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ABSTRAKT

Poskozeni kloubnich povrchii tvofenych hyalinni chrupavkou je nevratny proces,
organismus ho sam jiz nedokaze reparovat. Nasi snahou je vytvoiit metodu, ktera by
reparaci defektu nastartovala a vytvofila jakousi konstrukci pomoci niz by posSkozeny
organismus dokéazal reeparaci defektu dokoncit. Byl ziskan nebunéény implantat
optimalnich biomechanickych parametra ur¢eny k sanaci defektnich kloubnich povrchii
zejména traumatologické etiologie a soucasné byl vytvoien gelovy injikovatelny material
na bazi inteligentnich nanovlaken funkcionalizovanych mediatory stimulujicimi migraci

bunék.

ABSTRACT

Damage of the joint surfaces formed by hyaline cartilage is an irreversible process, the
organism cannot repair it by itself. Our effort is to create the method that would start a
repair of the defect and create a kind of construction helping the damaged organism to
complete a repair of the defect.

A non-cellular implant with optimal biomechanical parameters was obtained. It was
intended for the reparation of defective joint surfaces, especially of traumatological
etiology. Simultaneously a gel injectable material based on intelligent nanofibers

functionalized with mediators stimulating cell migration was created.



SEZNAM ZKRATEK

SC
MSC
PRP
PAN
miRNA
PCL
PVA
API
SEM
EPR

IRCS

SUKL
NP
CL
PC
PE

PS

PI

PA
PG
PEG

kmenova bunka (stem cell)

mezenchymalni kmenova butika (mesenchymal stromal cell)
plazma bohata na krevni desticky (platelet rich plasma)
polyakrylonitril

malé nekodujici molekuly ribonukleovych kyselin
poly-e-kaprolakton

polyvinylalkohol

ucinna farmaceuticka latka (active pharmaceutical ingredient)
skenovaci elektronova mikroskopie

vy$si ucinek pronikani a retence

(enhanced permeability and retention effect)
Mezinarodni spolecnost pro obnovu chrupavky

(The International Cartilage Repair Society)

Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

nanocastice (nanoparticles)

kardiolipin

fosfatidylcholin

fosfatidyletanolamin

fosfatidylserin

fosfatidylinositol

kyselina fosfatidova

fosfatidylglycerol

polyethylenglykol
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1. CILE PRACE

Zamérem této prace v obecném smyslu je prispét k moderni theragnostice (personalizované
léCebné  strategii, kterd kombinuje diagnostiku s terapii) v ortopedii aplikaci
funkcionalizovanych nanovldken s vyuzitim mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC)
lokalizovanych v okoli postizeného mista. Aplikace vhodné funkcionalizovanych nanovlaken,
véetné¢ nanovlaken frakcionovanych ve form¢ disperzniho roztoku, je slibnym prostfedkem
moderni personalizované mediciny, ktery umozni cilenou a ¢asové fizenou migraci MSC a
vyuziti regeneracniho potencialu autolognich MSC ke zhojeni defektu po jednotlivych vrstvach
miniinvazivni chirurgickou cestou. Tento pfistup navic téz minimalizuje naroky na schvalovaci
procesy zdravotnickymi autoritami (SUKL, EMA), coZ umoziiuje akceleraci transferu poznatk
zakladniho vyzkumu do ortopedické praxe a cilenou personalizovanou lécbu aplikaci tzv.
precision medicine.

Konkrétni cile této prace byly:

a. ziskat nebunécny implantat optimalnich biomechanickych parametri ur¢eny k sanaci
defektnich kloubnich povrchii zejména traumatologické etiologie. Je tfeba zdlraznit
slovo nebunéény. Chondrogenni transplantaty ziskdvané kultivaci autogennich
chondrocytl tzv. chondrografty jsou pouzivany at' uz s vét§im ¢i mensim uspéchem
fadu let. Jejich vétsimu rozsiteni brani pfedevsim velmi vysoka cena, pomérné dlouhd
doba kultivace a v neposledni fad¢ nutnost dvoudobého opera¢niho vykonu. Firemné
zhotovované piipravky typu polymeru z kyseliny polyglykolové spolu s kyselinou
hyaluronovou (Chondrotissue®) jsou uréené spise jen k dodasnému piekryti defektu a
neni mozné je v pravém slova smyslu pocitat mezi transplantaty.

b. Vytvofit gelovy injikovatelny material optimalnich biomechanickych parametrti pro 3D
medicinské aplikace na bazi inteligentnich nanovlaken funkcionalizovanych mediatory
stimulujicimi migraci MSC do mista defektu, tedy funkcionalizovany gel, kde
nanovlakna slouzi jako sit' uréena k adhezi bun€k na bazi PRP, které¢ nanovlakno
funkcionalizuji. Mezenchymalni stromalni buniky z okoli migruji po gradientnim spadu
do mista defektu vyplnéného gelem a postupné se transformuji na chondrocyty,
eventualné na osteoblasty dle lokality, do které pricestovaly.

c. Vytvorit casové-regulovatelné systémy dodavani 1é¢iv a dalSich bioaktivnich latek a
verifikovat in vitro experimenty.

d. Vyhodnotit in vivo biokompatibilitu a uc¢innost nanovldkennych systémi pro

theragnostické aplikace.



2. UVOD

2.1 Kloubni povrch a jeho poSkozeni

Poskozeni kloubnich povrchi, at’ uz traumatologické nebo degenerativni etiologie, je
jednou z nejéastéjSich pricin bolesti kloubu, omezeni hybnosti a nasledného rozvoje artrozy.
Stale se zvySujici naroky na sportovni vykony vrcholovych sportovcl, ale i sportovcl
rekreacnich, pfinaSeji mnozici se nalezy tézkych defekti kloubnich ploch.

Kloubni povrch je fyziologicky kryt hyalinni kloubni chrupavkou. Jedna se o pruznou
mezenchymalni tkan vyzivovanou prostou difuzi s nizkou potiebou kysliku a anaerobnim
metabolismem. Hyalinni chrupavka samotna nema zadné cévni zasobeni. Zakladnimi slozkami
hyalinni chrupavky jsou chondrocyty (asi 10 % hmotnosti) syntetizujici mezibuné€nou hmotu
(matrix), kterd obsahuje kolagen II. typu (na rozdil od vazivové chrupavky obsahujici kolagen
L. typu), proteoglykany (chondroitin-sulfat, keratansulfat, agrekan), kyselinu hyaluronovou a
glykoproteiny (fibronektin a chondronektin). Nemalou mérou, cca 80% hmotnosti, je
zastoupena voda.

Hyalinni chrupavka je od povrchu ke kosti tvofena témito vrstvami:

- Povrchovou zoénou sestavajici z polysacharidové blanky, elipsoidnich
chondrocytl a kolagennich vazivovych vlaken.

- Pfechodnou zonou sestavajici ze sférickych chondrocytli bohatych na
organely, vertikaln¢ uspofadanych kolagennich vlaken s velkym mnoZstvim
proteoglykanu.

- Mineralizovanou zoénou, kterd obsahuje malé chondrocyty a jiz ¢aste¢né
kalcifikované ostrivky.

Riizné usporadani kolagennich vlaken v jednotlivych zénach chrupavky je odpovédi na
tlakové poméry, které se v jednotlivych vrstvach méni a pouze v povrchové vrstvé je vysledny
vektor tlakové sily horizontalni. Rast chrupavky je bud intersticidlni nebo apozi¢ni. Na
artikulac¢nich plochach v mistech, kde dochazi k opotifebovani chondrocytl 1 matrix, dochazi
téZ mitotickym délenim chondrocytii k intersticialnimu rastu. V mistech, kde se uplatiiuje
perichondrium, tj. pfi bazi chrupavky dochazi k riistu mechanismem apozice. Chondroblasty
perichondria proliferuji a diferencuji se v chondrocyty produkujici matrix a dopliuji nasledné
vrstvu chrupavky. V obou ptipadech chondrocyty vytvareji kolagenni vldkna a extracelularni
matrix. Regeneracni schopnosti hyalinni chrupavky jsou vSak minimalni a castecné muiize
dochazet k regeneraci jen v perichondriu. Chondroblasty z perichondria pronikaji do mista
poskozeni, diferencuji se v chondrocyty a vytvareji zde novou chrupavku. Je-li vSak rozsah

poskozeni vétsi nebo je defekt lokalizovan povrchoveé dojde maximalné€, a to jen v lepSim



piipadé k prekryti chrupavkou vazivovou. Nazory na regeneraci chrupavky nejsou jednotné.
Jedno kiidlo tvofi konzervativni zastanci Hunterova sloganu z roku 1743 ,,Cartilage once
destroyed can't be repaired. Posledni dobou ale ziskava ptevahu nazor (podlozeny zejména
experimentalnimi studiemi) zastavajici moznosti jeji ¢astecné reparace.

Defekty kloubnich povrcht pfedstavuji jeden z nejcastéjSich problému v oboru ortopedie.
Chondrélni 1éze tvoii kolem 60 % vSech patologickych nalezii v kolennim kloubu. Malé
povrchové defekty do velikosti cca 1x1 cm jsou vétSinou asymptomatické. Rozsahlejsi defekty
se ale vétSinou Casem zvétSuji a jsou predispozici pro degeneraci kloubniho povrchu s

naslednym pfedcasnym rozvojem artrozy.
2.2 Klasifikace po§kozeni chrupavky

Pro studium moznosti sanace chondralnich kloubnich postizeni traumatické etiologie je
zcela zasadni vytvoreni klasifikace defekt. Tak jako v mnoha dalSich ptipadech i zde mame
k dispozici nékolik klasifikaci. Nejcastéji jsou pouzivany klasifikace Outerbridgeova (Tab.1) a

Noyes-Stablerova (Tab. 2).

Tab. 1. Outerbirdgeova klasifikace

Stupent Poskozeni

0 Normalni chrupavka

1 Chrupavka zmé&kla, otekla

2 Lokalizované ¢astecné zeslabeni chrupavky s jemnymi fisurami nezasahujicimi

k subchondralni kosti a neptesahujicimi rozsah 1,5 cm v priméru
3 Defigurace kloubniho povrchu zasahujici k subchondrélni kosti a presahujici
rozsah 1,5 cm v priméru

4 Volny fragment, odhalena subchondralni kost



Tab. 2. Noyes-Stablerova klasifikace

Stupeni Poskozeni

0 Normalni chrupavka

1A Mirné zméknuti nebo zména barvy chrupavky

1B Tézké zmeéknuti nebo zména barvy chrupavky

2A Caste¢ny defekt postihujici méné neZ polovinu vrstvy chrupavky

2B Casteény defekt postihujici vice neZ polovinu vrstvy chrupavky

3A Defekt celé site chrupavky postihujici subchondralni kost s intaktnim povrchem
kosti

3B Defekt celé Site chrupavky postihujici subchondralni kost s kavitacemi povrchu

kosti

V roce 1997 byla Mezinarodni spolecnosti pro vyzkum obnovy chrupavky (IRCS) vytvotena
nova klasifikace defekti kolenniho kloubu (Tab. 3).

Tab. 3. Nova klasifikace defekti kolenniho kloubu (IRCS)

Stupeni
0

la

1b

2

3a

3b

3c

3d

4

Hloubka poskozeni Plocha Lokalizace
Bez poskozeni 0 Koleno
Fibrilace 10-15 mm kondyly, ¢éska
Praskliny 10-15 mm kondyly, ¢éska
50% hloubky 20 mm kondyly, ¢éska
Radiélni zona 25 mm kondyly, ¢éska
Mineralizovand zona 25 mm kondyly, ¢éska
Plna tloustka chrupavky 25 mm kondyly, ¢éska
Puchyfte 25 mm kondyly, ¢éska

Zasahujici do kosti Nad 25 mm kondyly, ¢éska



2.3 Kmenové buiiky v feSeni chondralnich a osteochondralnich 1ézi.

Kmenové bunky (stem cells, SC) jsou buiikky schopné obnovovat poskozené nebo
opotiebované ¢asti a udrzovat homeostazu organismu. Jedna se o buiiky s Casové neomezenou
schopnosti sebeobnovy, jejichz mitotickym délenim vzniké jedna burika identickd s matetskou
(pro udrzeni poolu kmenovych bun¢k) a buiika, kterd mize dat vzniknout alespon jednomu
vysoce diferenciovanému bunécnému typu.

Mezenchymalni stromdlni buiikky (MSC) jsou multipotentni buniky, které mohou byt
izolovany z kostni diené, tukové tkané, pupecnikové krve a riiznych zarode¢nych tkani. Maji
schopnost diferencovat se do tkdni mezodermalniho ptivodu — kosti, chrupavek, $lach, svala a
tukové tkané€; produkuji specifické ristové faktory a cytokiny, které podporuji expanzi a
diferenciaci hematopoetickych bunék.

Mezenchymalni kmenova bunka (MSC) musi spliiovat Ctyfi kritéria:

1. podstupuje mnohocetna mitotickd déleni, kterymi se regeneruje;

2. dcefiné buiiky se diferencuji ve vice nez jeden bun&cny typ

3. pfi transplantaci jsou schopné funkéniho znovuosidleni tkané svého ptivodu;

4. in vivo ptispivaji k tvorb¢ diferenciovanych bunéénych populaci (i bez poskozeni).

MSC buiiky se mohou vyskytovat v riznych typech tkani ve specializovanych oblastech
zvanych ,,stem cell niches*, které slouzi jako rezervoar kmenovych bun¢k. Ty zlstavaji v
klidové fazi a uplatituji svou schopnost sebeobnovy az po poranéni, pii chorobach nebo pfi
procesech starnuti [14]. Hypotéza o specifickych ,nikdch* pro bunky kostni dfené¢ byla
postulovana Schofieldem et al., ktery jako prvni vyslovil domnénku, Ze urcitd skladba
mikroprostfedi kostni dfené¢ mizZe udrzovat kmenové bunky v primitivnim, klidovém stavu
[49]. Pozorovani tykajici se distribuce MSC v kostni dieni ukazala, Ze buiiky jsou lokalizovany
v tésné blizkosti endostu [41]. Tato mista tedy mohou byt povazovana za potencialni GtoCiste
pro MSC. Po ¢astecné stimulaci mohou kmenové buiiky opustit svou niche a piejit do
ob¢hového systému [51]. Buniky vSak musi byt nasledné ptitahovany pomoci atraktans do
jiného mista, kde jsou schopny za specifickych vlivii mikroprostiedi vstoupit do programu
diferenciace [52]. Studie zabyvajici se takzvanym homingem MSC ukazuji, Ze exprese
chemokinovych receptori napoméaha MSC v pronikéni do rtiznych tkani, kostni dien
v buniky mezodermélniho pivodu — adipocyty, chondrocyty nebo osteoblasty (Obr. 1). V
soucasnosti se vSak na zdklad€ rozsdhlych studii biologie kmenovych bunck toto dogma
zménilo. Byla prokazana tsp&Snd diferenciace MSC do Sirokého spektra bun€k nejen
mezodermalniho piivodu — osteoblastil, chondrocytt, adipocytii, ale i do fibroblastti, myoblastt

a



Obr. 1 /n vitro diferenciace MSC.
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2.4 Vlastnosti nanovlaken a jejich modifikace

Nanovldkna mohou byt definovéna jako vlakna o priméru mensim nez 1000 nm.
Nanovldkna se daji vyrobit n¢kolika zpusoby — elektrostatickym zvldknovanim, zvlaknovanim
z tavenin, dale napf. metodami electroblowing a centrifuge spinning. V soucasnosti existuje
jedina prumyslové pouzivana metoda vyroby nanovldken, a to je metoda elektrostatického
zvlaknovani, pii které se pouziva roztok polymeru jako zdroje pro tvorbu nanovlaken, a vysoké
elektrické napéti. Mezi nejzajimavéjsi vlastnosti nanovlaken, kterd lze s vyhodou vyuZit
v medicinské oblasti patii pfedevSim:

* nizka hustota,

* velky specificky mérny povrch,

* mala velikost poril — dobra prodysnost,

* vysoky objem porti,

* vysoka porozita,

* vyborné mechanické vlastnosti v poméru k hmotnosti,

» moznost aditivovat nanovlakenny material.

Kromé téchto obecnych fyzikalné-chemickych parametri maji nanovlakna jest¢ jednu
zéasadni vyhodu, kterd je predurcuje jako vynikajici material pro medicinské aplikace: jejich
rozméry jsou biomimetické a pfipominaji svymi rozméry extracelularni hmotu.

Tyto vlastnosti pfedurcuji nanovlakna pro vyuziti ve dvou dulezitych oblastech moderni
mediciny: personalizované mediciné a theragnostice. Vytvoreni technologie produkce
ultrasenzitivniho detektoru plynnych i kapalnych stop na bazi funkcionalizovanych nanovlaken
na vyssi nez laboratorni urovni, ¢imz Ize realizovat moznost Siroké aplikace nové technologie,

by otevielo unikatni cestu pro rychlou orientacni detekci markerii zavaznych chorob v jejich



Casné fazi a téz orientacni detekci markeru pro urceni prubéhu lécby a efektivity medikace
primo v ordinacich. Resent tohoto problému spociva vyuziti nanovidken jako ultrasenzitivniho
detektoru v theragnostice.

Nanovlakna byla pfipravovana také z chitosanu, ktery se pies své aminoskupiny vaze na
sténu bakterii (Helander et al. 2001; Liu et al. 2004). Nanovlakna z polyakrylonitrilu (PAN) se
povazuji za superhydrofobni material s kontaktnim thlem az 170° (Feng et al. 2002).
Povrchové bunky jsou pfirozené hydrofobni a diky vysokému obsahu lipidi maji malou
smacivost.

Pro ¢asnou detekci nizkych koncentraci specifickych markeri je nutné mit zatizeni fungujici
jako velmi ucinny filtr, a to s extrémné velkou plochou a dalsi dilezitou vlastnosti, moznosti
modifikace nebo funkcionalizace nanovldkenné vrstvy s vyuzitim rtiznych chemickych nebo
fyzikalnich procesii béhem vyroby nebo po ni. Funkcionalizaci 1ze podstatné zlepsit povrchové
vlastnosti a ziskat tak naptiklad superhydrofobni (vodoodpudivé) nebo superhydrofilni (silné
nasakavé¢) materialy, na které 1ze navazat specifické protilatky nebo miRNA.

K modifikaci biodegradabilnich hydrogeli jsou nejCastéji pouzivana nanovlakna
z poly-g-kaprolaktonu (PCL) nebo polyvinylalkoholu (PVA; Obr. 2, 3). PVA maji hydrofilni
charakter, ve vodném prostiedi zvétSuji svllj objem a jsou ve vodé¢ rozpustna. Jejich stabilitu
lze zvysit tzv. crosslinkem.
Obr. 2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) PCL and PVA

SEMT: 100KV WD: 31972 mm e VEGAW TESCAN

SEM MAG: 10.34 kx  Del; SE Detector 5 pm

SEMHV: 10.00Kv  WD: 3.3433 mm
SEMMAG 2024 kx  Del. SE Defeclor 2pm

Date(m/dly): 0803/11  SM: RESOLUTION Digital Microscopy -..gmg'l Date(mdAy): 06/06/11 SM: RESOLUTION Digital Microscopy ..n.,..,ﬂ




Obr. 3

PCL jsou naopak hydrofobni a vyznacuji se dobrymi mechanickymi vlastnostmi.

2.5 Klic¢ova role nanovliken v theragnostice a personalizované mediciné

Personalizovanou medicinou rozumime cilenou terapii s maximalnim profitem a
bezpecnosti pro konkrétniho jednotlivého pacienta. Personalizovand medicina se svym
poslanim zabezpecit ¢asnou diagnézu, dobrym odhadem rizika terapie a jeji optimalizaci
otevirad dvefe ke zlepSeni péce o pacienta s niz§imi naklady. Funkcionalizovana nanovlakna
hraji v této moderni strategii klicovou roli, nebot’ mohou byt vyuzita pro vytvotreni systému
cilené a Casové fizené 1éCby na bunécné trovni. Rozsifeni aplikace nanovlaken je klicovym

milnikem pro personalizovanou medicinu a theragnostiku.

Pro ucelné a reprodukovatelné dodavani bioaktivnich latek je ale vyhodné zvolit transportni

systém, ktery bude mozné pouzit pro transport piesn¢ definovaného mnozstvi bioaktivni latky

k cilové tkani, kde se bioaktivni latka fizenym zptisobem uvolni.
2.6 Rizené dodavani latek v theragnostice a personalizované mediciné

Rizené dodavani bioaktivnich latek bylo definovano jako "The technique and route by
which an active pharmaceutical ingredient (API) is supplied to promote its desired
pharmacological impact and/or convenience, and/or to reduce undesirable effects" [48], coz
muizeme shrnout jako ,,vylepSeni funkce medikace®. Systém fizeného dodavani je definovan
jako "formulation or device that delivers an API in site-directed applications or delivers the

API in a timely (i.e., immediate, delayed, or sustained) manner". Systém samotny neni



farmaceuticky aktivni, ale zlepSuje ucinnost a/nebo bezpecnost dodavanych latek [49]. Systém
fizeného dodavani slouzi jako prostfednik medikace pro pacienta, at’ uz dopravuje medikaci
nebo zdravotnicky prostfedek, pficemz rozdil mezi lécivem a prostiedkem je dramaticky [50].
V ramci naSich experimentalnich praci se podafilo vytvofit systém frakcionovanych
nanovlaken, ktery mize byt v kombinaci s vhodnym gelovym nosi¢em pouzit jako specificky
kompozitni disperzni injikovatelny systém s moznosti lokalni imobilizace, fizené¢ho cilen¢ho

dodavani télnimi tekutinami ¢i pro mikrotvarovani cilové tkané s variabilni buné¢nou adhezi.
2.7 Transport latek v buiice

2.7.1 Pasivni transport

Pojem pasivniho targetingu se vyuziva k oSetfeni urCitého mista zajmu udrzovacim
léCivem nebo systémem s nosiCem léCiva na zékladé fyzikalné-chemickych nebo
farmakologickych parametr. Pfirodni a polymerni/pevné lipidové nanocéstice, lipozomy,
polymerni micely a dendrimery jsou koloidni nanonosice, které interaguji s bunéénymi nosici,
jako jsou erytrocyty, sérovy albumin a protilatky. Chemické parametry, jako jsou proléciva,
hydrofilni/hydrofobni struktura, pozitivni/negativni zeta potencial a fyzikalni faktory, jako je
velikost, tvar a molekulova hmotnost, jsou dilezité vlastnosti pasivniho cileni [2].

Na rozdil od aktivnich cilenych systémi, které obsahuji specificky cileny ligand,
vyzaduji tyto typy systémi pro podavani 1é¢iv dlouhou dobu setrvani v krvi, aby se do cilového
mista dostalo dostatecné mnozstvi 1é€iva. Jev znamy jako EPR efekt, ktery objevili Matsumura
a Maeda, umoznuje akumulaci l1éCiv nebo nosici 1éCiv. Prvni faze EPR efektu, zvySena
permeabilita, je charakterizovana anomaliemi v krevnim fecisti nadoru, které vedou ke zvysené
cévni propustnosti. Naptiklad v nddorové tkani chybi nebo je nedostate¢ny odtok lymfy ve
srovnani se zdravymi tkdnémi, coz vede k neucinné lymfatické drenazi z nadorové tkané. Toto
zpiisobuje, ze se v misté¢ nadoru hromadi systémy pro podavani 1é¢iv, coz je stav znamy jako
zvysena retence. Léciva uvolnénda z nosicl 1é¢iv, které¢ se nahromadily od jejich extravazace
ptes netésné cévy, nadory, zanétlivé oblasti a infarkty, ptisobi velmi dobie. Pasivni cileni bylo
pouzito v jednom z vyzkumi, ve kterém bylo zjisténo, Ze nanocastice chitosanu nalozené
paklitaxelem maji lepsi biodistribuci nez Taxol®, se zvySenou akumulaci 1é¢iva v jatrech a
slezin¢ a niz§imi koncentracemi lé¢iva v srdci a ledvinach. Bylo by tedy vhodnégjsi nahradit
termin "pasivni cileni" terminem "krevni ob&h a extravazace", protoze pasivni cileni mé vysoké
riziko netimysIné organové akumulace [2].

Matsumura a Maeda prokazali, ze makromolekuly o molekulové hmotnosti 15 000—70
000 g/mol se mohou snadno koncentrovat v naddorové tkani. Z divodu biokompatibility a

"utajeni" v krevnim fecisti obsahuje vétSina pasivnich cilenych nanosystémul povrch potazeny



PEG. Dalsim ptedpokladem odvozenym z literatury je, Ze vSechny Castice mohou pasivné cilit
na konkrétni misto (napft. nddor) a Ze zména ¢astic pomoci ligandii nezvysSuje pocet ¢astic, které
dosahnou cile. Strategie proléciva, pfi niz se neaktivni Casti po injekci pfeméni na aktivni
formy, je chemickou metodou pasivniho cileni. Mechanismem této pfemény jsou piedevsim
enzymatické procesy, kterym je molekula vystavena. Pii tomto enzymatickém procesu se
neaktivni sloueniny hromadi v misté¢ onemocnéni a pfeménuji se na ucinné aktivni slouceniny
s terapeutickym piinosem. Nejrozsifenéjsi pouziti této strategie je u protinadorovych 1éCiv s
fyzikaln¢é-chemickymi nebo biologickymi problémy. Tato metoda proléciva dodava ucinnou
¢ast pouze tam, kde je ji zapotiebi, a zabranuje tak cytotoxicité v nenadorovych buiikach. Dalsi
dvé zakladni kritéria, ktera jsou uzite¢na pro cileni, jsou velikost ¢astic a povrchové vlastnosti.
Jedna se o vysoce manipulovatelné vlastnosti nanoc¢astic pro zménu distribuce velikosti ¢astic,
zejména pro parenterdlni injekce. Z hlediska téchto proménnych lze polymerni nanoc¢astice
snadno upravit tak, aby po parenterdlni injekci poskytovaly pasivni cileni 1é¢iva. Naptiklad
nanonosi¢e musi mit pramér mezi 10 a 100 nanometry, aby se zabranilo filtraci ledvinami a
zejména zachyceni jatry. Rizeni molekulové hmotnosti kopolymerti umoziuje, aby polymerni
nanocastice mély do znaéné miry monodisperzni distribuci velikosti ¢astic. Napftiklad
makromolekuly mensi nez 40000 Daltonli (pfiblizn€¢ 5 nm) jsou eliminovany filtranim
systémem ledvin. Pro u¢inné zamezeni eliminace ledvinami by mél byt naboj systému pro

podavani 1éCiv neutralni nebo aniontovy [2]. Mezi takové systémy patii lipozomy.
2.7.2 Aktivni cileni léciv

Nadorové mikroprostiedi ma jedinecnou strukturu, ktera ho odliSuje od zdravé tkang.
Nadorové prostiedi ziskavd abnormdln€ neuspotadanou cévni strukturu a obturovanou
extravaskularni strukturu v disledku nefizeného vyvoje nadorovych bunék a uvolfiovani
angiogennich latek. Tyto strukturalni nedostatky naopak pfispivaji jak k EPR efektu, tak jsou
hlavnim zdrojem nerovnomérné akumulace a retence nanonosi¢ii v nadorech. Aktivni cileni,
znamé také jako ligandem zprostfedkované cileni, se snaZzi zajistit, aby nanonosic¢e navazané na
ligand byly zadrZzovany a vychytavany buiikami onemocnéni. Ligandy, které jsou specifické
pro povrchové chemické latky nebo receptory, které jsou nadmérné exprimovany v
poskozenych orgéanech, tkanich, buiikach nebo subcelularnich doménach, by mély byt peclivé
vybrany pro zamyslené pouziti. Aby bylo mozné vyuzit zvySené afinity aktivné cilené¢ho nosice,
musi byt blizko svého cile. Pikladem cilenych ligandl jsou protilatky a jejich fragmenty, jiné
proteiny, jako je transferin, peptidy, ligandy na bazi nukleovych kyselin a drobné molekuly.
Modifikace povrchu nanonosice cilenou ¢asti, ktera ma mit afinitu k nddorovym bunkam, a to
bud’ prostfednictvim fyzikéalni adsorpce, nebo rozsahlejsi kovalentni vazby, je jednou ze

zékladnich vlastnosti systémt cileného podéavani 1€¢iv. Studie in vitro a in vivo v oblasti



cileného podéavani 1€¢iv ukazaly, ze zatazeni cilenych ligandi zlepSuje terapeutickou t¢innost
ucinné latky ve srovndni s kontrolnimi systémy bez nich. Specifi¢nost cileni a kapacita
podavani mohou ovlivnit UspéSnost aktivnich cilenych NP. Specifi¢nost cileni je dana
biodistribuci ligandem funkcionalizovanych NP, zatimco dorucovaci kapacita je dana
materidlem a strukturou NP. Jak jiz bylo uvedeno, cilené ligandy nejsou schopny poskytnout
NP, pokud se nachazeji v blizkosti svého cile. Aktivné cilené NP vyuzivaji k akumulaci v
mistech naddoru EPR efekt. Do strategie aktivniho cileni by kromé cilenych ligandii mélo byt
zahrnuto 1 prodlouzeni doby pobytu NP v krvi. V opa¢ném piipadé budou NP rychle odstranény
z krevniho ob¢hu diive, nez dosahnou zamysleného cile.

Za zakladni principy aktivniho cileni byly oznaceny techniky konjugace/ptipojeni ligandu,
architektura aktivné cilenych NP, véetné hustoty ligandu, velikost a tvar NP, naboj povrchu a

ligandu a hydrofobicita povrchu [2].

2.8 Lipozomy jako sekundarni nosi¢ pro enkapsulaci do nanovliken

Lipozomy byly objeveny na pocatku Sedesatych let. Lipozomy jsou sférické vezikuly na
bazi lipida, které predstavuji novou platformu pro dorucovani 1é¢iv do cilovych bunék riznymi
zpusoby. Bangham et al. poprvé informovali o lipozomech v roce 1964 [12].

Lipozomy jsou od t¢ doby pfedmétem mnoha vyzkumd, jejichz hlavnim cilem je zlepSit
enkapsulaci, stabilitu, dobu cirkulace a specifické podavani 1é€iv. Lipozomy se v poslednich
dvou desetiletich staly jednim z nejvice zkoumanych novych systémil pro podavani 1é¢iv. V
lékatském vyzkumu lipozomy zménily lécbu rakoviny, genovou terapii, vakciny,
antimikrobialni latky a diagnostické latky. Ukazalo se, Ze jsou u¢innymi nosici citlivych 1é¢iv
1 makromolekul [13]. Dlouhodobé cirkulujici neboli stealth lipozomy byly vytvoieny
potaZenim povrchu lipozomu hydrofilnimi polymery, jako je polyetylenglykol, ktery inhibuje
vychytavani lipozomu retikuloendotelidlnim systémem [14] a minimalizuje toxicitu
zapouzdienych 1éciv [15].

Tyto nanostruktury jsou tvofeny lipidovou dvojvrstvou a napodobuji strukturu Zivo¢isné
bunky. Tato lipidova dvojvrstva také umoznuje transport hydrofilnich a hydrofobnich molekul.
A pravé tyto vlastnosti ptivedly lipozomy do oblasti systému pro podavani 1éciv [1].

Pti tradi¢ni 1écbé jsou 1é€iveé latky doddvany rovnomérné do celého téla prostrednictvim
regionalniho pritoku krve. Aby se 1ék dostal do postizené oblasti, musi projit riznymi
biologickymi bariérami na Urovni organti, tkani nebo jednotlivych bun¢k. Béhem transportu
1é¢iv vSak mize dojit k jejich inaktivaci nebo k nezddoucim uinkiim. Pouzitim vhodnych
nosicu lé¢iv 1ze tyto nezddouci Gcinky potlacit, a tim zvysit uCinnost 1é€by [2]. Za timto ucelem

byla vytvoiena celd fada nosi¢i v nanorozmeérech [3-5]. Lipozomalni nosi¢e vSak maji oproti



ostatnim jednu vyznamnou vyhodu. Jejich struktura sestava z lipida, které se nachazeji i v
bunééné membrané. A takové slozeni zajiStuje vysokou biokompatibilitu a ochranu
transportovanych 1é¢iv [1, 6, 7].

Za ucelem zlepSeni vlastnosti a pouzitelnosti lipozomi byla rozsahle studovéana
modifikace jejich povrchu. Povrchova modifikace zlepSuje zejména ucinnost doruceni 1é¢iva
do mista pasobeni pii in vivo aplikacich. Naptiklad funkcionalizace povlaku lipozomi
polyethylenglykolem (PEG) nebo polyvinylalkoholem (PVA) snizuje opsonizaci, a tim se tyto
lipozomy stavaji méné nachylné k jaterni clearance, coz vede k delSimu setrvani v systémovém
obéhu [8, 9]. Dale byla zvySena lokalizacni selektivita lipozomii, navrzena naptiklad
vytvotrenim glycyrrhetinovych lipozomt s nalozenou oxaliplatinou pro cilenou distribuci l1é¢iva
do jater [1]. Kromé téchto modifikaci existuje snaha kombinovat lipozomy s dal§imi
nanomateridly. Jednim ze zajimavych nanomateridlli, které by mohly byt pro takovou
kombinaci vyuzity, jsou nanovldkna. Tenkd jemné vlakna o priméru v fddu nanometrl jsou
uspofddana v porézni struktufe, kterd je vhodnd pro funkcionalizaci a modifikaci riznymi
nanocasticemi. Krom¢ potencidln¢ snadné a vyhodné enkapsulace lipozomii do struktury
nanovléken je tato kombinace zajimava také z hlediska zvySeni stability a u¢innosti zavedené¢ho
systému pro podavani 1é¢iv [10, 11].

Hlavnimi vyhodami systémovych lipozoma jako lékovych forem jsou biologicka
rozlozitelnost, nizs$i systémova toxicita, cilené podavani, ochrana citlivych molekul a lepsi
farmakokinetika. Jejich vyhody pro lokalni aplikace naopak vyplyvaji z prokdzané schopnosti
omezit zavazné inkompatibility a nezddouci G€inky, které mohou byt disledkem nepfiijatelné
velké systémové absorpce 1éCiv, a také z vyrazného zvySeni akumulace 1é¢iv v pozadovaném
misté u€inku diky vysoké podobnosti mezi sloZzenim lipozomi a biologickymi membranami

[16].

2.9 SlozZeni lipozomi

Glycerofosfolipidy a sfingomyeliny jsou dva typy fosfolipidl, které tvoii vétSinu obalu
lipozomil. Glycerofosfolipidy, jejichz patefi je glycerol, tvoii vétSinu fosfolipidi v
eukaryotickych bunkach. Chemickou strukturu glycerofosfolipidi tvofi hydrofilni hlavova
skupina a hydrofobni postranni tfetézec. Fosfatidylcholin (PC), fosfatidyletanolamin (PE),
fosfatidylserin (PS), fosfatidylinositol (PI), kyselina fosfatidova (PA), fosfatidylglycerol (PG)
a kardiolipin jsou jen nékteré z glycerofosfolipidi, které mohou vznikat v disledku modifikace
hlavové skupiny (CL) [17, 18]. Lipozomy lze pouzit k enkapsulaci, distribuci a uvoliiovani
latek rozpustnych v lipidech a amfifilnich latek, 1é¢iv a biologickych molekul, jako jsou peptidy

nebo geny, protoze ve své struktufe obsahuji jak hydratovanou, tak lipidovou fazi. Lipozomy



maji diky svym jedineénym vlastnostem rizné potencialni aplikace v potravinafstvi, v

soucasnych systémech podéavani 1éka a genové terapii [19].

2.10 Specificky ultrasenzitivni detektor na bazi funkcionalizovanych nanovliaken

Biosenzor je zatizeni s biologickym nebo organickym selektivné citlivym receptorem,
které reaguje na fyzikalni nebo chemicky podnét z okoli. Pro aplikaci biosenzorti v praxi je
kritické rozhrani mezi povrchem senzoru a analyzovanym prostfedim, sestavajicim z
biologického nebo organického rozpoznavaciho elementu (bioreceptoru), které je nasledné
pripojeno k elektronickému zesilovaci signalu. Stabilni integrace bioreceptoru na pevny povrch
molekuly povrchem biosenzoru je krucidlni pro detekci pomoci biosenzorti. Bioreceptor na
povrchu biosenzoru by mél disponovat vysokou specifi¢nosti a afinitou k cilové signalni
molekule. Imobilizace bioreceptori na povrchu biosenzoru pomoci nanovldken redukuje
difuzni limity a zlepSuje citlivost. V dasledku velkého specifického povrchu a velké povrchové
volné energie mohou nanovldkna zasadnim zplGsobem zvétSit hustotu imobilizovanych
bioreceptorll na povrchu biosenzorti a zlepsit jejich stabilitu. V poslednich letech byly pouzity
pro imobilizaci bioreceptort rtizné vodivé polymery (polyanilin, polypyrrol), polymery z
biologickych materidlti (chitosan, polykatecholy), elektrozvlaknéné polymery (napf.
polyakrylnitril, polystyren) a polykationové polymery (polyetylénimin). Polymery z

biologickych materidlli poskytuji nové kombinace riznych vlastnosti pro biosenzorové aplikace
2.11 Detekce extrémné nizkych koncentraci v plynném prostiedi

Vyvinuta modifikovand nanovldkna s navazanym avidinem mohou byt pouZita pro
testovani hrani¢nich moZnosti detekce. Vysoké detekeni citlivosti a selektivity se dosahuje po
reakci téchto modifikovanych nanovlaken s ptisluSnymi biotinylovanymi protildtkami, dané
metody pro Siroké pouziti. Ve druhém kroku by byl vytvéafen a testovan technologicky postup
tak, aby bylo mozné v konecné fazi realizovat produkt pro vétsi nez laboratorni aplikaci, tedy
aby bylo mozné jej pouzit pro $irSi pouziti. Ve tietim kroku by byl vytvafen biosensor na bazi

elektrického ¢ipu k rychlému vyuziti v terénnich aplikacich.
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3.1 PVA and PCL nanofibers are suitable for tissue covering and regeneration

Tuto praci lze pokladat za jednu ze stézejnich. Cilem této prace bylo vytvoreni Casove
regulovatelnych systémi dodavani 1éCiv a dalSich bioaktivnich latek a verifikovani in vitro
experimenty a vyhodnoceni in vivo biokompatibility a G¢innosti nanovlakennych systému na
bazi polyvinylalkoholu (PVA) a poly-g-kaprolaktonu (PCL) pro theragnostické aplikace.

Jako modelovy systém byly vybrany fibroblasty. Nejjednodussi zdroj fibroblastii
poskytuji kozni tkan€, proto byly experimenty orientovany na tento tkdnovy model. V ramci
této studie byly PVA a PCL nanovlakenné membrany testovany na rGznou variaci jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti a zplisobu vyroby. V poc¢atku jsme se soustiedili na pfipravu
nanovldkennych membran, jejichz polocCas rozpadu je regulovatelny. Obrazek 4 identifikuje
horni a spodni limit polocasu rozpadu. Je zifejmé, ze polocas rozpadu je mozné regulovat
v oblasti n€kolika sekund do hodnot fadu dnii az tydnt.

V dalsi ¢asti byly vytvofeny umélé defekty velikosti 4x4 cm (celkem 9) na modelu
velkého zvifete (miniprase). Testovany material byl aplikovan spole¢né s Jelonet parafinovou
gazou a suturovan v rozich defektu. Denni monitorovani regeneracniho procesu trvalo po dobu
27 dni. Hodnoceni tkdnové regenerace bylo realizovano ve dnech 5, 12, a 27. Regeneraéni
proces byl vizualné hodnocen a sou€asné byla realizovana biopsie. Standardni patologické
vySetieni bylo uskutec¢néno po skoneni experimentu.

Z vysledkt prace vyplynulo, Ze oba nanovldkenné nosice byly dobie tolerovany.
Soucasné zavéry experimentu potvrdily, Ze je mozné pokrocit k vytvoreni inteligentnich
nanovlakennych membran pro theragnostické aplikace a k ptipravé specifickych protilatek a
jejich navazani pro cilené dodavani bioaktivnich latek, véetné enkapsulace krevnich derivati a

antibiotik.
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3.2 Hydrogel containing anti-CD44-labeled microparticles, guide bone tissue

formation in osteochondral defects in rabbits

Tento manuskript piedstavuje dalsi z klicovych praci. Cilem bylo vytvoreni systému
frakcionovanych  nanovldken,  verifikovani  injikovatelnosti  gelového  systému
funkcionalizovaného frakcionovanymi nanovlakny, optimalizace polymeru pro povrchovou
funkcionalizaci, vytvofeni systému cilen¢ho (adresného) doddvéani bioaktivnich latek a
verifikovani efektivity materialu in vivo. Cilovou tkani regenerace byla pfedevsim kostni tkan.

Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o regeneraci trojrozmérného defektu, eliminovali jsme
nedostatek pseudo  dvourozmérné nanovldkenné membrany aplikaci hydrogelu
funkcionalizovaného nanovlakennymi mikropartikulemi.

Hydrogely jsou vhodné pro regeneraci osteochondralnich defektli, nebot’ mimikuji fadu
vlastnosti osteochondralni tkdn¢. Nedostatkem hydrogeli jsou ale jejich nevhodné
biomechanické parametry, které nejsou odpovidajici pro dostate¢nou disipaci energie
pochazejici z tlakového zatéZzovani, navic bez signifikantnich deformaci. K minimalizaci téchto
nevyhod hydrogelli byla pfipravena kompozitni nanovldkna na bdzi poly-g-kaprolakton-
chitosanu (PCL-chit) a polyetylenoxid-chitosanu (PEO-chit). FTIR analyza potvrdila uspésné
vytvoreni smési. Nasledné byla testovana biokompatibilita nosict na bazi PCL-chit a PEO-chit
pro adhezi a proliferaci fibrochondrocytt a chondrocyti. Byla potvrzena vynikajici metabolicka
aktivita bun¢k na obou druzich nosi¢i. Néasledné byly PCL-chit nanovlakna frakcionovana na
mikropartikule (stfedni velikosti 500 um), ktera byla povrchové funkcionalizovana
polyetylenglykol-biotinem pro umoznéni vazby anti-CD44 protilaitky pro interakci
s hyaluronovou kyselinou (PCL-chit-PEGb-antiCD44). Tento funkcionalizovany systém byl
pouzit do hydrogelu ke zlepSeni jeho biomechanickych i1 funkénich parametrii. Bylo dosaZeno
uspokojivého vysledku, a proto byl kompozitni gel dale testovan in vivo na modelovych
osteochondralnich defektech kralika. Mohli jsme uzavtit, Zze komplex PCL-chit-PEGb-
antiCD44 signifikantné zvysil osteogenni regeneraci piedev§im desmogenni osifikaci, ale téz

snizenou chondrogenni diferenciaci defektt.



33 Polycaprolactone foam functionalized with chitosan microparticles — a
suitable scaffold for cartilage regeneration.

Tento manuskript je dalsi z klicovych praci, tentokrat zaméteny na chrupavku a pénu
jako variantu nosného materidlu pro frakcionovana nanovlédkna v injikovatelné formeé. Cilem
prace bylo otestovat osteoregeneracni vlastnost chitosanovych a PAN nanovléken, otestovat
chitosanova nanovlakna na jejich specifickou interakci s bunécnymi st€énami, vytvofit systém
frakcionovanych nanovlaken v pénovém nosici, verifikovat injikovatelnost pénového systému
funkcionalizovaného frakcionovanymi nanovlakny, optimalizovat polymer pro povrchovou
funkcionalizaci a ptipravit technologicky postup piipravy kompozitniho nosice, verifikovat
efektivitu materidlu in vivo, otestovat produkci nanovlaken pro vétsi nez laboratorni aplikace a
oteviit cestu pro ptipravu theragnostickych materialii na bazi funkcionalizovanych nanovlaken.

V ramci tohoto experimentu byla pfipravena nanovldkna z nckolika polymert.
Nanovldkna z polyakrylonitrilu byla uvazovana primarn¢, nebot se povazuji za
superhydrofobni material s kontaktnim uhlem az 170° (Feng et al. 2002). PAN nanovlakna maji
vysoky potenciadl pro interakci s buiikami. Povrchové télni buiiky jsou totiz pfirozené
hydrofobni. Prokazalo se vsak, ze vyss$i potencidl ma chitosan, ktery se pfes své aminoskupiny
vaze na sténu bakterii (Helander et al. 2001; Liu et al. 2004), v kompozitni form¢ s poly-e-
kaprolaktonem (PCL). Pro regeneraci chrupavcité tkané je potfeba vysoce porézni nosic, ktery
umoziuje proliferaci chondrocytll, diferenciaci kmenovych bunék, a pfitom je charakterizovan
odpovidajicimi biomechanickymi parametry. Vhodné polymery pro tento ucel byly testovany
se zaméfenim na chitosan, ktery byl vybran jako kandidat pro optimalizaci biomechanickych
parametrll nanovlakenného nosice. Ukazalo se, Ze optimalnim feSenim je kompozitni nosi¢ na
penovém zakladu.

Byl vyvinut pénovy nosi¢ na bazi PCL s inkorporovanymi chitosanovymi
mikropartikulemi. Technologie pfipravy byla vypracovana a optimalizovéna:

Konstrukce (scaffold) byly ptfipraveny technikou louzeni soli z 10% nebo 15% hmotnostniho
roztoku PCL obsahujici 0, 10 a 20% hmotnostni zlomek mikroc¢astic chitosanu, pficemz ve
vSech ptipadech bylo pouzito stejné mnozstvi a velikost NaCl jako porogenu. Béhem
experimentu v délce trvani 22 dnli byl prokazan vyssi obsah DNA u konstrukei bez chitosanu
nebo s nizkym obsahem chitosanu (0 a 10% hmotnostni zlomek) v porovnani s konstrukci s
vysokym obsahem chitosanu. Roztok PCL s 10% hmotnostnim zlomkem s 10% a 20%
hmotnostnim zlomkem chitosanu prokazal signifikantné zvySené viskoelastické vlastnosti v
porovnani s konstrukci s PCL s 15% hmotnostnim zlomkem s 0% a 10% hmotnostnim zlomkem

chitosanu. Z experimentl vyplyva, Ze konstrukce s 10% hmotnostnim zlomkem PCL s 0% a



10% hmotnostnim zlomkem chitosanu ptedstavuji potencidlni konstrukci pro regeneraci

chrupavky.
Nanovlékna z PVA a PCL byla opét pfipravena technologii elektrospinningu a jejich struktura

vizualizovana metodou scanning electron microscopy (SEM, viz obr. 5 nize), ktera prokazala

jasn¢ vlakennou strukturu.

Obr. 6: SEM nanovlaken. a) SEM celého PVA, b) PCL, ¢) zékladni vlakno PV A, d) zakladni

vlakno PCL ZvétSeni 2000x.
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SEM analyza byla provedena vzdy na nejméné 50 ruznych filamentech, u kterych byl méfen
specializovanym TESCAN softwarem prumér a data statisticky zpracovana vzdy ve formé,

kterou dokumentuje Obr. 7 nize.

Obr. 7 RozlozZeni praméru jednotlivych nanovlaken
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Prokazali jsme, Ze systém frakcionovanych nanovldken v pénovém nosici je vhodny pro feseni
3D osteochondralnich 1ézi. Systém lze pouzit jako disperzi k injekéni aplikaci, ¢imZ jsme
udélali dalsi krok pro pfipravu theragnostickych materidld na bdzi funkcionalizovanych

nanovlaken.



34 The control of osteochondral regeneration in rabbits using type I
collagen/fibrin scaffold enriched with thrombocytes and chitosan/poly- e-

caprolactone microparticles

Tento manuskript pfedstavuje dalsi z klicovych praci, tentokrat zaméteny na in vivo
regeneraci osteochondralnich defekt s vyuzitim gelu funkcionalizovaného mikropartikulemi
na bazi nanovlaken s enkapsulovanymi bioaktivnimi latkami.

Cilem prace bylo otestovat osteoregenerac¢ni vlastnost kompozitnich chitosan/PCL
nanovlaken funkcionalizovanych trombocytarnimi derivaty, prokazat funkcnost systému
enkapsulovanych bioaktivnich latek ve frakcionovanych nanovlaknech, optimalizovat formu a
koncentraci krevnich derivati pro piipravu funkéniho systému stimulujiciho regeneraci
osteochondralnich defektt, verifikovat efektivitu materialu in vivo a otevfit cestu pro ptipravu
materialii na bazi frakcionovanych nanovlaken s krevnimi derivaty.

V ramci tohoto experimentu byla pfipravena nanovldkna z nékolika polymert.
Nanovlékenné sité pripravené, jak bylo popsano vyse, predstavuji dvourozmérné materialy z
diivodu jejich minimalni tloustky. To je stézi piijatelné pro vyplnéni velkych trojrozmérnych
1ézi. K vyfeSeni této piekazky jsme ptipravili nanovlakenné materidly vhodné pro disperzi v
kapalinach nebo gelech. Nanovldkenna sit’ byla nejprve frakcionovdna na mikrocastice pii
teploté pod tranzici do gelové faze. Nasledné byla smichdana s vhodnym gelem. Takovyto
trojrozmérny systém zachoval vSechny vyhody nanovlédken, protoze frakcionalizace pfti
teplotach kapalného dusiku poskytla jemny praSek se zachovanou vnitini substrukturou
nanovléaken.

V praci byly srovndvany polymery a jejich slozeni vhodné pro proliferaci
osteochondralnich bunék. Bylo zjiSténo, Ze maturace gelll patii mezi kliCové parametry pro
optimalizaci biomechanickych parametri implantatu. Nejdiive byly vybrany agarozové gely
jako potencialni implantatovy trojrozmérny nosi¢ frakcionovanych nanovldkennych systémi.

Porovnavali jsme dva Cerstvé pfipravené vzorky, agar a agardzu, s maturovanymi
vzorky uchovavanymi po dobu jednoho tydne o teploté 5 °C a vlhkosti 100 %. Nasledn¢ byla
zméfena relativni deformace € pii teplotich mezi 31-45 °C. Ve vzorku agaru byla
identifikovana faze tranzice mezi teplotami 30-37 °C (Obr. 7), coz indikuje, Ze dany material
je ptili§ meékky pro implantaci v ramci teploty lidského téla. Nicméné, agar6zovy gel prokazal
lepsi vlastnosti a signifikantné Sirsi fazi tranzice, coz jej upfednostiiuje pro klinickou aplikaci.
Je ziejmé, ze tento postupny piechod €ini implantat stabilné;si v ptipade€ kolisani teploty kolem
37 °C. Navic, jsme zjistili, Ze tydenni maturace pfi teploté 5 °C vyustila v dal$i rozsifeni faze

tranzice (Tab. 4), coz Cini artificialni implantat jesté vice biomimetickym. Maturaci tedy



muzeme aplikovat jako metodu kontroly biomechanickych parametrt.

Tab. 4 Zavislost relativni deformace na zrani gelu

Kompozice gelu zahtatd na e =Al/l (%)
teplotu 37 °C

Agardza 1,5 % zralad 14+1

Agardza 1,5 % Cerstva 18+2

Agar-Agar 1,5% 24+72

Struktura implantatu by méla vydrzet alespon tlak vyvinuty pfi aplikaci béhem laparoskopické
chirurgie. Byla tedy vytvofena sada geli odolavajicich doporu¢enému tlaku a jejich
biomimetické parametry byly vyhodnoceny chirurgy. Na zaklad¢ zkuSenosti chirurgt byl gel s
Youngovym modulem pruznosti pro 1,5% agarézu identifikovan jako nejvice biomimeticky,
makroskopicky pfipominajici nativni tkdn indikovanou modrou Sipkou na obr. 8.
Biomechanické vlastnosti gelu patii bezesporu mezi kli¢ové parametry optimalniho implantatu.
Vliv frakcionovanych nanovlaken na rigiditu gelu byl povazovan za potencidln¢ vyznamny, a
proto byl peclivé zkouman. Je ziejmé, Ze jejich pfitomnost signifikantné ovlivnila Younglv
modulus elasticity jiz pfi velmi nizkych koncentracich. Nanovldkna z PVA ovliviiuji modulus
elasticity gelli vice nez nanovldkna z PCL. Oba typy nanovldken vSak dramaticky zvySuji
Younglv modulus elasticity jiz pfi koncentraci kolem 1,5 %. Jejich efekt byl nicméné jasné

pozorovan uz pti desetinasobné¢ niz§im méftitku, tedy jiz kolem 1,5 %o frakcionovanych gela.

Obr. 8 Zavislost Youngova modulu pruznosti na koncentraci agarozy
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35 Efekt frakcionovanych nanovliken na Youngiv modul pruznosti

V ramci vyvoje nové generace chytrych scaffolds s modifikovanymi biochemickymi a
chemickymi vlastnostmi byla provedena funkcionalizace gelu frakcionovanymi nanovlakny.
V prvni fad¢ jsme testovali vliv frakcionovanych nanovldken na strukturalni vlastnosti gelu.
Optimalnim popisem biomechanickych vlastnosti je diagram napéti-deformace odrazejici
vlastnosti v Sirokém rozsahu aplikovaného stresu. Stanovili jsme diagram napéti-deformace
pro agardzovy gel obohaceny nanovlakny PCL nebo PVA. Prokézali jsme, ze pfidani obou
typt nanovlaken signifikantné¢ modifikuje diagram napéti-deformace s hloubéji vyjadienym
efektem PVA. Testy byly provedeny v radmci determinace maximalni hmotnostni kapacity
gelt. Z grafu je patrné, Ze pfimes nanovlaken signifikantné ovliviiuje pevnost kluzu a
relativni elongaci. Oproti agardze, kterd je zni¢ena pii tlaku 6 mmHg, PVA nanovlakna
zvySuji pevnost kluzu o pfiblizn€ 80 % a umoziiuji pouZiti operacniho tlaku az 10 mmHg. V
ptipadé PCL nebylo zvySeni tak signifikantni (50 %), coz koresponduje s destrukénim
tlakem kolem 8 mmHg. Ruku v ruce se zvySenim pevnosti kluzu nanovldkna také umoziuji
vetsi relativni kompresi/elongaci materidlu z 0,29 na 0,37, coz predstavuje zvySeni asi o 25

%.



3.6 Frakcionovana nanovlikna slouzi jako systém pro kontrolované podavani

1éku

V prvni fadé bylo zjisténo, ze frakcionovana nanovlékna jsou esencidlni pro rigidifikaci
gelu. Kromé toho by vsak funkcionalizace gelu pomoci degradabilnich nanovlaken mohla také
oteviit dvefe k vyvoji geli s kontrolovanym uvoliovanim enkapsulovanych bioaktivnich
substanci. Byl tedy zkouman efekt nanovlaken s kontrolovanou degradaci, pfi¢emz nanovladkna
PVA slouzila jako modelovy systém. PVA nanovldkna jsou vSak jako hydrofilni substance
snadno rozlozitelna ve vodnim prostiedi. Nicméné kontrolovany crosslinking miize prodlouzit
jejich polocas rozkladu ve vode.

PV A nanovlakna byla produkovana z polymert s riznym stupném crosslinkingu a jejich
degradace byla métena v destilované deionizované vodé za teploty 36 °C na vibra¢ni vyhiivané
plosing s vibra¢ni frekvenci 51 Hz. Jako determinujici marker polo¢asu degradace byla pouZita
sloucenina fluorescein-isothiokyanat-dextran. Podle naméfenych dat jasn€é vyplyva, ze
crosslinking muze signifikantné prodlouzit polocas rozpadu (Obr. 8). Zatimco vlakna PVA byla
charakterizovdna poloCasem degradace krat$im nez minutu, crosslinking prodlouzit tento
polocas o nékolik fada (Obr. 8). Vzorky PVA bez crosslinkingu byly kompletné rozpustény v
0,9% roztoku NaCL bé&hem 6 minut. Na druhou stranu v tomto roztoku bylo rozpusSténo pouze

8 % hmotnosti vzorku s crosslink modifikaci béhem 12 hodin.

Obr. 9 Degradace zesitovanych nanovlaken PVA a nezesitovanych nanovldken PVA.
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3.7 Smart nanofibers with natural extracts prevent senescence patterning in a

dynamic cell culture model of human skin

Tento manuskript byl zaméfeny na verifikaci systému fizeného dodavani bunék in vivo.
Experiment byl pro simplifikaci observace aplikovan topikalné¢ a zaméfen na regeneraci
koznich defektli s vyuzitim vyvinutého nanovldkenného materidlu s enkapsulovanymi
bioaktivnimi latkami.

Cilem experimentalni prace bylo prokazat funk¢nost systému enkapsulovanych bioaktivnich
latek ve frakcionovanych nanovlédknech, verifikovat efektivitu materidlu in vivo a otevfit cestu
pro piipravu materidli na bazi frakcionovanych nanovlaken pro kosmetické a medicinské
aplikace.

Ptirodni kosmetické produkty se v posledni dobé znovu objevily jako novy néstroj schopny
pusobit proti starnuti a poskozeni souvisejicim s kazi. Nedavno dosazeny pokrok v
nanomediciné navic otevird pfistup vychazejici z kombinace moderni nanotechnologie s
tradi¢ni 1écbou pro inovativni farmakoterapeutika. V recentné¢ publikované studii jsme
zkoumali protistarnouci efekt predléceni prirodnim extraktem s Myrtus communis v kombinaci
s konstrukei (scaffoldem) z polykaprolaktonovych nanovldken (NanoPCL-M) na populaci
koznich bun¢k vystavenych UV zafeni. Vytvofili jsme novy model kiize na bioreaktoru
mimikujicim crosstalk mezi keratinocyty, kmenovymi buiikami a fibroblasty, obdobné jako v
kizi. Pomoci testu beta-galaktosidazy indikujictho mnoZzstvi senescentnich bunék a testu
viability jsme objevili, Ze fibroblasty a kmenové builky pfedlécené NanoPCL-M a poté
vystavené UV zafeni jsou superponovatelné ke kontrolnim buiikam, které nebyly léceny a
vystaveny UV zafeni. Na druhou stranu buiiky vystavené pouze UV zéfeni bez predléCeni
NanoPCL-M vykazovaly signifikantné vyssi vytéZnost senescentnich elementii. Trojrozmérné
struktury zaloZzené na keratinocytech se po plsobeni UV zéfeni jevily jako nespojené v
porovnani se vzorky pfedléCenymi NanoPCL-M. Provedena analyza genové exprese na
rozdilnych genech asociovanych se senescenci prokazala aktivaci molekularniho programu
rejuvenace u kmenovych bun¢k predlééenych NanoPCL-M a nasledné vystavenych UV zéteni.
NaSe vysledky tak celkové zdiraznuji budouci translacni aplikaci NanoPCL-M v ramci
prevence starnuti kiize.

Vhodnou kombinaci téchto tii typii nanovldken bude vyvijen univerzalni senzor pro
specifickou vazbu eukaryotnich 1 prokaryotnich bun¢k. Zachycené vzorky budou zpracovavany

k detekci signalu.



3.8 Priprava a charakterizace frakcionalizovanych nanovliken

Byly testovany dva typy nanovlaken, a to jmenovité¢ PCL (polykaprolakton) a PVA
(polyvinylalkohol). Prvni z nich, nanovlakno PCL, je zalozeno na monomeru kaprolaktonu,
cyklickém esteru se sedmiclennym kruhem, ktery je misitelny, ale t¢zko rozpustny ve vode¢.
Tato vlastnost ho predurcuje k biologické a medicinské aplikaci jako materidlu s dlouhou dobou
degradaci ve vodném prostiedi, mezi které patii i lidské télo. Dalsi z nanovlaken,
polyvinylakohol (PVA), pfedstavuje ve vod¢ rozpustny polymer. Polyvinalkohol je pouzivan v
raznych medicinskych aplikacich kvtli své biokompatibilité, nizké tendenci k adhezi proteind
a nizké toxicité. Pfedstavuje ve vodé rozpustnou latku pouzivanou v lékafstvi a kosmetice.

Vykazuje kratky polocas rozkladu ve vode¢, ktery je mozné regulovat stupném polymerace.



4. DISKUSE A ZAVER

V ramci prace bylo dosazeno vsSech vytyCenych cill, pfedevsim byl ziskdn nebunécny
implantat optimalnich biomechanickych parametri urCeny k sanaci defektnich kloubnich
povrchll zejména traumatologické etiologie.

Soucasné byl vytvoten gelovy injikovatelny materidl na bazi inteligentnich nanovlaken
funkcionalizovanych mediatory stimulujicimi migraci bun¢k.

Déle byly vytvofeny casové-regulovatelné systémy dodavani 1é¢iv a dalSich
bioaktivnich latek, pti¢emz tyto systémy byly verifikovany in vitro experimenty.

V neposledni fadé¢ byl vytvofen biokompatibilni nanovldkenny systém pro

theragnostické aplikace, jehoz Gi¢innost byla prokazana in vivo.



4.1 Nebunécny implantat optimalnich biomechanickych parametri uréeny

k sanaci defektnich kloubnich povrchi zejména traumatologické etiologie

Byl vyvinut nebunéény implantat, ktery se ukéazal jako vhodny pro in vivo aplikace. Tento
implantat je zalozen na gelu, jehoz biomechanické vlastnosti jsou optimalizovany aplikaci
mikrofrakcionovanych nanovlédken funkcionalizovanych bioaktivnimi latkami (dalsi detaily viz
nize). Prokazali jsme, Ze nanovlakna z nami pouzitych polymera (zejména PCL a PVA) v gelu
jsou biomimetické a diky svému velmi vysokému poméru povrch/objem maji vynikajici
vlastnosti pro adhezi bun€k i1 dalSich bioaktivnich latek. Tim si ziskavaji vyznamnou pozici pro
svou aplikaci v regenerativni medicin€ a modelovani tkani (tkanovou mikroarchitekturu) [30].

Nanovlakenné membrany maji fadu pozitivnich vlastnosti, ale téz nékteré nedostatky, které
jim nyni brani v §ir§im rozsifeni v medicinskych aplikacich. Nanovldkna jsou ptedevsim
pseudo dvourozmérnymi strukturami s velmi malou tloustkou. Pokusy o ptipravu silngjSich
vrstev pfitom selhdvaly na jednoduchém problému. Delsi ndhodné uklddani vldken netkané
textilie pfi jejich pifipraveé postupné zmensuje porozitu materidlu az k mezi, kde se vyhodné
parametry nanovlakennych struktur ztraci a zacinaji ptrevladat vlastnosti mikrostruktur. To
pfindsi dilema bud aplikovat mikro- ¢&i makrostrukturu a ztratit tak vyhody
nanotechnologického pfistupu, nebo aplikovat nanovldkennou vrstvu ve velmi malé tloust'ce.
To nasledné, samoziejmé minimalizuje efekt funkcionalizovanych nanovldkennych membran,
nebot’ jejich u€innost je lokalizovédna jen na velmi maly objem.

V ndmi vyvinutém technologickém postupu jsme pouzili frakcionovana nanovlakna jako
aditiva do inovativniho trojrozmérného hydrogelového implantatu.

Jako polymery pro vyrobu nanovldken jsme pouzili PVA a PCL. Zatimco PVA je
Iékarskymi ufady schvaleny, ale mirné iritabilni material [24,25], PCL polymer je plné
biokompatibilni [26]. Nanovlakenna sit'ka (tj. material podobny dvourozmérné struktute) byla
frakcionovana na na mikrocastice pfi teploté pod tranzici gelové faze. Velikost mikrocastic byla
srovnatelna s tlouStkou sité¢ nanovlaken. Tento krok vedle k produkci zajimavého materidlu,
ktery bylo mozné smichat s makroskopickymi trojrozmérnymi systémy, tedy v naSem piipade
s hydrogelem na bazi agaru. Takovy kompozitni material ma nékolik vyhod, pficemZ jednou z
chirurgie.

Byla pouzita mikrofrakcionovana nanovldkna, tedy mikrostruktury frakcionované
z nanovldkenné membrany za teploty tekut¢ho dusiku ve velikosti nékolika desitek
mikrometrt, které si zachovaly svou vnitini nanovlakennou strukturu se vS§emi vyhodami, které

nanostruktury ptinasi pro medicinské aplikace. Na takto pfipravené struktury mohou adherovat



bunky, ale jejich velikost jim umoziuje diftizi disperzi ¢i gelem. Tim se vytvaii optimalni
trojrozmérny systém, ktery kombinuje vyhody nanostrukturniho charakteru nanovlaken

s biomechanickymi vyhodami makrostruktur.



4.2 Gelovy injikovatelny material optimalnich biomechanickych parametri pro
3D medicinské aplikace na bazi inteligentnich nanovlaken

funkcionalizovanych medidtory stimulujicimi migraci bunék

Aplikace frakcionovanych nanovldken funkcionalizovaného gelu ma navic tu vyhodu, ze
tento materidl maze byt aplikovan injek¢éné. Ptipravili jsme nanovlakenny material vhodny pro
ptipravu kapalnych disperzi ¢i gelti. V ramci experimentalnich praci byl vyvinut a testovan
injikovatelny trojrozmérny gelovy implantat zalozeny na kompozitnim kolagenovém hydrogelu
funkcionalizovany frakcionovanymi nanovlakny, ktery byl srovnavan s agarovymi hydrogely.
Bylo prokézano, ze ptipravené gely byly biokompatibilni s intenzivnim rtistem chondrocytl a
fibroblastl. Nase pozitivni zavery ohledné aplikaci obou typt gelii jako tkanové vyplné a pro
pfipravu biokompatibilnich implantati jsou pln¢ v souladu se zavéry jinych laboratofi
potvrzujicich minimalni indukci zanétlivych procesi [16, 23].

Dulezitym poznatkem prace bylo i to, Ze frakcionovand nanovlakna vyrazné modifikuji
mechanické parametry hydrogeld uz v mikromolarnich koncentracich. Tento biomechanicky
fenomén nepochybné stoji za dalsi zkoumdni, nebot’ muze zasadnim zptisobem ovlivnit
medicinské aplikace. Zjistili jsme, ze pravdépodobna dolni hranice hodnoty Youngova modulu
pruznosti pro medicinské aplikace je 7-12 kPa [27-29], coZ bylo odvozeno z tlaku zptisobenym
gravitacnimi silami orgdnt v dutiné bfiSni. Tato hodnota je dosaZitelnd v technologiich ptipravy
nami aplikovanych geld, ale je nizké pro ortopedické aplikace. Je zfejmé, ze pro ortopedické
aplikace je nutné optimalizovat hodnotu Youngova modulu pruznosti. NaSe prace ukazaly, ze
této optimalizace je mozné dosdhnout distribuci frakcionovanych nanovlaken, a to uz ve velmi

nizkych koncentracich.



4.3 Casové-regulovatelné systémy dodavani 16¢iv a dalSich bioaktivnich latek a

verifikovat in vitro experimenty

Pfipravili jsme a porovnali in vitro tfadu hydrogeli a pén funkcionalizovanych
frakcionovanymi nanovlakny s enkapsulovanymi trombocyty a dal§imi bioaktivnimi latkami.
Identifikovali jsme biokompatibilni hydrogely a charakterizovali je =z hlediska jejich
biomechanickych parametrti, biokompatibility a biostability. Prokézali jsme také adsorpci
bioaktivnich molekul na povrch nanovlaken, jako naptiklad riistovych faktora, které evokovaly
akceleraci tkanové regenerace, antibiotik inhibujicich prokaryotni proliferaci, coz bylo
v souladu s vysledky ostatnich laboratoti [31,32,33,34]. Zfejmou vyhodou nanovléken je jejich
biomimeticky pramér (s ohledem na extracelularni matrici), coz je zvyhodnuje pro bunéénou
adhezi, ale také dlouhodobé uvoliiovani bioaktivnich latek.

Prokézali jsme také, Ze nanovldkna mohou ve svém nitru enkapsulovat bioaktivni latky a
fungovat tak jako velmi ucinny systém pro cilené a kontrolované dodévani téchto bioaktivnich
latek pro feSeni nejen osteochondralnich defektli, ale mohou takto fungovat i pro regeneraci
jinych tkéni. Je tieba ale zdaraznit, Ze jednoduchaé a reprodukovatelna technologie pro pfipravu
funkcionalizovanych nanovlaken musi byt dale vyvijena (¢i budou muset byt optimalizovany

soucasné technologie) pro §irsi aplikaci tohoto systému v personalizované medicing.



4.4 Vyhodnoceni in vivo biokompatibility a G¢innosti nanovlakennych systému

pro theragnostické aplikace.

Porovnali jsme in vivo fadu hydrogeli a pén funkcionalizovanych frakcionovanymi
nanovlakny s enkapsulovanymi trombocyty a dal§imi bioaktivnimi latkami. Uzavieli jsme, Ze
hydrogely obohacené o frakcionovana nanovlakna s enkapsulovanymi bioaktivnimi
substancemi (protizanétlivé latky, rastové faktory, atd.) mohou efektivng fesit tkanové 1éze, a
to nejen nespecifickou interakci s bunikami, ale téz specifickou interakei.

Frakcionovana nanovlakna mohou také slouzit jako vynikajici systém pro ¢asove i cilené
regulované dodavani latek. Modifikace povrchli nanovlaken patii mezi nejzajimavé;jsi, ale také
nejjednodussi funkcionalizace nanovldken, nebot’ jednak umoziluje modifikovat bunécnou
adhezi i vazbu bioaktivnich latek ve velmi nizké koncentraci, dale pak ptipravit adresu mista
dodani (target tissue), coz je esencidlni pro theragnostiku. Nanovldkna ale mohou byt
funkcionalizovéna i ve svém jadru a vytvafet tak optimdlni systém Fizeného a cileného
dodavani bioaktivnich latek. Nedavné experimenty spojené s inkorporaci lipozomu jesté
zvySuji aplikacni potencial této metody. Nicméné dalSi Gsili bude muset byt vénovano
technologickym krokim, které povedou k dostate¢né reproducibilité procesu internalizace
bioaktivnich latek do nanovldkenného nitra. Splnénim této podminky se vSak otevira zcela nova

cesta k modernim obortim theragnostiky a personalizované mediciny.
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