon Incorporated, USA).

7.3 Pouzity biomaterial

Testovani bylo zaméfeno na piezoelektricky material — kombinace polykaprolaktonu a
polyvinylidenfluorid-trifluoroethylene-chlorotrifluoroethylenu (piezoelektricky) (P(VDF-
TrFE-CTFE) -PC). Vyhodou piezoelektrického materialu je schopnost generovat elektrické
napéti pfi plisobeni mechanického tlaku na material nebo naopak mechanicky tlak vyvijet

pii aplikaci elektrického napéti.

7.4 Priprava scaffoldu

Testovany material byl pfipraven studentem programu Materialy a technologie na Fakulté
technologické Univerzity Tomase Bati ve Zliné Luk4dSem Kamenikem, pod vedenim Ing.
Markéty Kadleckové, Ph.D. Scaffoldy byly ptipraveny pomoci 3D tisku na tiskarné BIO X
(Cellink, USA). Vyhodou 3D biotisku je preciznost, ktera umoziuje vyrabét rizné tvary
scaffoldt. Vysledny material je slozen z polymert P(VDF-TrFE-CTFE) a PC v poméru 1:4.

Roztok polymert byl pripraven v NN-dimethylformamidu o koncentraci 30 hm. % (w/v).
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7.4.1 Uprava scaffoldi pied pouZitim

Material pouzity pti kultivaci musi byt stabilni pii teploté 37 °C, aby nedochézelo k jeho
deformaci béhem kultivace v termostatu. Je klicové, aby materidl zachovaval svou
strukturdlni integritu a pevnost za fyziologickych podminek, aby nedochazelo k
neptredvidatelnym zménam nebo poskozeni tkané béhem experimentt. Tato stabilita je

zasadni pro zachovani konzistence vysledkt a validitu experimentalnich dat.

Pro zajisténi aseptické prace a sterility je nezbytné, aby nami testovany material prosel
steriliza¢nim procesem. Nejprve byl material ponoien do 70% roztoku ethanolu po dobu 20
minut. Tato steriliza¢ni latka je G€innd pii eliminaci potencidlnich mikroorganismi a
kontaminantl, které by mohly narusit experimentalni vysledky nebo ohrozit bezpe€nost

kultivovanych bun¢k.

Nasledn¢ byla kazda strana materialu vystavena UV zafeni po dobu 30 minut. Tento krok
slouzi jako dalsi ochrana proti mikrobidlnim kontaminantiim a zajiStuje kompletni sterilizaci

povrchu scaffoldu.

Dale byly testovany dvé sady materialu, pficemz jedna sada byla potaZena 0,1 % Zelatinou
a druha sada nebyla Zelatinou ofetfena. Zelatina na povrchu materialu podporuje adhezi

bunék.
7.5 Biologicky material

7.5.1 Bunécéna linie

Pro nas ucel byla zvolena linie mySich embryonalnich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC® CRL-
1658™, American Type Culture Collection, ATCC) (Obrazek ¢&.16). Fibroblasty jsou
skupinou heterogennich rezidentnich bun¢k mezenchymalniho piivodu, které maji rizna
umisténi, rizny vzhled a charakteristické aktivity. Mysi fibroblasty jsou buiiky, které hraji
klicovou roli v tvorbé pojivovych tkani a podileji se na procesech, jako je hojeni ran a tvorba
extracelularni matrix. Bunécéné linie mySich fibroblastl jsou ¢asto vyuZivany k porozuméni
bunéénym procestim, studiu onemocnéni a testovani 1€¢iv. Tyto bunécéné linie jsou schopné
nekonecného déleni v laboratornich podminkéach, coZz usnadiiuje opakované experimenty a

studie. Pfi studiu bunck mySich fibroblasti lze jednoduse ziskat informace o bunécné
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proliferaci, migraci, adhezi a dalSich procesech, které jsou klic¢ové pro porozuméni bunécné

biologie a patologie (Qiu et al., 2016).

Obrazek 16 — Pouzita linie mySich embryonalnich fibroblasti NIH/3T3. Vlastni fotografie.
Zvétseni 100x.

7.5.2 Staticka kultivace bunéénych kultur

Buné¢na linie mysich embryonalnich fibroblasti byla pied pasazovanim zkontrolovana
pomoci mikroskopu. Buriky byly kultivovany v Zivném médiu, jehoz slozeni je nasledujici:
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), 10 % calf séra a 100 U-ml-1

penicillin/streptomycin Staticka kultivace

Po provedeni kontroly zvolenych bunéénych linii a sterilizaci scaffoldu (P(VDF-TrFE-
CTFE) -PC probéhla staticka kultivace na 12-jamkové desti¢ce pro tkanové kultury. Vzdy
do kazdé jamky byl vlozen jeden vzorek. Statickd kultivace byla zhotovena ve tfech
opakovanich. Nejprve je nutné osadit scaffold buitkami. Poc¢atecni hustota a distribuce bunck
ma vyznamny vliv na kone¢nou strukturu scaffoldu. U poréznich ¢i velkych scaffoldu je
distribuce bunék obtizna a dosazeni reprodukovatelnosti je naro¢né. Nejbéznéjsi metodou
pro osazeni bunck je tzv. statické seti (static seeding). Tento postup zahrnuje aplikaci

koncentrované bunécné suspenze na scaffold pomoci pipety (Van Blitterswijk, 2008).
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Staticka kultivace prob¢hla v inkubatoru za stale teploty 37 °C v kultivaénim médiu a byla

ukoncena po 48 hodinach. Jako reference byla pouzita prazdna jamka.

Buriky byly nasazeny v koncentraci 1.10° bunék/ml pro prvni méfeni. Pro druhé méfeni pak
byla pouzita koncentrace nizsi a to 5. 10* bunék/ml, jelikoZ butiky na povrchu b&hem prvniho

méteni prerostly a nesla tak dobfe pozorovat jejich morfologie.

7.5.3 Dynamicka kultivace

Pro dynamickou kultivaci jsme pouZzili perfuzni rota¢ni bioreaktor od spolecnosti Synthecon
Incorporated. Volba perfuzniho rota¢niho bioreaktoru pro dynamickou kultivaci pfinasi
nékolik vyhod. Prvni z nich spo¢ivd v lepsi distribuci zivin a plynnych latek dovniti
scaffoldu diky mechanismu rotace. Tento proces zajiStuje rovnomérnéjsi riist bunck. Dale
perfuzni systém umoznuje efektivni odstranéni metabolickych odpadi a toxickych produkt
bunééného metabolismu, ¢imz vytvari lepsi prostiedi pro bunéény rist. Rotace bioreaktoru
muze také poskytovat mechanickou stimulaci bun€k, coz napomaha k lepsi diferenciaci a

vyvoji funkénich vlastnosti tkan¢ (Cherry a Papoutsakis, 1998).

Schéma zapojeni a parametrt bioreaktoru je znazornéno na obrazku 17:

Komora 2 Komora 1

|
|
. 93 cm
Jicen Jicen ‘
|
' W |

[
| s—
Oxygenator

Peristalticka pumpa

0,5 LNTS lahev s mediem

Obrazek 17 — Schematické znazornéni prubéhu dynamické kultivace. Pielozeno Lesieur et
al., 2021.
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Dynamické kultivaci pfedchazela na 24 hodin kultivace staticka jejiz postup je uveden vyse
(viz. Kapitola 7.5.2). Po 24 hodinach byly scaffoldy osazené bunikami vlozeny do perfuzniho

bioreaktoru a kultivace probihala dalSich 24 hodin.

7.5.3.1 Priprava bioreaktoru

Pied kultivaci bunék je nezbytné provést dikladnou sterilizaci bioreaktoru (Obrazek 18).
Casti bioreaktoru, které jsou odolné viiéi vysokym teplotim a mohou byt sterilizovany
pomoci autoklavu, jsou podrobeny tomuto procesu. Autoklavovani je spolehliva metoda
sterilizace, ktera zajiStuje eliminaci Skodlivych mikroorganismii a zabezpecuje sterilni
prostiedi pro kultivaci bunek. Ostatni ¢asti bioreaktoru, které nejsou vhodné pro autoklavaci,
jsou sterilizovany jinymi metodami. V nasem piipad¢ byly tyto ¢asti vydezinfikovany
ponoienim do 70 % roztoku ethanolu (sterilizace kohoutti, Spuntt a Sroubit). Ethanol je bézné
pouzivand dezinfek¢éni latka, kterda efektivné ni¢i mikroorganismy a zajistuje cistotu

povrchu.

Obrazek 18 — Dily, ze kterych se sklada perfuzni rotacni bioreaktor od spolecnosti
Synthecon Incorporated, ktery byl pouzit v praktické Casti. Zdroj: Laboratof bunécné
biologie, Centrum polymernich systému, Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ (vlastni
fotografie).
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Timto steriliza¢nim procesem je zajiSténa bezpecnost a sterilnost bioreaktoru pted zah4jenim
kultivace bun¢k. Sterilni prostiedi je kli¢ové pro uspesnou kultivaci bunék a minimalizaci
rizika kontaminace. Zapojeni a sestrojeni bioreaktoru pak probiha ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu. Proces skladani bioreaktoru musel byt provadén rychle a za aseptickych
podminek v biohazard boxu s tfidou Cistoty A, ktery zajistuje lamindrni proudéni vzduchu.
Je dilezité poznamenat, ze scaffold byl rychle ponofovan do kultiva¢niho média, protoze

buiiky mysich fibroblastti nemohou byt dlouho bez Zivin.

Poskladany a zapojeny bioreaktor se scaffoldem nasledovné byl umistén do inkubatoru pro
zabezpeceni kultivacni teploty 37 °C (napodobovani fyziologickych podminek — teplota téla)

a zapojen do peristaltické pumpy pro zajisténi rotaci a perfuzi kultivaéniho media (Obrazky

19 a 20). Rychlost otacek byla nastavena na 7,7 rpm a pumpa na 248 rpm.

Obrazek 19 — Perfuzni rota¢ni bioreaktor od spole¢nosti Synthecon Incorporated, naplnény
kultivaénim mediem se scaffoldem a zapojeny do peristaltické pumpy. Zdroj: Laboratot
bunécné biologie, Centrum polymernich systémt, Univerzita Tomése Bati ve Z1in€ (vlastni
fotografie).
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Obrazek 20 — Nadoba bioreaktoru, naplnéna kultivaénim mediem se scaffoldem. Zdroj:

Laboratot bunécné biologie, Centrum polymernich systémt, Univerzita Tomase Bati ve
Zliné (vlastni fotografie).

Na obrazku €. 19 je bioreaktor po jeho plném sestaveni a zapojeni. Takto poskladany

biorektor byl umistén do inkubatoru nastavenym na kultivacni teplotu 37°C.

Obrézek ¢islo 20 zndzorniuje umisténi scaffolfu ve druhé komote bioreaktoru. Lze vidét, Ze
scaffold se ktery nebyl béhem prvniho méfeni zafixovan se volné pohyboval v kultivaénim
médiu v komote. Dynamickd kultivace probihala po dobu 24 hodin. Po ukonceni
experimentu bylo kultivaéni médium opatrné odstranéno z kultiva¢nich komor v biohazard
boxu a scaffold s buitkami byl nabarven dle postupu popsanem v kapitole 6.4.3.2 Barveni
vzorku.

Bioreaktor byl rozmontovan na jednotlivé dily, které byly dikladné vydezinfikované a

sterilizované, timto byly jednotlivé dily pfichystané k dalSimu pouZiti.

7.5.3.2 Barveni bunék

Pro vyhodnoceni schopnosti proliferace mysich fibroblasti na materidlu byly bunky

fluorescenéné nabarveny. Pfi¢emZ nabarvena byla vzdy i reference. Po ukonceni
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experimentu bylo odsato kultiva¢ni médium a buniky byly oplachnuty fosfatovym pufrem.
Nasledné byly bunky zafixovany pomoci 4 % formaldehydu (nechal se ptisobit 15 minut) a
bunécna membrana byla permeabilizovana pomoci 0,5 % tritonu (nechal se plisobit 5 minut).
Poté byly bunky opét dikladné oplachnuty pufrem (celkem 3x). V poslednim kroku byl do
jamek piiddn 1 ml pufru a barviva: Hoechst 33258 v koncentraci 5 pg-ml™ a kapka barviva
ActinRedTM 555. Barvivo Hoescht se vaze na DNA bungk, diky ¢emuz mtzeme pozorovat
bunécna jadra a barvivo ActinRed barvi aktinova vldkna, ktera jsou soucasti bunééného
cytoskeletu. Bunky byly i s barvivem ponechany 30 minut ve tmé. Po 30 minutach se
naposledy odsal pufr a pridal se novy 1 ml. Morfologie bun¢k byla nasledné pozorovana
pomoci konfokalniho mikroskopu. Vyhodnoceni schopnosti proliferace bylo provedeno

potizenim mikrofotografii.
7.5.4 Dynamicka kultivace — 2. méreni

7.5.4.1 Kultivace bunék

Kultivace bunék probiha podobné jako pfi prvnim pokusu dynamické kultivace (viz kapitola
7.5.3 Dynamicka kultivace) ale na rozdil od prvniho pokusu tentokrat scaffold byl vlozen do

plastové kazety a rychle ponoifen do kultiva¢niho média (obrazek 21).

Plastova kazeta
se scaffoldem

Obrazek 21 - Nadoba bioreaktoru, naplnéna kultivaénim mediem se scaffoldem vloZzenym

do plastové kazety pro minimalizaci kontaktu s kyslikem. Zdroj: Laboratot bunécné
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biologie, Centrum polymernich systému, Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ (vlastni

fotografie).

Nasledné byl poskladany a zapojeny bioreaktor se scaffoldem umistén do inkubatoru, kde
byla zajisténa kultivacni teplota 37 °C (obrazek 22). Bioreaktor byl také zapojen do
peristaltické pumpy, ktera zajistovala rotaci a perfuzi kultiva¢niho média. Rychlost otacek
bioreaktoru byla nastavena na 7,7 rpm a rychlost pumpy na 248 rpm. Tento dukladné
promySleny postup zabezpecil optimalni podminky pro dynamickou kultivaci bunék a
minimalizoval mozZnost styku scaffolfu a bunék se vznikajicimi vzduchovymi bublinami a

také bylo zabranéno, aby se vzorek samovolné pohyboval v komote.

Plastova kazeta
se scaffoldem

Obrézek 22 - Perfuzni rota¢ni bioreaktor od spole¢nosti Synthecon Incorporated, naplnény
kultivaénim mediem se scaffoldem, vloZzenym do plastové kazety, umistény v inkubatoru
pro nésledujici kultivaci. Zdroj: Laboratof bunééné biologie, Centrum polymernich systémd,

Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ (vlastni fotografie).
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Vysledky prvniho méreni

Interakce bun¢k s povrchem materidlu zavisi predevs§im na fyzikdlnich a chemickych
charakteristikdch daného povrchu. Akceptace nebo odmitnuti implantovaného materialu je
poté determinovano jeho povrchovymi vlastnostmi, jez ovliviuji interakci s prostfedim.
Kombinace polykaprolaktonu a polyvinylidenfluorid-trifluoroethylene-
chlorotrifluoroethylene jako scaffoldu poskytuje zajimavé vlastnosti, jelikoz se jedna o
piezoelektricky materidl a builky tak mohou byt stimulovany elektrickym proudem.
Polykaprolakton obecné vykazuje dobrou cytokompatibilitu pro testované bunky mysich
fibroblasti. Polykaprolakton je biodegradovatelny polymer s dobrymi mechanickymi
vlastnostmi a pomalou degradaci, coz ho ¢ini vhodnym pro dlouhodobou podporu
bunééného rastu. Ma také nizkou teplotni tvrdost, coz umoziuje snadnou tvarovatelnost a
piizpisobeni riznym formam a strukturam. Polyvinylidenufluorid je termoplasticky a
piezoelektricky fluoropolymer s vysokou chemickou odolnosti a dobrou biokompatibilitou
(Umar Aslam Khan et al., 2023). Nasledujici obrazek c¢islo 23 ukazuje vysledky statické a

dynamické kultivace mysich fibroblastii na scaffoldu v porovnani s referenci.

a) Scaffold b)  Scaffold ¢)  Scaffold Gel+ d)
Dynamicka kultivace Staticka kultivace Staticka kultivace Reference

[PATES

Obrazek 23 — Bunécna linie mysich fibroblastd NIH/3T3 po kultivaci za a) dynamickych
podminek, b) statickych podminek, c) statickych podminek s upravou materialu pomoci
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zelatiny, d) reference za statickych podminek. Buné¢na jaderna DNA (tyrkysova barva) a
aktinova vlakna (Cervena barva). ZvétSeni fotografii je 40x a 100x.

Buriky byly u prvniho méfeni nasazeny v koncentraci 1.10° bunék/ml, a to jak na referenci,

tak i na scaffold.

Obrazek 23-d) znazoriuje vysledek statické kultivace mysich fibroblastti na referenénim
tkanovém plastiku po 48 hodinach. Na obrazku Ize vidét hojny narist bunck v kultivacnim

mediu.

Na obrazcich 23-b) a 23-c¢) jsou uvedené vysledky proliferace mysich fibroblastd na povrchu
P(VDF-TrFE-CTFE) -PC scaffoldu pro statickou kultivaci ktera probihala po stejnou dobu
jako v ptipadé reference, tedy 48 hodin. Na obrazku 23-b) jsou snimky ze statické kultivace
na materialu ktery nebyl nijak povrchové upraven. Na obrazku 23-c) jsou pak snimky ze
statické kultivace kdy byl material oSetfen potazenim 0,1% Zelatinou (Gel+), pro pfipadné
zlepSeni adheze fibroblastil. Z obrazku si 1ze v§imnou Ze na materialu oSetfeném Zelatinou
je lehce vyssi pocCet bunék, tento rozdil je vSak zanedbatelny. Scaffold tedy podporoval
adhezy a proliferaci bunék i bez oSetfeni zelatinou. Proliferace je zaroven i srovnatelna

s referenci. Stejn¢ tak je morfologie bunék stejna jak na vzorcich, tak na referenci.

Dynamickéd kultivace v rotatnim perfuznim reaktoru probihala 24 hodin, ¢emuz ale
piedchéazela 24 hodinova kultivace ve statickych podminkach, aby mély buiiky cas na
material naadherovat a osidlit jej. Po uplynuti kultiva¢ni doby za dynamickych podminek
bylo médium opatrné odstranéno z kultiva¢nich komor bioreaktoru v biohazard boxu a
scaffold byl opatrné vyjmut, aby mohl byt nabarven pro vizualizaci morfologie bunék.
Vysledky, které ptinesla dynamickd kultivace nesplnily nase ocekavani. 1 pies naSe
ocekavani a vyborné vysledky statické kultivace jsou vysledky dynamického procesu horsi,
coz znazoriuje snimek 23-a). Na obrazku je patrna pouze minimalni mira bunétné
proliferace a vyrazné nizsi pocet bun¢k nez u reference a vzorkd ze statické kultivace. Ve
srovnani se statickou kultivaci buitky mély horsi schopnost proliferace, zménily morfologii
a je vidét méné stresovych vlaken — buiiky maji mén¢ protahly tvar. Tato nepiizniva reakce
pfi dynamické kultivaci naznacuje vyznamny vliv dynamickych podminek na chovani bunék

a jejich schopnost adheze a proliferace na povrch materialu.
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Dalsim moznym dtvodem takového vysledku muize byt pfitomnost vzduchovych bublin v
kultivaénim médiu v horni ¢asti komory, které byly v kontaktu i se scaffoldem. Vzniku a
pritomnosti vzduchovych bublin je potieba béhem manipulace s bioreaktorem piedchazet a
pripadné je odstranit, nicméné obcas se béhem doby experimentu objevi, a ne vzdy je
v moznostech vyzkumnika, aby je odstranil, vzhledem k ¢asové naroc¢nosti, kdy bézi
experiment nepfetrzit€ i v no¢nich hodinach. Proto byl pfi druhém méteni scaffold ukotven
do plastovych kazet, aby bylo zajisténo plné ponoieni materialu do kultivaéniho média. Tim
se snizi riziko pfitomnosti vzdusnych bublin a umozni se lepsi interakce mezi bunikami a
scaffoldem, coz by mélo vést k lepSim vysledkiim v bunééné proliferaci. Tento pfistup ndm
umozni l1épe kontrolovat prostiedi, ve kterém buiiky rostou, a snizit potencialni faktory, které

by mohly ovlivnit vysledky kultiva¢niho procesu.

Martina Kasparova ve své diplomové praci popisuje sérii pokusiu dynamické kultivace
s vyuzitim perfuzniho rotacniho bioreaktoru firmy Synthecon a sledovani bunécné
proliferace mysSich embryonalnich fibroblasta na scaffoldu, vyrobeného ze smési
keramického prasku (Al.O3), pojivového systému (Licomont EK583) a KCI. Vysledkem jeji
experimentalni ¢asti byla fotografickd analyza. Z této analyzy vyplyva, Ze bchem
adherencniho procesu a bunécné proliferace bylo pozorovdno vyssi mnozstvi bunék na
scaffoldech s velikosti péra vyssi nez 250 um (KaSparova, 2019). Na zaklad¢ naSich
experimentalnich vysledkt Ize konstatovat, ze nami pouzity P(VDF-TrFE-CTFE) -PC
scaffold pravdépodobné nebyl dostate¢né porézni nebo nemél pozadovanou velikost port.
Tento zavér je podpofen tim, ze V praci Kasparové na scaffoldech s mensimi péry bylo
pozorovano niz$i mnozstvi bunék pii vyhodnoceni adheze a proliferace, coz naznacuje
nedostateCnou propustnost nami zvoleného scaffoldu. Béhem budouciho zkoumani
testovaného materialu bude urcit¢ vhodné se zaméfit na stanoveni velikosti port. Sledovani

velikosti port bylo ale nad ramec této predlozené prace.
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8.2 Vysledky druhého méreni

Po uplynuti kultiva¢ni doby za dynamickych podminek (stejné jako u prvniho méfeni - 24
hodin) bylo médium opatrné odstranéno z kultiva¢nich komor biorektoru v biohazard boxu
a scaffold s bunkami byl nabarven dle postupu popsaném v kapitole 6.5.3.2 Barveni bunék.
Je dulezité zdiraznit, ze pii druhé kultivaci bunék, jak na referenci, tak i s pouzitim
scaffoldl, byla pouzita niz§i koncentrace bun&éné suspenze (5. 10* bun&k/ml namisto 1.10°
buné¢k/ml), proto je i vysledna proliferace na referenci a na vzorcich mensi. Nicméné co se
tyce scaffoldu bez zelatiny (Obrazek 24-b)), tak proliferace ve srovnani s referenci (Obrazek

24-d)) byla dobra, téméf srovnatelna.

a) Scaffold b) Scaffold c) Scaffold Gel+ d)
Dynamicka kultivace Staticka kultivace Staticka kultivace Reference

Obrazek 24 — Druhé méteni: Bunécna linie mysich fibroblastd NIH/3T3 po kultivaci za a)
dynamickych podminek, b) statickych podminek, c) statickych podminek s Gipravou
materidlu pomoci zelatiny, d) reference za statickych podminek. Bunécné jaderna DNA

(tyrkysova barva) a aktinova vlakna (Cervend barva). ZvétSeni fotografii je 40x a 100x.

Nizsi koncentrace bun€k u druhého méteni byla pouzita zamérné, aby bylo mozné 1épe

pozorovat morfologii jednotlivych bun€k na materialu i na referenci.

Na obrazku 24-c) je predstaven vysledek statické kultivace s upravou materidlu pomoci

zelatiny. Je zajimavé pozorovat, ze na vzorku potazeném zelatinou byly bunky pouze na
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okrajich materialu, coz je dobfe patrné i na fotografiich. Zda se, ze buiiky nepronikly dovnitf
materialu a adherovaly pouze na jeho povrch. Existuje nékolik moznych vysvétleni tohoto
jevu. Jednim z nich mtze byt skutecnost, ze buiiky pronikly skrze miizku materidlu, ¢imz
nedoslo k jejich adhezi na vnitini strukturu. Dal$im moznym divodem muize byt horsi
manipulace s bunécnou linii béhem experimentu, jelikoz buniky na praci vyzkumnika reaguji
velmi citlivé. Nicméné bylo ofekavano Ze se dosahne stejnych vysledku jako v ptipadé
prvniho méfeni, tedy Ze material potazeny zelatinou bude podporovat adhezi a proliferaci

mysSich fibroblasti.

Je pozoruhodné, ze vzorky bez pridani zelatiny (obrazek 24-b)) kultivované ve statickych
podminkach jsou témét srovnatelné s referenénimi vzorky (obrazek 24-d)), coz naznacuje
peknou troven bunééné proliferace. Toto pozorovani naznacuje, ze dany material poskytuje

ptiznivé podminky pro adhezi a rist bunék i bez ptidavku Zelatiny.

Vysledkem dynamické kultivace je obrazek cislo 24-a), ktery naznacuje, ze dynamické
podminky nejsou pro buiiky idedlni. Vysvétlenim takového vysledku miize byt nedostatecna
porozita vzorku, coz brani spravnému prostupu zivin a kysliku dovniti materialu a omezuje
interakci bun€k s jejich prosttedim (potize béhem 3D tisku). Druhym moznym faktorem

muze byt stres zpltisobeny manipulaci béhem zapojovani bioreaktoru.

Je dualezité brat v uvahu, ze 1 kdyz morfologie bun¢k na fotografiich nemusi vypadat idealné¢,
vysledky nasi dynamické kultivace naznacuji, Ze k urCité bunécné proliferaci dochazi.
Pozorujeme minimalni pfitomnost bunék na povrchu materialu a nedostatecnou tvorbu
bunécnych shluki. Tento jev naznacuje, ze bunky neproliferuji tak efektivné, jak bychom
ocekavali. Nekteré vyzkumné studie dokonce ukazuji, ze 1 kdyz morfologie neni dokonala,
muze to byt stadle povazovano za uspéSnou proliferaci. Béhem dalsi prace by bylo dobré
zefektivnit rychlost manipulace béhem sestrojovani bioreaktoru, ¢i volba jiné rychlosti

otacek.

Experimentalni ¢ast piedlozené diplomové prace je zaméiena na konkrétni typ bioreaktoru,
ktery byl dosud malo prozkouman v literatufe. Bylo zjisténo, Ze existuje nedostatecné
mnozstvi ¢lankd, které by se zabyvaly perfuznimi rotaénimi bioreaktory firmy Synthecon.
Konkrétné jsem narazila na nedostatek informaci o experimentech a kultiva¢nich pokusech
s vyuzitim mySich kmenovych fibroblasti v rotacnich perfuznich bioreaktorech. Tato
skute¢nost ukazuje potencidl pro studium bunéénych procesti s vyuzitim tohoto typu

reaktoru. Zarovei bylo zji$téno, Ze existuje omezené mnozstvi studii, které zkoumaji vyuZiti
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rotacnich perfuznich bioreaktori spolu s 3D scaffoldy pro kultivaci mysich kmenovych

fibroblastu.

V ramci této diskuse byly hledany relevantni studie, v tomto kontextu mize byt zminéna
prace Krista M. Fridleyho a kolegt, ktera poskytuje dilezité poznatky o diferenciaci mysSich
embryonalnich kmenovych bunék v rotacnich a perfuznich tankovych bioreaktorech. Jejich
experimenty se zaméefovaly na hodnoceni vlivu riznych kultivaénich podminek na vyvoj
embryondlnich télisek v odstiedivych bankéach a statickych systémech, véetné rota¢nich
lahvi a bioreaktorti od firmy Synthecon. Vysledky naznacuji, Ze bioreaktor od firmy
Synthecon nenabizi jednoznacné vyhody ve srovnani s ostatnimi testovanymi systémy pro
tvorbu embryoidnich télisek a na zaklad¢ poskytnutych vysledkii a zavéri lze fici, ze
bioreaktor od firmy Synthecon neni idealni volbou pro tento konkrétni typ pokusu (Fridley
et al., 2010).

V pokusu Krista M. Fridleyho a kolegti, podobné jako u nas pii dynamické kultivaci, doslo
k poklesu koncentrace bun¢k. Tento spolecny vysledek naznacuje, Ze bioreaktor od firmy
Synthecon neni optimalni volbou pro podporu bunécného ristu nebo proliferace v tomto
konkrétnim experimentalnim kontextu (Fridley et al., 2010). Tato skute¢nost podtrhuje
dualezitost zohlednéni specifickych potfeb bunécnych typt a optimalizaci kultivacnich

podminek pro dosazeni pozadovanych biologickych odpovédi.

Bioreaktor RCCS od spole¢nosti Synthecon se jevi jako vhodné zafizeni pro bunécnou
kulturu a inzenyrstvi jicnu. Jeho schopnost kombinovat pratokovou perfuzi s rotaci
umoziuje fizenou mechanickou stimulaci, coz je kli¢ové pro uspésné kultivace bunék tohoto
typu. V bioreaktoru jsou bunky udrzovany ve suspendovaném stavu, coz zajist'uje optimalni
pfenos zivin, kysliku a odpadnich latek. Diky minimalizaci sil plisobicich na buiiky vznika
prostiedi s nizkym smykovym napétim, coz je vyhodné pro udrzeni bunééné integrity. Tento
ptistroj je tedy dobfe piizpiisoben pro vyzkum a aplikace v oblasti kultivace bunék jicnu, jak
naznacuje prace Agnés Drochon (Drochon et al., 2022). Je mozné, Ze nizka bunécna
proliferace mysich fibroblastd na scaffoldu za dynamickych podminek pozorovana v
experimentalni ¢asti predlozené prace muze byt zpusobena vyssi citlivosti fibroblasti na
silné mechanické podnéty. MySi fibroblasty mohou byt nachylnéj$i k dynamickému
namahdni a reagovat na n¢j citlivéji nez bunky jicnu. Je mozné, Ze vysledny utlum
proliferace byl dasledkem intenzivniho mechanického stresu, kterému byly buiky

vystaveny.
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ZAVER

Teoreticka cast reflektuje hlavni body ziskané béhem literarni reSerSe. Zduraziuje rozdil
mezi genovym inzenyrstvim a tkailovym inzenyrstvim, ¢imz je podtrZzena specifi¢nost a
vyznam obou téchto disciplin. Tim se vytvaii zakladni ramec pro porozuméni jednotlivym
oblastem a jejich vzdjemnému propojeni. V ramci tkdnového inzenyrstvi je pak podrobnéji

popsan princip, historie a typy bun¢k vyuzivané v této discipling.

Nasledné se prace detailné zabyva scaffoldy. Zaméfeni na scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi
iniciovalo definici kliCovych pojmil. Nésledné byla podrobena diskuzi morfologicka
struktura scaffoldi a technologie jejich vyroby, ¢imzZ se pfispélo k pochopeni jejich
fyzikalnich a mechanickych vlastnosti. Velky daraz byl kladen na vybér vhodnych
biomateriall, které jsou klicovym prvkem pii vyrob¢ scaffoldi. Kategorizace biomateridli
a jejich mozné modifikace poskytly dulezité informace pro optimalizaci interakce mezi

scaffoldem a buiikami.

Dal$im vyznamnym tématem byla problematika statické a dynamické kultivace bunék. Zde
se ukazalo, ze dynamicka kultivace s vyuzitim bioreaktorii predstavuje efektivni ptistup k
simulaci fyziologického prostfedi a optimalizaci bunééného ristu a diferenciace. Bylo
zéasadni podrobné vysvétlit, co bioreaktory jsou, jak funguji a jaké typy existuji, aby bylo

dosazeno plného porozuméni jejich role v tkdniovém inZenyrstvi.

Celkove tedy prace poskytuje komplexni piehled o scaffoldéch pro tkanové inzenyrstvi,
zdurazituje vyznamné aspekty vyvoje a aplikace téchto struktur a pfispiva k lepSimu

porozumeéni této oblasti védeckého vyzkumu.

Prakticka Cast prace byla zaméiena na aplikaci ziskanych teoretickych poznatki v
experimentalni studii. V ramci experimentu byl testovdn piezoelektricky materidl —
kombinace polykaprolaktonu a polyvinylidenfluorid-trifluoroethylene-
chlorotrifluoroethylenu (P(VDF-TrFE-CTFE) -PC). Dale byly pfipraveny scaffoldy pomoci
3D tisku na tiskarné BIO X. Scaffoldy byly vyrobeny z polymert P(VDF-TrFE-CTFE) a PC

v poméru 1:4.

Béhem experimentu byla dikladn€ upravena a sterilizovana struktura scaffoldd. Sterilita je
zasadni pro spéch kultivace bun¢k a minimalizaci rizika kontaminace. Pro kultivaci bun¢k
testovani proliferace na scaffoldu byla zvolena linie mySich embryondlnich fibroblast
NIH/3T3. Kultivace bun€k probihala staticky na 12-jamkové desticce pro tkanové kultury a

nasledné dynamicky v perfuznim rota¢nim bioreaktoru.
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Dynamicka kultivace v perfuznim rotacnim bioreaktoru pfindsi vyhody jako lepsi distribuci
zivin do kultivacniho media efektivni odstranéni metabolickych odpadii a mechanickou
stimulaci bun¢k pro lepsi diferenciaci a vyvoj tkané. Kultivace bunék byla dikladné
pfipravena a monitorovana pomoci ruznych experimentalnich technik, vcetné

fluorescen¢niho barveni bun¢k a pozorovani morfologie pomoci konfokalniho mikroskopu.

V zavéru nasi studie jsme zjistili, Ze interakce bun¢k s povrchem materialu je zasadni pro
akceptaci ¢i odmitnuti implantované¢ho materidlu. NaSe experimenty s pouZitim dynamické
kultivace v perfuznim rotaénim bioreaktoru od firmy Synthecon naznacuji, Ze tato metoda
neni dosud dostatecné prozkoumdna a nemame k dispozici dostatecné relevantni vysledky,
na které bychom se mohli spolehnout. Na zdklad¢ naSich zkuSenosti a znalosti z teoretické
Casti jsme ocekavali opacné vysledky. Testovany material (P(VDF-TrFE-CTFE) -PC)
podporoval proliferaci mysSich fibroblastl, avSak jen pii kultivaci za statickych podminek.
Material ma tedy potencial pro vyuZziti v tkdflovém inZenyrstvi, jelikoZ nijak negativné
neovlivitluje bunécnou proliferaci. Béhem dynamické kultivace bylo dosazeno horSich
vysledkii, coz muze byt zplisobeno strukturou scaffoldu (nedostatecna porozita), dlouha
doba sestrojovani bioreaktoru, manipulaci se vzorkem apod. Nicméné se dynamicka
kultivace jevi jako slibna moznost pokrocilejsiho biologického testovani material v oblasti

tkanového inzenyrstvi a naSe experimenty naznacuji potiebu dal§iho vyzkumu v této oblasti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
Gl — genetické inzenyrstvi

Tl — tkanové inzenyrstvi

ECM — extraceluldrni matrix

PEG — polyethylenglykol

PGA — polyglykolidy

PCL — polykaprolakton

PVC — polyvinylchlorid

ES — embryonalni kmenové bunky

BM-MSCs - mezenchymalni kmenové buiiky z kostni diené
UC-MSCs - mezenchymalni kmenové buiiky z pupecnikové krve
MOFs - Metal-organic frameworks

PCL - polykaprolakton

PVDF - polyvinylidenufluorid
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